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Introdugdo 12

O cancer de cabega e pesco¢o acomete aproximadamente 500.000
individuos anualmente no mundo (Parkin et al., 1998), dos quais entre 50 a 60%
morrem em um periodo de cinco anos apds o diagnostico (Greenlee ef al., 2001).
No Brasil, as estimativas referem-se apenas ao cancer de boca, no qual calcula-se
que em 2003, 7.750 homens e 2.885 mulheres foram atingidos pela doenga com
taxas de Obitos iguais a 2.540 para homens e 705 para mulheres (Ministério da
Saude, 2004). Mais de 90% das neoplasias de cabega e pescogo sdo carcinomas
espinocelulares (Sessions ef al., 1997).

Os sitios anatomicos acometidos variam desde a cavidade oral, a
orofaringe, a hipofaringe e até a laringe. Dados da literatura mostram que o tipo
de tumor mais comum em cabega e pescogo € o de laringe (Landis, et al., 1999),
representando cerca de 25% dos tumores malignos que ocorrem nesta area e 2%
de todas as doengas malignas. Aproximadamente 2/3 desses tumores surgem na
corda vocal verdadeira e 1/3 acomete a laringe supragldtica (ou seja, localizam-se
acima das cordas vocais) (Ministério da Saude, 2004).

A laringe situa-se na parte mediana do pesco¢o, comunicando-se
superiormente com a faringe e inferiormente com a traquéia (Erhart ef al., 1992)
(Figura 1) e apresenta um esqueleto cartilaginoso (Figuras 2A e 2B). A maior das

cartilagens € a tiredide, constituida de duas laminas que se unem anteriormente em

V; a cartilagem cricoide ¢ impar e tem forma de um anel, situando-se

inferiormente a cartilagem tiredide; a cartilagem aritenoide, uma de cada lado, é
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Introdugdo 13

Figura 1: Corte sagital da cabega e pescogo. (www.umm.edu)
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Cartilagem epiglética Cartilagem epiglética

Cartilagem uredide

Cartilagem aritendide

Cartilagem cricdide
Cartilagem cricdide

Figura 2: Esqueleto cartilaginoso da laringe. A, visto anteriormente e

B, visto posteriormente. (Dangelo e Fattini, 2003).
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semelhante a uma pequena piramide triangular de éapice superior e cuja base
articula-se com a cartilagem cricoide (Figura 2B); a cartilagem epiglotica, impar e
mediana. ¢ fina e lembra uma folha peciolada, situando-se posteriormente a raiz
da lingua e cartilagem tiredide (Dangelo e Fattini, 2003). A superficie interna de
uma laringe é composta de uma fenda antero-posterior que leva a uma pequena
invaginagdo, o ventriculo da laringe (Figura 3). Esta fenda esta delimitada por
duas pregas: uma superior, a prega vestibular, e outra inferior, a prega vocal. A
por¢do compreendida entre as pregas vestibular e vocal de cada lado é a glote,
enquanto aquela situada abaixo das pregas vocais € a cavidade infragldtica que se
continua com a cavidade da traquéia (Dangelo e Fattini, 2003).

Os principais fatores de risco associados ao cdncer de cabega e
pescogo sdo o fumo e o alcool. Aproximadamente 80% dos tumores nesse grupo
estdo relacionados com a exposi¢do cronica a esses agentes (Vorauvud et al.,
1997). Em locais como laringe, faringe e cavidade oral, o efeito combinado do
fumo e dalcool pode multiplicar o risco de cancer (Maier et al., 1992). Para o
cancer de laringe as diferentes partes anatomicas precisam ser distinguidas quando

se considera a etiologia. O tabaco domina o risco de cancer na corda vocal e glote,

enquanto o alcool ¢ mais proeminente para o cancer de supraglote (World Cancer

Research Fund, 1997). Grande parte do risco € atribuida ao tabaco, mas a redugdo

na ingestdo do dlcool pode ainda prevenir 1/4 dos casos (Tuyns et al., 1988).
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Prega vestibular

Ventriculo da
laringe

Prega vocal 4

Figura 3: Cavidade da laringe em um corte sagital. (Dangelo e Fattini,
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A fumaga do cigarro é uma mistura complexa de mais de 4000
substdncias. das quais pelo menos 40 sdo carcinogénicas. Entre essas, os
hidrocarbonetos aromdticos policiclicos e as nitrosaminas sdo os principais
componentes que formam adutos no material genético apds sua ativagdo
metabdlica por diferentes enzimas (Hecht, 1999).

O risco de cancer esta relacionado ndo apenas com 0 consumo mas
também com a qualidade do tabaco € com os altos niveis de nicotina e pode ser
diminuido pelo uso de filtros. Embora o tipo de tabaco consumido mais freqiiente

seja aquele com produgdo de fumaga, em algumas regides geogréaficas também ¢

comum o habito de mascar fumo. Na India, por exemplo, o tabaco ¢ enrolado em

folhas de areca, havendo uma correlagio entre o lado da boca utilizado para
masca-lo e o local do tumor (Pande e al., 1998).

No caso do élcool, o risco de cdncer de cabega e pescogo esta
relacionado principalmente com o consumo de bebidas destiladas como vodka,
whisky e conhaque (Szyfter et al., 1999). Entretanto, o assunto ¢ complexo e
controverso em virtude das diferengas de medidas utilizadas pelos autores, porque
nem sempre o consumo € restrito a um tipo de bebida e, também, existem
variagdes no conteiido alcodlico e nas impurezas e contaminantes entre marcas
distintas de um mesmo produto (Wigth & Ogden, 1998).

O etanol ¢é rapidamente absorvido pela mucosa gastrica e
metabolizado principalmente no figado, em etapas que envolvem oxida¢do a
acetaldeido pela alcool desidrogenase (ADH), conversdo desse ultimo a acetato

pela aldeido desidrogenase (ALDH) e, finalmente, oxidag¢do a CO,, 4gua e acidos
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graxos. Apesar do etanol puro ndo ser mutagénico ou carcinogénico, o
acetaldeido, que € seu metabdlico primario, € mutagénico (Obe ef al., 1986). Além
disso, tem sido observado que a atividade de ADH ¢ maior que a de ALDH na
mucosa oral, o que levaria ao acumulo de acetaldeido no local (Dong er al., 1996).
Tem sido sugerido que o dlcool aumenta a penetragdo de carcindgenos pela
mucosa (Simanowski er al., 1995) e pode provocar alteragdes no epitélio, no fluxo
de saliva e nos mecanismos de reparo do DNA (Wigth & Ogden, 1998).

Outros fatores de risco incluem a infec¢do com papilomavirus humano
(HPV) de alto grau, susceptibilidade genética e alguns componentes da dieta
(Vorauvud et al., 1997; Wight er al., 1998). Fatores associados a uma dieta rica
em frutas e vegetais apresentam um carater protetor. Evidéncias de estudos
epidemioldgicos indicam que vitaminas como os carotendides, retinol e vitamina
C podem diminuir o risco de desenvolvimento do céncer de laringe (World
Cancer Research, 1997).

Freqiientemente, pacientes com neoplasia de cabeg¢a e pescogo,
desenvolvem lesdes multiplas em diferentes sitios anatomicos, estando esse
padrdo multifocal de acordo com o modelo proposto por Slaughter e al. em 1953,

denominado “cancerizagdo de campo”. Esse modelo baseia-se na exposi¢do

repetida de um campo aos mesmos fatores de risco, como os carcindogenos

presentes no alcool e no tabaco, levando ao desenvolvimento de lesdes
independentes. Dados moleculares e citogenéticos corroboram essa hipdtese (Jin

et al., 1997; Waridel et al., 1997; Lydiatt et al., 1998; Scholes et al., 1998).
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Varios fatores clinicos tém se mostrado uteis no progndstico em
cancer de cabega e pescogo, fatores estes que podem ser categorizados de acordo
com o paciente. o tumor e os variados tipos de tratamentos (Quon ef al., 2001). Os
fatores progndstico relacionados ao paciente incluem: idade, consumo de tabaco e
alcool, condigdo nutricional e estado imunolégico. Os relacionados com a doenga
sd0: o sitio anatomico, o estadio da doenga, invasdo linfatica, invasdo perineural,
aneuploidia, metastase em linfonodo, presen¢a de rompimento da cdpsula tumoral
e padrdo histologico da invasdo. Nas neoplasias de laringe, o céncer glotico tem
melhor prognostico que o supragldtico e o subglotico (Berrino et al., 1998). A
presenca de metastases nos linfonodos € o mais importante fator prognostico para
tumores de cabega e pescogo (Dreyfuss ef al., 1991).

O tratamento nesse grupo de tumores € baseado na ressecgdo
cirurgica, radioterapia e/ou quimioterapia. Porém, estas estratégias tém pouco
impacto na sobrevivéncia dos pacientes acometidos pela doenga (Greenlee et al.,
2001). Neste sentido, os esforgos precisam ser continuados na tentativa de
descobrir novas vias envolvidas na sobrevivéncia, diferencia¢do, invasdo e
metastase das células tumorais (Gonzalez et al., 2003).

De acordo com um modelo estabelecido por Kinzler e Vogelstein
(Kinzler & Vogelstein, 1993 e 1996), o desenvolvimento neoplasico € um
processo de multiplos passos que envolve o acimulo de pelo menos sete eventos
genéticos. Cada modificagdo no genoma presumivelmente conduz a aberragdes no

programa transcricional normal da célula, resultando no descontrole de varios

genes (Sok et al., 2003). Muitos eventos bioldgicos no céncer de cabega e pescogo
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ainda ndo foram identificados (Gonzalez et al., 2003). Contudo, investigagdes

sistematicas dentro do complexo molecular da carcinogénese v€m se

desenvolvendo ultimamente, principalmente na busca por biomarcadores de

diagnostico. prognostico e de resposta dos pacientes a terapia.

Os eventos genéticos que freqlientemente acompanham a
tumorigénese de cabega e pescogo referem-se a alteragdes nos genes que
controlam a proliferagdo e a diferenciagdo celular (Califano er al., 1996). No
cAncer, os genes aberrantes raramente funcionam independentemente e ha
evidéncias mostrando a interagdo entre os seus produtos na regulagdo do
crescimento normal da célula (Worsham ef al., 2003).

Atualmente, ha um consenso na literatura sobre os genes que
participam da carcinogénese de cabega e pescogo e incluem alguns com papel de

SUpressores de tumor e oncogenes.

ONCOGENES
CCNDI

O gene CCNDI também conhecido como PRADI, localiza-se em
11q13 e seu produto (ciclina D1) pertence a familia das ciclinas, proteinas
regulatorias que interagem com as quinases dependentes de ciclinas (cdks)
responsaveis pela regulagdo das transigdes do ciclo celular (Slingerland et al.,
1998). A ciclina D1 se liga a cdk4, e cdké e esse complexo promove a progressao
do ciclo celular pela fosforilagdo da proteina retinoblastoma que € requerida para

transicdo através do checkpoint G1/S. Anormalidades na ciclina D1 podem
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resultar de inversdes. transloca¢des ou amplificagdo génica (Quon, et al., 2001). A
literatura mostra a participagdo do gene CCNDI/ na tumorigénese de cabega e
pescogo, no qual amplificagdo foi vista em 30 a 50% dos carcinomas
espinocelulares de cabega e pescogo (Callender er al., 1994) e em 26% a 39%
(Masuda e al., 1996; Nishimura et al., 1998). Nos carcinomas de laringe, Nadal e
colaboradores em 2003, observaram amplificagdo génica correlacionada com o
aumento na expressdo da proteina ciclina D1, sugerindo que esse € 0 mecanismo
responsavel pela expressdo aumentada do gene. Ambos os fendmenos foram
associados com evolugio da doenga, o que pode indicar um comportamento mais
agressivo para casos que mostram amplificagdo/superexpressdo. Em outros
trabalhos realizados com 45 a 75 pacientes, foi observado uma correlagéo entre a
amplificagio de PRAD! e um prognoéstico ruim em HNSCC (Meredith er al.,
1995; Bellacosa et al., 1996; Akervall er al., 1997; Kyomoto et al., 1997,

Nogueira et al., 1998).

EGFR é uma glicoproteina transmembréanica de 170-KD cujo gene

esta localizado no brago curto do cromossomo 7 em 7pl2 (Modjtahedi er al.,

1994). E um membro da familia dos receptores de proteinas tirosina-kinase com

varios ligantes a fatores de crescimento extracelulares, incluindo o fator de
crescimento epidérmico (EGF) e TGF-o. A ligagdo ao dominio extracelular de
EGFR causa ativa¢io de varios efetores que culminam na transcri¢do de outros

genes responsaveis pela coordenagdo do crescimento celular (Quon ef al., 2001)
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entre eles o0 oncogene RAS (Hackel et al., 1999). Em linhagens celulares derivadas
de tumores de cabega e pescogo, a inibi¢do de ambos, EGFR e TGF-a resultou na
reducdo da prolifera¢do celular (Grandis er al., 1998; Rubin et al., 1997). Estas
observagdes conduzem a hipotese de que a ativagdo de EGFR por TGF-a promove

o crescimento do tumor em HNSCC (Smith ef al., 2001). Em adigdo, a expressao

de EGFR pode modular a sensibilidade do tumor a radioterapia. Huang e

colaboradores, em 1999, mostraram em linhagens celulares derivadas de pacientes
com carcinoma de cabega e pescogo que o bloqueio de EGFR pelo anticorpo
monoclonal C225 resultou na inibi¢do do crescimento celular, acumulo das
células em G1, indugdo da apoptose, aumento da sensibilidade a radioterapia e
aumento da apoptose induzida por radiagao.

No carcinoma de laringe, o gene para o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) mostrou-se amplificado em 25% dos casos e seu
RNAm apresentou aumento de expressdo em 43% dos pacientes. Metade dos
casos com expressdo elevada ocorreram na auséncia de amplificagdo génica
detectavel. Este fendmeno ocorreu principalmente em tumores avangados (Irish et
al., 1993). Niveis protéicos de EGFR foram maiores nas amostras de tumor do
que na mucosa normal, e os niveis maiores foram observados no tumores de alto
grau (Scambia et al., 1991). Altos niveis de EGFR estdo associados com o alto

risco de metatase em linfonodos (Almadori ef al., 1999).
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Outro oncogene envolvido no carcinoma de cabega e pescogo € o
RAS. Este gene codifica uma proteina de membrana, que possui atividade
GTPasica e esta envolvida na transdugdo de sinal. A perda de heterozigosidade no
locus R4S foi reportado em carcinoma espinocelular de cabega e pescogo (Kiaris ef
al., 1994). O papel do R4S na carcinogénese de laringe se mostra excepcional.
Apesar da alta incidéncia de mutagdes encontradas nesse gene (Anwar et al.,
1993), trabalhos posteriores ndo confirmaram esses resultados (Shidara et al.,
1994; Fracchiolla et al., 1995; Cazorla et al., 1998). O aumento na expressdo da
proteina ras também foi demonstrada para o carcinoma de cabega e pescogo,
incluindo tumores de laringe. A expressdo elevada de H-, K- e N-ras ocorreu na
auséncia de mutagdes génicas (Yarbrough er al.,, 1994) e foi independente do

aumento na expressdo de EGFR (Scambia et al.,1994).

C-MYC é um fator de transcrigdo cujo gene localiza-se em 8q24 e que
participa na regulag@o de outros genes envolvidos na proliferagdo celular normal e
na apoptose (Marcu er al., 1992). A expressdo elevada de C-MYC, relacionada
com rearranjo génico, ¢ um mecanismo oncogénico comum nos linfomas de
células B (Wing er al., 1991). Dolcetti e colaboradores, em 1991, relataram
amplificagdo desse gene em 3 dos 23 carcinomas de laringe sem que tenha sido

observado aumento na expressdo do transcrito, sugerindo que este gene ndo tem

um papel crucial para o desenvolvimento das neoplasias de laringe (cabega e
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pescogo). Outros trabalhos mostram resultados similares para amplificagdo desse
gene, mas faltam dados sobre expressdo génica (de la Guardia et al., 2001;

Fracchiolla et al., 1995; Haughey ef al., 1992).

GENES SUPRESSORES DE TUMOR
pl6

Considera-se que a perda de 9p € um evento precoce na carcinogénese
de cabega e pescogo (Califano et al, 1996; Worsham et al., 1993). O gene
supressor de tumor CDKN2A (também conhecido como p/6) esta localizado na
regido 9p21. Codifica uma proteina de 16KDa que se liga a kinase dependente de
ciclina (cdk) 4 e 6, inibindo sua associagdo com a ciclina D (Serrano et al., 1993).
Altas freqiiéncias de perda de heterozigosidade em 9p21-22 sdo reportadas em
displasia, carcinoma in situ e carcinoma espinocelular nesse grupo de tumores
(Nawroz et al., 1994). Dados da literatura mostram que mutagdes somaticas nesse
gene ocorrem em 10% dos carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo e
deleg¢des homozigotas ocorrem em aproximadamente 50% dos casos (Reed ef al.,
1996; Yuen et al., 2002). A metilagdo de CDKN24 ¢ outro mecanismo importante
que causa inativa¢do desse gene em tumores de cabega e pescogo (Merlo et al.,
1995; Yuen et al., 2002). Em estudos de perda de heterozigosidade envolvendo

tumores de laringe, Rizos e colaboradores, em 1998, confirmaram o envolvimento

de 9p na tumorigénese de cabeca e pescogo. Assim como Wing e colaboradores

em 2002, que observaram inativagdo desse gene no carcinoma de laringe por

muta¢do ou delegdo homozigota em 22% de cada caso e, por hipermetilagdo, em
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outros 7%. Consequentemente, os resultados mostram que pouco mais de 50%

dos casos possuem o p/6 inativo.

Um outro gene conhecido por sua participagdo na progressao tumoral
de cabega e pescogo € o TP53 (Jefferies et al., 2001). O gene normal tem 20 kb
de comprimento, compreendendo 11 exons localizados na regido 17pl13 do
cromossomo humano (Gangopadhyay et al., 1997; Levine et al., 1997). Esse gene
codifica uma proteina de 53 KDa cujas fungdes incluem a regulagdo da
transcrigdo, sintese e reparo do DNA, coordenagdo do ciclo celular e apoptose
(Sionov et al., 1999) e, dessa maneira, participa na manutengio da integridade do
genoma, interrompendo o ciclo celular ou conduzindo a célula a apoptose, quando
o DNA esta danificado (Silverman er al., 2000). Mutagdes no 7P53 foram
reportadas em 60% dos carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo,
freqiientemente nos codons 238-248 (Hainaut ef al., 1998). Rizos e colaboradores,
em 1998, em estudos de perda de heterozigosidade envolvendo tumores de
laringe, confirmaram o envolvimento de 17q na tumorigénese de cabeca e
pescoco.

O primeiro relato do 7P53 no carcinoma de laringe ocorreu em 1992,
no qual analises imunohistoquimicas detectaram expressdo aumentada do gene

relacionada a presenga de alteragdes genéticas. Em uma série de 58 casos, 35

mostraram expressdo aumentada do gene. Um nimero pequeno de casos foi

submetido a anélises para mutagdes e/ou alteragdes no RNAm. Todos os casos
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positivos para imunohistoquimica mostraram mutagdes ou transcritos aberrantes,
enquanto apenas um dos casos negativos mostrou RNAm aberrante (Maestro et
al., 1992). A superexpressdo desse gene pode ser observada mesmo em lesdes pré
invasivas e ndo mostrou relagdo quanto ao estadio tumoral e diferenciagdo
histolégica (Dolcetti er al., 1992; Nadal er al., 1995). Esses achados sugerem que
alteragdes no TP33 ocorrem em etapas iniciais na transformagdo neoplasica mas
nio fornecem vantagens adicionais para progressdo desses tumores (Xu er al.,

1994).

p21WAF]

O gene WAFI/CIPI esta localizado em 6p21.2 e codifica uma

al., 1993), ativada pela p53 normal, mas ndo pela mutante (El-Deiry er al., 1993).
Nadal e colaboradores, em 1997, analisaram a expressdo de p21VAF! em amostras
de carcinoma de laringe e observaram aumento de expressdo em uma fracdo
significativa dos casos, tanto para os transcritos quanto para as proteinas. Este foi
um achado surpreendente que questionou o papel desse gene como supressor no
cancer de laringe. Os niveis de expressdo foram independentes da condigdo do
gene TP53, mas estavam intimamente relacionados a diferenciagdo celular.
Carcinomas pouco diferenciados foram imunohistoquimicamente negativos e
apresentaram os  niveis dos transcritos menores queé na mucosa normal

WAFI

correspondente. Portanto, a expressdo de p21 no carcinoma de laringe ndo € o

resultado da ativagdo da p53, assim como ndo ¢ um marcador da inativagdo do
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TP53 e sim trata-se de uma proteina que participa na diferenciagdo das cé€lulas

escamosas da mesma maneira que no epitélio normal (Nadal et al., 1997).

O gene de susceptibilidade ao retinoblastoma foi o primeiro supressor
de tumor identificado com base na diferenciagdo entre o retinoblastoma
esporadico e o familial (Knudson et al., 1971). Perdas alélicas de 13q foram
descritas no céancer de cabega e pescogo (Scholnick er al., 1994) embora ndo

tenham sido relacionadas com perdas na expressdo da proteina retinoblastoma

analisadas por imunohistoquimica (Yoo et al., 1994) que € um evento infreqiiente

(Jares et al., 1997). Esta falta de correlagdo indica que outros genes supressores de
tumor podem localizar-se proximos ao locus do retinoblastoma, sendo os
verdadeiros alvos de perdas de heterozigosidade (Yoo et al., 1994).

Os dados apresentados acima ilustram alguns aspectos das bases
bioquimicas do cancer, cuja compreensdo estd longe de ser completamente
atingida. As lesGes genéticas acumuladas no clone neoplésico provavelmente so
responsaveis pela heterogeneidade clinica das neoplasias. Além disso, a mudanga
do tecido normal a neoplasico é acompanhada por mudangas no nivel de
expressio de um numero variavel de genes, refletindo na mudanga do RNA
correspondente, na eventual presenca de transcritos de RNAm anormais
(Moustafa et al., 2002) bem como proteinas alteradas.

Atualmente, as pesquisas sobre o céncer no campo da biologia

molecular tém se voltado para o estudo da expressdo génica, que pode responder a
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diferentes questdes relacionadas a biologia dos tumores. Normalmente, todas as
células contém os mesmos genes, porém algumas células expressam alguns genes
e outras outros. Isto ¢ denominado diferen¢a de expressdo génica. A diferenga
entre uma célula normal e tumorigénica ¢ também reflexo da expressdo génica.
Em um tumor maligno ha genes que estdo sendo expressos, outros ndo estdo e
outros estdo mutados.

O seqiienciamento completo do genoma humano forneceu a
informacdo estrutural basica de todos os genes humanos. Técnicas funcionais
como microarrays, Analise Serial da Expressdo Génica (SAGE) e a nova érea de
conhecimento, a Protedmica, permitem analises do nivel de expressdo de milhares
de genes e proteinas, de uma unica vez. O desenvolvimento dessas técnicas de
rastreamento estdo revolucionando as pesquisas sobre o cancer, assim como as
demais areas, pois podem identificar novos biomarcadores para diagnostico,
prognéstico, classificagdo tumoral, terapéutica, entre outras, relacionados a
diferenca de expressdo em tecidos normais e tumorais (Kallioniemi, ef al., 2001).

A analise por microarray vem sendo aplicada para varios tipos cancer,
como colon (Alon et al.,1999), mama (Sgroi ef al., 1999; Perou et al., 2000; Veer
et al., 2002), linfoma de células B (Alizadeh ef al., 2000), pulmdo (Sugita et al.,
2002) e cabega e pescogo (Villaret er al., 2000; Belbin et al,, 2002; Moustafa et

al., 2002), e também sob diferentes abordagens como na determinagéo do perfil de

expressdo génica e resisténcia a drogas no tratamento do cancer (DeRisi et al.

1996; Wittes et al. 1999; Wilson er al. 1999; Golub et al. 1999; Alizadeh et al.

2000).
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Moustafa e colaboradores. em 2002, compararam o perfil de
expressdo, por microarray, entre amostras de tumor de cabega e pescogo € a
mucosa normal correspondente. Para um total de 12.530 genes analisados, 213
apresentaram alteragdes nos niveis de expressdo entre os dois tipos celulares,
sendo 91 mais expressos e 122 menos expresso nos tumores relagdo as amostras
normais. Muitos dos genes alterados ndo foram associados anteriormente com
cancer oral e, nesse estudo, mostraram associagdo com a transdugdo de sinal
(fatores de crescimento), estrutura celular, ciclo celular, adesdo celular

transcrigdo, apoptose, metabolismo. Em geral, a maioria dos genes com expressdo

elevada codificava para fatores de crescimento, incluindo TGF-31 (Transforming

growth factor-beta 1), Fibroblast growth factor-5, Insulin-like growth factor
binding protein-6, Insulin-like growth factor binding protein-5 e estrutura celular
como Fibronectin, Fibulin-2, Laminin B2 e Fibrillin enquanto aqueles genes com
expressdo diminuida no tumor estavam envolvidos com adesdo e motilidade
celular como E-cadherin, Integrin-a3 e keratin, apoptose como ITNF-a (Tumor
necrosis factor) e metabolismo como GST phi (Glutathione S-transferase).
Resultados semelhantes foram obtidos em um estudo que combinou as
técnicas de Differential display e andlise por microarray, no qual foram
observadas diferengas no padrdo de expressdo génica em genes relacionados a
motilidade celular em tumores de cabega e pesco¢o quando comparados a mucosa
normal correspondente. O trabalho revelou expressdo reduzida dos genes
calgranulin B (CAGB) e zinc finger (ZNF-185) relacionados a proliferacdo e

diferenciagdo celular, CD24 a adesdo celular, transglutaminase-3 (TGM3) a
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diferenciagdo celular, EHF que codifica para o fator de transcrigio EHF,

lymphoepithelial Kazal-Type-related inhibitor (LEKTI) que ¢ um inibidor de

protease, e expressdo aumentada de periostin relacionado a adesdo celular nos
tumores em relag¢do aos tecidos normais (Gonzalez et al., 2003).

Genes relacionados ao remodelamento tecidual também foram
observados diferencialmente expressos no carcinoma oral através da analise por
microarray, entre eles genes codificadores de 6 enzimas proteoliticas (5 proteinas
MMP - genes da familia das metaloproteinases e uPA — urokinase-type
plaminogen activator) e 2 moléculas da matriz extracelular (fibronectin-1 e
tenascin C). Entre a familia MMP, o nivel médio de expressio de MMP-I
(Collagenase intersticial) no tecido tumoral foi 35 vezes maior que na mucosa
normal. Mais especificamente, MMP-1, MMP-3, uPA, integrin-a3, paxilin,
tenascinC e transcritos IL-6 exibiram aumento nos niveis de expressdo em tecidos
cancerosos que apresentavam metastases em linfonodos. Integrin-a3f1 € um
receptor para laminina-5 na membrana basal e também se expressa em altos niveis
na maioria das células aderentes transformadas e na maioria dos tumores. Dessa
maneira pode ter um papel similar no remodelamento da matriz durante a
tumorigénese e a invasdo celular (DiPersio, ef al., 2000) comportando-se como
um importante biomarcador de progndstico para o céncer de cabega e pescogo
(Nagata et al., 2003). Esses resultados estdo de acordo com os relatados por
Alevizos e colaboradores (2001) que, analisando o perfil de expressdo génica no
carcinoma oral, também evidenciaram a expressdo génica diferencial, entre

tecidos tumorais e normais, de genes relacionados ao remodelamento tecidual,
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destacando-se MMP, uPA, Cathepsin L (catabolismo intracelular), Fibronectin 1
(adesdo e migragdo celular), Fibrillin 1 (microfobrilas extracelulares) e Keratin
(estrutura).

Em um estudo similar, Sok e colaboradores, em 2003, comparando o
perfil de expressdo por microarray entre amostras de tumor de cabega e pescogo e
da mucosa normal correspondente, identificaram 227 genes diferencialmente
expressos dos quais 25.1% codificam proteinas extracelulares, 22.5% genes
citosolicos. 17.6% genes associados a membrana, 13.7% genes nucleares € 1.3%
genes mitocondriais. Foram evidenciados 2 genes com significante expressao
reproduzivel em todas as 9 amostras estudadas, enquanto esses genes ndo foram
identificados no tecido normal correspondente. Um deles é o gene do colageno
humano tipo XI al, que codifica um componente essencial da matriz extracelular
intersticial. Outras formas de colageno como collagen, type I, alpha 2 também
foram observadas diferencialmente expressas nesse grupo de tumores (Alevizos et
al., 2001). O outro gene ¢ um clone de cDNA identificado na linhagem celular
KG-1 de mieloblasto humano cuja seqiiéncia de 3.6 Kb revela homologia parcial
com o cromossomo 17 humano. Em adi¢do, também observaram mais de 30
oncogenes caracterizados previamente e 45 seqiiéncias associadas ao carcinoma
de cabega e pescogo. Neste estudo, a analise por agrupamento hierarquico, revelou
que os perfis de expressdo génica obtidos a partir de um painel de 12000 genes
foram suficientes para distinguir a maioria dos tumores dos tecidos nédo malignos.

A analise por agrupamento hierdrquico também foi utilizada com o

objetivo de classificar molecularmente tumores de cabe¢a e pescogo, no qual
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Belbin e colaboradores, em 2002, mediram o padrdo de expressdo génica global
usando tecidos com HNSCC. Assim, identificaram 375 genes que diferenciavam
pacientes com esse tipo de cancer em dois grupos clinicamente distintos. Esses
genes representam fungdes como: transporte de moléculas, processamento e
tradugdo do RNA, metabolismo, sinalizagdo celular e transcrigdo. Alguns incluem
genes ja associados ao cancer como o CEA (carcinoembryonic antigen) que
codifica uma proteina de superficie celular altamente glicosilada (Thompson er
al., 1989) associada a resposta do tumor ao tratamento para o carcinoma de cabeca
e pescogo (Silverman et al. 1976).

Outros genes conhecidos por sua participagdo na carcinogénese de
cabeca e pescogo foram observados diferencialmente expressos por Squire e
colaboradores. em 2002. Entre eles o gene C-MYC, CIP-1, interleukin-8 que € um
mediador da resposta inflamatéria e infegrin a-6 cuja fungdo relaciona-se a
adesdo celular.

No Brasil, o Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céncer, SP,
juntamente com a FAPESP langaram em 1999 o Projeto Genoma Humano do
Cancer, que visou identificar genes expressos em tumores malignos com alta
incidéncia no Estado de Sdo Paulo, incluindo as neoplasias de cabega e pescogo.
Com esse objetivo, foram geradas 1.187.324 seqiiéncias, das quais 209.133 sao

provenientes de material obtido de tumores de cabega e pescogo e destas

aproximadamente 34000 sdo de tumores de laringe (Figura 4) (Brentani et al.

2003).
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Todas essas evidéncias confirmam o envolvimento de genes chaves
em processos relacionados ao desenvolvimento de neoplasias € mostram que
novas pesquisas devem ser realizadas na tentativa de identificar biomarcadores

para o diagndstico precoce e também para o prognéstico do paciente.

Laringe

Figura 4: Numero de ESTs geradas a partir de tecidos de cabega e pescogo.
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Biomarcadores potenciais na tumorigénese incluem indicadores da
presenga de alteragdes genéticas generalizadas e especificas. Este trabalho teve
como objetivo geral identificar e caracterizar genes diferencialmente expressos

que possam ser utilizados futuramente no diagnostico, progndstico e na terapia do

cancer de laringe, através de técnicas moleculares. Assim, os objetivos especificos

do projeto foram:

Selecionar e caracterizar marcadores moleculares no cancer de laringe
detectados em experimentos com microarray.

Caracterizar esses candidatos a marcadores moleculares por bioinformatica e
seqiienciamento.

Classificar as amostras de interesse de acordo com a expressdo diferencial dos
genes.

Validar esses marcadores moleculares por PCR quantitativa (PCR em tempo
real) e/ou PCR semi-quantitativa.

Comparar os resultados obtidos entre as duas técnicas de amplificagdo.
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Material

Inicialmente foram testadas aproximadamente 30 amostras para que
fossem selecionadas 20 amostras de trabalho. Assim, o material de estudo
compreendeu 10 tumores espinocelulares e 10 amostras de tecido
histologicamente normal de laringe, provenientes de pacientes atendidos pelo
Servico de Cirurgia de Cabega e Pescogo do Instituto do Céncer Arnaldo Vieira de
Carvalho, Sdo Paulo e do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, Sdo Paulo.
Os dados referentes as amostras foram obtidos de todos os casos a partir dos
registros dos prontudrios médicos. As informagdes compreenderam diagnostico e
local da lesdo, idade, sexo, raca, exposi¢do do paciente a agentes mutagénicos
(fumo e alcool), estadiamento anatomo-clinico (tamanho da lesdo, grau de
infiltracdo, comprometimento de ganglios regionais ou distantes e
comprometimento extra-ganglionar) e qual o tratamento destinado aos pacientes

(Tabela 1) . Todos os participantes foram informados sobre os objetivos da

pesquisa e assinaram o termo de consentimento aprovado pela Comissdo de Etica

em Pesquisa - CONEP do Ministério da Satde (processo 25000.024.346/99-92,

registro CONEP 669).




Tabela 1: Dados clinicos e patologicos dos individuos pertencentes ao grupo de estudo.

simo.. |TEMPODE [sTATUS

£

NORMALIS
190 55
277061 51
196 58
276516 61
276520 51

T4N2MO T4N2MO Laringe LT, RT 30 meses OBITO
T4NOMO T4N2CMO Glote LT,RT 21 meses -—-
T4AN2MO T4AN2MO Laringe LT,RT 36 meses OBITO
T4NOMO T4NOMO Supraglote LT 18meses -

T4N2ZMO T4N2ZMO Glote LT,RT 30 meses OBITO

OBITO
T3NOMO T4NOMO Glote LT.RT 67meses 27/08/2002

T4NOMO TANOMO Laringe LT RT 18 meses
T2NOMO T2NOMO Seio Periforme LT,RT 20 meses
T4NOMO T4NOMO Laringe LT, RT 21 meses
T3NIMO T4NOMO Glote LT,RT 33 meses

oM oNieoN oN (e

251357 76
279422 59
275632 50
268498 47
271296 54
TUMORES
276520 51
9903908-7 51
276576 52
9804910-0 53
00-2055 56
277061 51
273125 58
276004 52
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T4N2MO T4N2MO Glote LT.RT 30
T4N2MO T4N2MO CEC laringe RT 7meses
T4AN3IMO T4N3IMO Glote LT, RT 9meses
T4NOMO T4NOMO CEC laringe RT 24 meses
T3INOMO T3NOMO Transglético Quimioterapia,RT 12 meses
T4NOMO T4N2CMO Glote LT,RT 21 meses
T4NOMO TANIMO Transglético LT,RT 14meses

T2NOMO T2NOMO Glote LT 22 meses
CEC laringe (corda
TAN2MO T4N2MO vocal) RT 18 meses OBITO
OBITO
251357 76 M G P P T3INOMO T4NOMO Glote LT.RT 67meses 27/08/2002

TNMc = Estadiamento clinicob TNMp = Estadiamento patolégico, LT = laringectomia, RT = radioterapia, --- Desconhecido.
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Meétodos

[ — Microdisseccio

Inicialmente, todas as amostras foram microdissecadas pela
patologista Profa. Dra. Patricia Maluf Cury, da Faculdade de Medicina de Sio
José do Rio Preto que, utilizando micrétomo de congelagdo, analisou cortes das
amostras, permitindo a classificagdo e a separagéo precisa do tecido maligno, pré-
maligno e normal por microdissecgdo, ja que a mistura de células pode influenciar

os resultados.

II — Preparacdo de RNA total

O sucesso da técnica depende principalmente da obten¢do de RNA em
quantidade e de alta qualidade. Como as moléculas de RNA sdo instaveis, para
conserva-las, as amostras devem ser imediatamente colocadas a temperatura de -
80°C, apds sua retirada.

Para extra¢do do RNA, nos tubos contendo os fragmentos congelados
foram adicionados 2ml a 5ml de TRIzol, dependendo do tamanho da amostra,
triturando através do Politron 3100, até a obten¢do de lise celular. A préxima
etapa foi a divisdo das amostras em tubos limpos de 1,5ml, sendo 1ml para cada
tubo, além de 250ul de cloroférmio em cada, misturando-se por 1 minuto e
incubando-se por 2 minutos a temperatura ambiente. Na seqiiéncia, os tubos foram

centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds centrifuga¢do, o RNA

permaneceu exclusivamente na fase superior aquosa. Essa fase foi transferida para
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um tubo de 1.5ml limpo, que recebeu um volume igual de isopropanol para
precipitagdo do RNA. A solugdo foi homogeneizada e incubada a — 20°C de um
dia para outro. Em seguida, foi centrifugada a 12.000 rpm por 30 minutos a 4°C e
o sobrenadante descartado. Foram adicionados 500ul de etanol 75% ao sedimento,
seguindo-se de centrifugagdo por 10 minutos, com a mesma velocidade e
temperatura descritas na etapa anterior. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento secou em temperatura ambiente. O RNA foi ressupendido em 20ul a
50ul de agua DEPC (dietil pirocarbonato). A proxima etapa foi a determinagdo da
concentragdo dos RNAs (1DO,¢= 40pg/ml), medindo-se a densidade optica nos
seguintes comprimentos de ondas: DOg¢/ DO 230. A relag@o deve estar entre 1,7 e
1,9. 1pg de RNA foi submetida a corrida eletroforética em gel de agarose 1% em
TAE 1X para andlise da qualidade do RNA.

Depois de isolado o RNA total, as moléculas foram utilizadas para

sintese de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa.

III — Obtencio do ¢cDNA por transcriptase reversa

Para a reagdo de RT, foi necessario 1pg do RNA total ao qual foi

adicionado 1pul de oligo (dT) ancorado (500pug/ml) e 1ul de dNTPs mix 10 mM.

Em seguida, o material foi incubado a 65°C por 5 minutos. Ao término da

incubagdo, foram acrescentados os seguintes reagentes: 2ul de DTT 0.1mM, 1pul
de RNaseOUT (40U/ul), 4ul de tampdo 5X Superscript e lpl da enzima

transcriptase reversa Superscript II (200U/ul).
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O material foi incubado a 42°C por 50 minutos e a reagdo foi

finalizada com a incubagdo a 70°C por 15 minutos.

IV — Amplificacdo do cDNA

A etapa seguinte foi a validagdo do cDNA, correspondente as 20
amostras, por meio da amplificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de
fragmentos dos genes GAPDH (Glyceraldehyde Phosphate Dehydrogenase) e
TP53, que serviram de controle para transcritos abundantes e raros,
respectivamente.

As reagdes foram processadas em 25ul, contendo 100 a 500 ng de

cDNA Tampao 1X, dNTP mix (200 uM), MgCl2+ (1,0 mM para 7P53 e 1,5mM

para GAPDH), oligonucleotideos (0,2 pmol para 7P53 e 0,4 pmol para GAPDH) e
Taq DNA polimerase (lunidade). Em todos os experimentos, um dos tubos ndo
recebeu DNA (controle de contaminag¢ao).

A rea¢do compreendeu uma etapa inicial de 4 minutos a 94°C, 35
ciclos de 30 segundos a 94°C, 45 segundos para anelamento dos oligonucleotideos
em temperaturas de 58°C (7P53) e 60°C (GAPDH) e 45 segundos a 72°C para
extensdo das cadeias, além de 7 minutos a 72°C para extensao final.

Ap6és a reagdo, os fragmentos foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose 2% (100Volts por 30 minuto), juntamente com
um marcador de 100pb (Ladder Gibco 100pb), para verificar a amplificagdo de

um fragmento de 340 pb referente ao transcrito do 7P53 e outro fragmento de 305
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pb referente ao GAPDH. Os géis foram corados com brometo de etideo e
visualizados sob luz ultra violeta.
As seqiiéncias de bases dos oligonucleotideos utilizados estdo

descritas a seguir:

GAPDH P53
5* CTGCACCACCAACTGCTTA S’GGAGGAGCCGCAGTCAGA

5 CATGACGGCAGGTCAGGTC 5’CAAGAAGCCCAGACGGAAAC

Apos validagdo do cDNA, a etapa seguinte foi a realizagdo das PCRs

Semi-Quantitativas para verificar os niveis relativos de expressdo génica dos

marcadores nas amostras de tecidos normais e tumorais.

V — PCR Semi-Quantitativa.

Foi utilizada a técnica de PCR Semi-Quantitativa para verificar os
niveis de expressdo génica dos marcadores relativos ao gene constitutivo f-actina,
nas amostras normais € tumorais. Assim, os marcadores foram submetidos a
reacoes com 14 ciclos, 21 ciclos, 28 ciclos e 35 ciclos, para a definir o numero de
ciclos necessario para obten¢do do produto na fase exponencial da rea¢do de
amplificagdo. Nessa fase, ao contrdrio da fase de plateau, a concentragdo do
amplificado é correspondente a concentragdo do DNA molde.

As condi¢des de amplificagdo para todos os marcadores foram

padronizadas em 25pul, contendo 100 a 500 ng de cDNA Tampdo 1X, dNTP mix
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(200 uM), MgCI** (1.5 mM), oligonucleotideos (0,4 pmol) e Taqg DNA polimerase

(1 unidade). Em todos os experimentos, um dos tubos ndo recebeu cDNA
(controle de contaminagdo).

A reagdo compreendeu uma etapa inicial de 4 minutos a 94°C, 28
ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos para anelamento dos oligonucleotideos
em temperaturas de 60°C e 60 segundos a 72°C para extensdo das cadeias, além
de 7 minutos a 72°C para extensdo final.

Apés a reagdo, os fragmentos foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose 2% (100Volts por 30 minuto), juntamente com
um marcador de 100pb ou 50 pb, o que permitiu observar se houve amplifica¢do e
se o tamanho coincidia com o esperado. Os géis foram corados com brometo de
etideo, visualizados sob luz ultra violeta e fotografados, seguindo posterior
quantificagdo com a utilizagdo do soffware ImageQuant, que mede o volume da
banda pela média da intensidade dos pixels que compdem a drea usada para
quantificar a banda.

As seqiiéncias de bases dos oligonucleotideos utilizados na
amplificagdo dos marcadores testados nesta etapa, estdo descritas na tabela 2,

assim como o tamanho dos produtos de amplificagdo.

VI - PCR em tempo real — PCR Quantitativa

A técnica de PCR em tempo real foi desenvolvida recentemente para
estudos envolvendo expressdo génica. Trata-se de um método de andlise génica

que mede o acumulo dos produtos de PCR a medida que vdo sendo produzidos e,
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Tabela 2. Candidatos a marcadores génicos e seus respectivos oligonucleotideos.

20 | CTAGTTCGGACCTCCCCTTC 60
20 ATATGGAGTCTCCCCTTGCC

20 TTTAGGGGAAACGGGAAGAG
Hs. 344000 20 CAGGCTGCTATCACAGGACA 60

20 CTTCATTCATATGCCCCCAC
No match 3 20 CAAGAGATCAGGGTTCGTCC 60

20 GAACGCAAGAAAAGCTCCAC
MARK 3 19 GTGTGGCTTCATGGGACAG 60

20 TTAAGGGCAGCCAGAGAGAA 60
20 AGGAGCTCTTTTAGGGCAGG

20 CTCAGCCAAGCACATACACC 60
20 CGATGTCGGCTCTTCCTATC

20 GAAGGCAAGCACGAAGAAAC 60
20 CAGGACAAGCAGATGCAGAG

19 ACCTTCCAGAAGTGGGCAG 60
20 TCCATATCACAGCAGCAACC

24 TGAATGAGAGTGGTGATCCATCTT
21 CTCGAACGTTTCGTCAAATCC

21 AAGGCCAAGCAAGGTTACGTT
20 TTAGGAACTGGGCGTTTTCG

23 CACTACTCCCCACTCACCTCAGA
26 GAGATTGTTGCAATTTTTCTCTCAAT

22 CTCATCTTCCATAGCCCACATG
26 GCTGAGAACCATTTTCTTTCAAAGAG

GGAAGCATTTGGTGTTGGTT
GAAGTGGGATGAGGCATGTT

20 ATGGCCAACCTCCTACTCCT
20 GCGGTGATGTAGAGGGTGAT

20 TGAGGCACGAAGGTTAAACA
20 GTTGAACCATCCCTCAGACC

20 GTGGTCCAAAGGCAAAGTTC
20 TCCACCCTTGGTATTTCTGG

Amarelo = Marcadores testados nas reagdes semi-quantitativas, - = Marcadores testados nas reagdes

AC060775

79 60

71 60

89 60

113 60

20 365 60

227 60

222 60

247 60

quantitativas, Amarelo/J8@lll = Marcadores testados nos dois métodos de quantificagdo.
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dessa maneira, quantifica as copias dos genes estudados (Heid e. al., 1996). As
reagdes para quantificacdo foram realizadas em termociclador iCycler iQ
(BioRad), localizado no Laboratério de Biologia Molecular do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE — UNESP e também em
termociclador GeneAmp 5700 Sequence Detection System (PE Biosystems),
localizado no Laboratério de Hemoglobina e Genoma — Hemocentro/Unicamp —
Campinas/SP.

As reagdes foram desenvolvidas em 25pl contendo 100 a 500 ng de
cDNA, SYBR GREEN Supermix (KCl 100mM, Tris-HCI pH 8,4 40mM, dNTPs
0,4 mM, iTag DNA polymerase 50 U/ml, MgCl, 6mM, BYBR Green I,
Fluorescein 20nM e estabilizantes) (12,5ul) e oligonucleotideos (300nM a
600nM).

A ciclagem compreendeu uma etapa inicial de 4 minutos a 94°C, 50
ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos para anelamento dos oligonucleotideos
em temperaturas de 60°C e 60 segundos a 72°C para extensdo das cadeias, além
de 7 minutos a 72°C para extensdo final.

Na seqiiéncia, as amostras foram submetidas a quantificagdo e

posterior analise segundo o método de quantificagdo relativa. Para entender esta

analise, é necessario compreender o significado de Ct (Threshold Cycle) que é o
momento no qual o sistema de amplificagdo comega detectar um aumento no sinal
associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da reagdo.
Nesta avalia¢do, as comparagdes de quantidades sdo feitas a partir dos valores dos

CTs. Primeiramente calcula-se o ACt que € a diferenga entre os valores dos Cr
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das amostras alvos e aqueles do controle endégeno (f-actina). Em seguida
calcula-se 0 AACt que ¢ a diferenca entre os valores de ACt das amostras
tumorais e ACt das amostras normais.

Assim, os resultados foram analisados segundo as formulas:

ACt= Cralvo - Cyf-actina

AACT= ACttumor - ACrnormal

Diferen¢a comparativa de expressio = 2 4¢P

Os marcadores testados nesta etapa estdo apresentados na tabela 2 que
mostra também as seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados ¢ o tamanho dos

amplificados.
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As amostras selecionadas para estudo foram inicialmente
microdissecadas e. na seqiiéncia, submetidas a extragdo de RNA, quantificagido
em espectrofotometro e validagdo do RNA através da realizagdo da eletroforese
em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, que confirma a qualidade do RNA
através da observagdo das duas bandas correspondentes as subunidades
ribossomicas 28S e 18S. Como pode ser observado na Figura 5, as trés primeiras
amostras possuem RNA de boa qualidade pois apresentam as duas subunidades
ribossomicas, diferentemente da ultima, no qual ndo € possivel ver as bandas.
Com isso, foi evidenciado que aproximadamente 30% das amostras avaliadas
inicialmente, ndo apresentaram RNA de qualidade e portanto ndo foram
empregadas no projeto. As 20 amostras que apresentaram RNA de qualidade
foram utilizadas para a sintese do cDNA. Os ¢cDNAs assim obtidos também
exibiram boa qualidade na avaliagdo realizada por meio da amplificagdo por PCR
dos transcritos dos genes GAPDH e TP53, que serviram de controle para
transcritos abundantes e raros, respectivamente (Figura 6). A Tabela 4 mostra a
concentragdo e a pureza do RNA extraido das 20 amostras. A concentragdo variou

dependendo do tamanho da amostra e a pureza, em fungdo das proteinas

contaminantes presentes nas amostras, ficando o ideal em torno de 1.8.

Assim, o grupo de amostras selecionadas para o estudo foi composto
por aquelas que apresentaram RNA e ¢cDNA de qualidades, sendo 10 amostras

normais
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Figura 5: Avaliagdo dos RNAs em gel de agarose.

- S s e R A e e

NORMAIS TUMORES

Figura 6: Gel de agarose 2% evidenciando os produtos de amplificagdo do

gene GAPDH nas 10 amostras normais e 10 tumorais.
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Tabela 4: Concentragdo e pureza do RNA extraido das amostras normais e

tumorais

AMOSTRAS | CONCENTRACAO (ug/u) | -

Normais

4.2

=g EN-3 L RS | -8 K [N (ORI S

Tumores
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
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10 amostras de tumores provenientes de 17 individuos. Com isso, 3 amostras sdo
pareadas, ou seja, o tumor ¢ a margem foram extraidos do mesmo paciente.

A populagdo de estudo € representada por 15 individuos do sexo
masculino e 2 do sexo feminino com idades variando de 51 a 76 anos, sendo a
média igual a 55 anos. Todos os pacientes referiram exposi¢do ao fumo e apenas 1
ndo referiu exposi¢do ao alcool. A regido predominante foi a glote. Do ponto de
vista anatomo-patologico, foram mais freqiientemente observadas as lesdes
classificadas em T4NOMO. O tratamento de escolha foi predominantemente a
associagdo da radioterapia com a laringectomia (extrag¢do da laringe) e o tempo de
sobrevida variou entre 7 e 67 meses (média de sobrevida aproximadamente 24
meses) (Tabela 1).

Em experimentos de microarray que seguiram o Projeto Genoma
Humano do Cancer, foram encontrados 200 clones diferencialmente expressos
entre tecidos normais e tumorais de laringe. Desses, foram selecionados para
serem validados 53 candidatos a marcadores moleculares por apresentarem

diferenga de expressdo por 4 métodos estatisticos (fold change, p-value, non-

parametric p-value and variance) entre amostras normais e tumorais. Esses clones

diferencialmente expressos foram seqiienciados possibilitando identificar em
bancos de dados o gene correspondente assim como sua fungdo, localizagdo
cromossdmica e ocorréncia de rearranjos génicos descritos. Aqueles com fungéo
conhecida, foram agrupados em categorias génicas de acordo com critérios

estabelecidos durante o Projeto Genoma Humano do Céancer — FAPESP/Ludwig.
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Os sites consultados foram: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink,

http://www.lIge.ibi.unicamp.br/cancerhn e http://zeon.well.ox.ac.uk/cgi-

Tabela 5.

Os dados fornecidos na Tabela 5 mostram que dos 53 clones
diferencialmente expressos, 23 sdo genes descritos na literatura, dos quais 20
possuem fungdo génica conhecida, 3 ndo possuem fungdo génica conhecida, 16
sdo seqiiéncias presentes nos bancos de dados (ESTs) e 14 sdo seqiiéncias sem
similaridade nos bancos de dados (No Match). Dos genes com fungdes
conhecidas, 8 estdo relacionados ao metabolismo celular e incluem o RPLIS,
GLOI, ARTS-1, MTCYB, RPS 25, P-150, DOTIL e MARK3. Desses genes, 4
localizam-se em regides de perdas cromossdmicas em carcinoma de laringe sendo
estes RPLI1S5, ARTS-1, RPS 25 e MARK3. A Tabela também evidencia outros
genes localizados em regidoes de perdas e ganhos em cancer de laringe como o
DDX34 (ganho), TMFI(perda) e P38IP (perda); todos relacionados a
comunicagdo celular. O metabolismo de proteina ¢ uma outra categoria funcional

observada na Tabela e inclui os genes RPL13A4 e PPAP2A; este ultimo localiza-se

em 5qll, também uma regido de perda cromossémica em tumores de laringe.

Ainda, pela analise da Tabela 5, € possivel encontrar outras categorias funcionais
descritas, incluindo estrutura celular, representada pelos genes C6orf53 ¢ KRT6B;
crescimento celular, desenvolvimento e manutengdo representada pelos genes SET
translocation e BCL2LI11; estrutura celular, motilidade e transporte representada

pelos genes AP3M1 e HLA-E e metabolismo geral evidenciada pelo gene HNRPK.
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Tabela 5: Categoria funcional e outras informagdes relevantes das 53 seqiiéncias diferencialmente expressas.nos experimentos com

array.

GENE

Fu""m

DDX34

DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 34 |

Metabolismo de RNA

Cofﬁunicalg;éo -ce-lulallr

19913.3

TMF1

TATA element modulatory factor 1

Regulagao da
transcri¢éo

Comunicago celular

3p21-p12

MGC4836

Similar to hypothetical protein (L1H 3 region) -
human

Desconhecida

Desconhecida

4p15.33

P38IP

Transcription factor (p38 interacting protein)

Regulagao da
transcrigéo

Comunicagdo celular

13q13.2

SET translocation (myeloid leukemia-
associated)

Ciclo celular

Crescimento celular,
desenvolvimento e manutengéo

9q34

Ribosomal protein L15

Metabolismo de Proteina

Metabolismo celular

3p24.1

HSPC1%4
(C6orf53)

C6orf53: chromosome 6 open reading frame
53

Membrana

Estrutura celular

6p24.1

GLO1

Glyoxalase |

Metabolismo geral

Metabolismo celular

6p21.3-p21.1

Type 1 tumor necrosis factor receptor
shedding aminopeptidase regulator

Metabolismo de Proteina

Metabolismo celular

5q15

RPL13A

Ribosomal protein L13a

Metabolismo de Proteina

Metabolismo de Proteina

19q13.3

MGC2541
_(SLC35A4)

Solute carrier family 35, member A4

Desconhecida

Desconhecida

5q31.3

KRT6B

Keratin 6B

Estrutra intracelular

Estrutura celular

12912-q13

AP3M1

Adaptor-related protein complex 3, mu 1
subunit

Transporte

Estrutra celular, motilidade e
transporte

10q22.3

HNRPK

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K

Metabolismo de RNA

Metabolismo geral

9921.32-921.33

PPAP2A

Phosphatidic acid phosphatase type 2A

Metabolismo de proteina

Metabolismo de proteina

5q11

KIAA0475
(FAM20B)

Family with sequence similarity 20, member B

Desconhecida

Desconhecida

1p36.13-041

BCLALT

BCL2ike 11 (apoptosis facilitator)

Morte celular

Crescimento celular,
desenvolvimento e manutengdo

2q13

Cytochrome b

Respiragao celular

Metabolismo celular

Mitocondrial

Ribosomal protein $25

Metabolismo proteina

Metabolismo celular

11q23.3

Transposon

Transcriptase reversa

Metabolismo celular

MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1

Metabolismo de Proteina

Metabolismo celular

1g42.11

Clone RP11-678D18

Desconhecida

Desconhecida

Cromossomo 8

Histone methyltransferase DOT1L

Histone
methyltransferase

Metabolismo celular

19p13.3

ESTs

10
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Matri extracelular,
Major histocompatibility complex, class |, E 3133 membrana e Estrutura celular, motilitade e transporte
citoesqueleto

Homo sapiens cDNA FLJ33631
EST Weakly similar to T50609 hypothetical protein DKFZp761B2423.1 - human (fragment) [H.sapiens]
ESTs
EST Homo sapiens cONA FLJ37094 .
EST GE Weakly similar to hypothetical protein FLJ11267 [Homo sapiens] [H.sapiens]
EST Moderately similar to $29539 ribosomal protein L13a, cytosolic - human [H.sapiens]
EST Homo sapiens cDNA 3', mRNA sequence
EST Homo sapiens cDNA FLJ11458
EST hypothetical protein FLJ11152
EST Weakly similar to hypothetical protein FLJ13241 [Homo sapiens] [H.sapiens]
“NomalEh | ESTs
EST Homo sapiens cDNA FLJ34480
EST Homo sapiens clone 23872 mRNA sequence
EST Homo sapiens cDNA clone DKFZp564A1871 3, mRNA sequence
EST Clone IMAGE:3355383, mRNA, partial cds | [
EST Homo sapiens cDNA clone IMAGE:3163886 5', mRNA sequence
No match 3 EST
No match 1 EST
Hs. 344000 CDNA: FLJ22447 fis, clone HRC09479
No match 6 ESTs
No match 7 ESTs
No match 8 ESTs
No match 9 ESTs
no match 10 | ESTs
No match 11 | ESTs
No match 12 | ESTs
No match 13 | ESTs
No match 14 | ESTs

Amarelo = Marcadores testados nas reagdes semi-quantitativas, 5@l = Marcadores testados nas reagdes quantitativas,

Amarelo/B#lll = Marcadores testados nos dois métodos de quantificagio.
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Outros mostram fungdes génicas desconhecidas como MGC4836 e SLC35A44,
ambos localizados em regides de perdas cromossdmicas, € ainda o gene FAM20B.

A partir desses resultados foi possivel fazer uma classificagdo
hierdrquica das amostras provenientes dos arrays (12 tumores e 7 normais)
considerando a média de expressdo dos 53 genes diferencialmente expressos. O
resultado dessa andlise mostra que as amostras normais € tumorais puderam ser
diferenciadas em dois grupos distintos (Figura 7). O agrupamento representado
em verde corresponde as amostras normais no qual ha apenas uma amostra de
tumor, e o vermelho corresponde as amostras tumorais.

A partir desses resultados, foram selecionados para serem validados
no presente projeto 16 candidatos a marcadores moleculares, aqueles que
apresentaram a maior diferenca significativa de expressdo nos experimentos de
array. O seqiienciamento dos clones possibilitou a construgdo dos
oligonucleotideos para amplificagdo dos marcadores utilizando o programa

Primer3 (http:// www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3www.cgi) e, para

aqueles testados no termociclador GenedAmp 5700 SDS (PE Biosystems), o

programa Primer Express (PE Biosystems).

Os marcadores foram validados nas 20 amostras de cDNA (10 normais
e 10 tumores) sintetizados no presente projeto por meio das PCRs quantitativa e
semi-quantitativa. Aqueles testados nas reagdes semi-quantitativas foram
BCL2LI11, MTCYB, No Match 2, RPS25, No match 1, Hs. 344000, No match 3,
MARK3, AC060775, No match 4, TMFI, HLA-E e o gene constitutivo -actina.

Aqueles avaliados nas reagdes quantitativas foram BCL2L11, MTCYB, No Match
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2, RPS25, Set Translocation, RPL15, DOTIL, ARTS] e também o gene
constitutivo -actina (Tabela 2) . Esses genes estdo destacados na tabela 5.

Na avaliagdo semi-quantitativa, inicialmente foram padronizadas as
condigdes de PCR, no qual os marcadores foram submetidos a reagdes com 14
ciclos, 21 ciclos, 28 ciclos e 35 ciclos, para a definir o numero de ciclos
necessario para obtengdo do produto na fase exponencial da reagdo de
amplificagdo. Os resultados mostraram que as amostras de trabalho submetidas a
35 ciclos apresentavam uma amplificagdo saturada, enquanto que na condigdo de

21 ciclos, a bandas mostravam-se fracamente evidentes, o que levou a

padronizag¢do da condig¢do intermediaria de 28 ciclos, tanto para os marcadores

como para a f-actina (Figura 8). Todas as amostras foram submetidas a este
procedimento e a partir da analise de imagem do gel. o software forneceu um
valor numérico para cada banda. Esses valores foram trabalhados de modo a se
obter uma razio entre a expressdo do marcador e a expressdo do gene constitutivo,
tanto em tecidos normais quanto tumorais e o resultado ¢ um valor relativo que se
aproxima do valor real da expressdo génica avaliada.

Os valores assim obtidos para cada marcador foram comparados
estatisticamente nos dois grupos amostrais pelo teste T-Student (consulta no site:

http://graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm?Format=SD).

As reagdes quantitativas também iniciaram-se com as padronizag¢des
das reagdes referentes a concentragdo adequada dos oligonucleotideos para os

marcadores e para o gene constitutivo f-actina.
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Moanal =ca oo 1984=7 51357
Mol caw 1944 -] MOS20
m—-m 190A-27T081
Foamald- chao 1534 2 TAS16
Mormal 1-ae 90 1554-2 0004
Hereaii-caseV 1A-000 80—
Tume-meo] G34~1 101335

(Média)

Figura 7: Classificagdo hierarquicadas das amostras em um grupo

normal € outro tumoral, provenientes dos experimentos de array de acordo com a

média da expressdo dos 53 genes diferencialmente expressos. O agrupamento

representado em verde corresponde as amostras normais, € o vermelho

corresponde as amostras tumorais.
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Figura 8: Gel de agarose 2% evidenciando os produtos de amplificacdo

do gene f3-actina em 14 ciclos, 21 ciclos, 28 e 35 ciclos nas 10 amostras normais e

em 8 tumorais.
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Os resultados mostram que os marcadores encontrados
diferencialmente expressos foram a seqiiéncia Hs. 344000 (Figuras 9 e 10), por
meio da PCR semi-quantitativa e BCL2L11, MTCYB, No Match 2, RPS25, Set
translocation, RPL15, DOTIL e ARTSI, nas reagdes quantitativas (Figuras 11 e
12).

A Figura 9 mostra a expressdo aumentada da Hs. 344000 nas amostras
tumorais em relagdo as amostras normais (1,4 vezes). A Figura 10 representa o
resultado da avaliagdo individual da expressdo génica desse transcrito nas 20
amostras estudadas no qual pode-se confirmar a expressdo aumentada nos
tumores.

A Figura 11 representa a analise da expressdo diferencial dos genes
MTCYB, RPS25, BCL2L11 e No Match 2 nas amostras normais e tumorais. O
gene MTCYB foi encontrado 2 vezes mais expresso no tecido normal, enquanto o
gene RPS25 mostrou expressdo 1.3 vezes maior na mucosa normal em relagdo as
amostras de tumores. Outro gene que apresentou expressdo aumentada no tecido
normal (1.0 vez) é o BCL2L11. Observa-se ainda a expressdo 750 vezes maior do
transcrito No Match 2 nos tumores em relagdo as amostras normais estudadas.

Outros genes mostrando aumento de expressdo nas amostras tumorais
sdo evidenciados na Figura 12 como o Ser Translocation (1,4 vezes) e ARTSI

(1.11 vezes). A Figura 12 evidencia também os genes RPLI5 e DOTIL com

expressio aumentada nas amostras normais (3,3 vezes e 1.0 vez,

respectivamente).
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Hs. 344000

Figura 9: Anélise semi-quantitativa. Média da diferenga de expressio

dos produtos de amplificagdo do marcador Hs. 344000 nas amostras.

Hs. 344000

7 9 11 13 15 17 19

Amostras

Figura 10: Andlise semi-quantitativa. Diferenga de expressdo

individual dos produtos de amplificagdo do marcador Hs. 344000 nas amostras.
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BCL2L11 No match 2

Figura 11: Anélise quantitativa. Média da diferenga de expressdo génica

observada nos marcadores BCL2L11, ND1, RPS25 e na seqiiéncia No Match 2.
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Set Translocation

Figura 12: Andlise quantitativa. Média da diferenga de expressdo génica

observada nos marcadores Set translocation, RPL15, DOTIL e ARTSI
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O cancer de cabega e pescogo € o sexto tipo mais comum de
neoplasias no mundo, sendo responsavel por uma incidéncia mundial de
aproximadamente 500.000 individuos anualmente (Parkin er al, 1998). Os
dados epidemioldgicos tém apontado para o fumo e o alcool como os principais
fatores de risco de transformagdo maligna nesse grupo, além de infecg¢des virais
e susceptibilidade genética (Gallo ef al., 1996). Nesse grupo de neoplasias, os
tumores surgem em diversos sitios anatomicos do trato aerodigestivo e atingem
com maior freqiiéncia a laringe (Landis et al., 1999).

O tratamento de escolha é, em geral, a ressecgdo cirlrgica associada
a quimioterapia e/ou radioterapia (Licitra et. al. 2003) . Apesar dos avangos nas
técnicas cirdrgicas e de radiagdo, a taxa de sobrevivéncia para pacientes com
HNSCC ndo aumentou significativamente, permanecendo em aproximadamente
50%. Associado a isso, a alta incidéncia de recorréncia local e progressdo da
doenca enfatizam a necessidade em identificar marcadores moleculares de
diagndstico, prognostico e de resposta dos pacientes a terapia (Smith er. al.
2003).

Com esse objetivo foram identificados 53 genes diferencialmente

expressos em tumores de laringe pela técnica de array, os quais possibilitaram a

classificacdo hierarquica das amostras estudadas em dois grupos distintos, um
normal e outro tumoral. Foi observada uma tunica amostra tumoral classificada
entre as normais. Podemos sugerir algumas explicagdes para este resultado como,

por exemplo, a ocorréncia de possiveis trocas entre o material normal e tumoral, a
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presenca de células normais na amostra ou ainda problemas nas varias etapas da
metodologia.

A partir dos 53 marcadores diferencialmente expressos identificados
nos arrays, foram validados em nosso estudo nove marcadores moleculares
resultantes das andlises semi-quantitativas e quantitativas. Os marcadores
validados foram os genes BCL2L11, MTCYB, RPS25, Set translocation, RPL13,
DOTIL, ARTSI e as seqiiéncias No match 2 e Hs. 344000.

Os genes BCL2L11, MTCYB, RPS25 e a seqiiéncia No match 2 foram
submetidos tanto a PCR quantitativa quanto semi-quantiativa, porém 0s mesmos
so foram validados pela PCR em tempo real. Com esse resultado podemos notar a
diferen¢a de sensibilidade dos dois métodos de quantificagdo, no qual a PCR
semi-quantitativa determina uma quantificagdo subjetiva baseada em um valor de
inferéncia fornecido a partir da analise de imagem do gel. Isto ndo ocorre nas
reagdes em tempo real onde os produtos de amplificagdo sdo medidos a medida

que vao sendo produzidos (Heid et al., 1996).

Foi observado que, dos nove genes validados, cinco estavam mais

expressos no tecido normal em relagdo ao tumoral e quatro mais expressos no
tecido tumoral em relagdo ao normal. Esses genes estdo classificados
principalmente dentro de duas categorias génicas: metabolismo celular e
crescimento celular, desenvolvimento e manutengdo. Assim, entre 0s genes com
expressdo aumentada nas células normais, dois (BCL2L11 e DOTIL) participam
do crescimento celular, desenvolvimento € manutengdo e trés (MTCYB, RPS25 e

RPLI35) participam do metabolismo celular. Entre aqueles mais expressos nos
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tumores em relagdo as amostras normais um (Sef franslocation) relaciona-se ao
crescimento celular, desenvolvimento e manutengdo e outro (ARTS!) relaciona-se
ao metabolismo celular. Outras duas seqiiéncias encontradas com expressdo
aumentada no tumor, ndo estdo classificadas quanto a fungdo nos bancos de
dados. Apesar disso a expressdo aumentada nas células tumorais indica que
tratam-se de transcritos importantes na carcinogénese de cabega e pescogo.

O gene BCL2L11 foi observado 1,0 vez mais expresso no tecido
normal em relagdo ao tumor. Localiza-se em 2q13, uma regido cromossomica
onde ocorrem perdas no carcinoma de cabega e pescogo. A proteina codificada

por esse gene pertence a familia de proteinas BCL-2. Os membros dessa familia

agem como reguladores anti ou pré apoptdticos que estdo envolvidos em uma

variedade de atividades celulares. No caso do gene BCL2LII o transcrito
produzido age como um ativador apoptdtico (O'Connor ef al., 1998). Essas
informagdes aliadas aos nossos resultados sugerem a participagdo do gene
BCL2L11 na carcinogénese de cabega e pescogo no qual a apoptose € um processo
importante para o controle da proliferagdo celular. Ndo ha registros na literatura
de expressdo diferencial desse gene em tumores de cabega e pescogo ou outros
tipos de cancer.

O gene RPLIS5 localiza-se em 3p24.1, uma regido de freqiientes perdas
em cancer de cabega e pescogo. Este gene codifica uma proteina componente da
subunidade ribossomica 60S e pertencente a familia L15E de proteinas
ribossomais (Wang er al, 2001). Foi evidenciada expressio aumentada desse

transcrito em tumores esofagicos (Wang ef al., 2001) e tumores de prostata (Karan
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et al., 2002) em relagdo a mucosa normal correspondente, indicando que esse gene
pode estar relacionado com a progressdo desses tipos tumorais. Em oposi¢do aos
dados da literatura, nossos resultados mostraram expressdo aumentada (3,0 vezes)
desse gene no tecido normal em relagdo ao tumoral.

No presente trabalho, foram obtidos resultados semelhantes na
quantificagdo do gene RPS25 que apresentou aumento de expressdo 1,0 vez maior
nos tecidos normais em relag¢do aos tumorais. O gene RPS25, assim como RPLIS,
possui multiplos pseudogenes. O produto génico € uma proteina ribossomal
componente da subunidade 40S e que pertence & familia de proteinas ribossomais

S25E cuja fungdo é participar do metabolismo de proteinas (Kenmochi, N .ef al.,

1998). Nio ha informagdes sobre a ocorréncia de expressdo diferencial desse gene

em cancer de laringe ou outros tipos tumorais. Localiza-se em 11q23.3 uma regido
de perdas cromossdmicas em cancer de cabega e pescogo. Os dados obtidos com a
quantificagdo dos genes RPLI5 e RPS25 sugerem que fungdes relacionadas a
biossintese dos ribossomos e sintese de proteinas podem apresentar-se como
processos importantes para o desenvolvimento do cancer de laringe.

Outro gene encontrado 1,0 vez mais expresso nas células normais em
relagdo as tumorais € o DOTIL. Esse gene codifica uma proteina com atividade
metiltransferase de histonas, um importante mecanismo de regulagdo génica (Feng
Q et al., 2002). Localiza-se em 19p13.3, uma regido de perdas cromossémicas em
céncer de cabega e pescogo. A concordancia entre a expressdo diminuida desse
gene e perdas em sua localizagdo cromossdmica nos tumores de cabega e pescogo,

sugerem que genes importantes para progressdo tumoral podem estar sendo
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transcritos em fung¢do da perda de atividade metiltransferase do gene do gene

DOTIL.

Expressdo aumentada também foi evidenciada 2,0 vezes maior nas
amostras normais pelo gene MTCYB que codifica a unica subunidade do
complexo Il que tem origem a partir de um DNA mitocondrial. O complexo III €
a segunda enzima do processo de fosforilagdo oxidativa na cadeia transportadora
de elétrons (Schagger et al., 1986; Gonzalez-Halphen et al., 1988). Possivelmente
esse resultado evidencia que processos essenciais para o funcionamento celular,
como a respiragdo celular, podem estar alterados no cancer de laringe.

Genes que apresentaram aumento de expressdo nas amostras tumorais
em relagdo as normais foram Set translocation e ARTSI.

Set translocation foi observado 1,4 vezes mais expresso no tecido
tumoral em rela¢do ao normal. Localiza-se em 9q34, uma regido onde ndo ha

registros de perdas ou ganhos cromossomicos nesse grupo de tumores. O produto

desse gene interage com o inibidor do ciclo celular p21 (Cip I). Superexpressdo

de SET bloqueia o ciclo celular na transigdgo G2/M em linhagens celulares (COS e
HCT116) através da inibigdo da atividade CDK1- ciclina B. Assim, a proteina
SET pode regular a transigdo G2/M pela modulagdo da atividade CDK1-ciclina B.
Foi observado ainda que formas mutantes de SET em que falta o dominio C
terminal da proteina, ndo interagem com p21 e assim ndo exercem atividade de
bloqueio do ciclo celular. (Rodrigues-Vilarrupla et al, 2003). Carlson e
colaboradores em 1998 encontraram expressdo aumentada do transcrito do gene

SET em células renais transformadas humanas. Ainda nesse estudo altos niveis
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do RNAm e da proteina SET foram encontrados em tumores de Wilms.
Considerando essas informagdes. nossos resultados sugerem que a expressdo
aumentada do gene SET nas amostras tumorais pode estar relacionada a falha no
bloqueio da transicdo G2/M em decorréncia de uma possivel muta¢do nesse gene.
Esse gene também foi associado a leucemia aguda ndo diferenciada (Von Lindern
etal., 1992).

O gene ARTSI é um regulador do receptor do fator de necrose tumoral
tipo 1 (TNF1) e localiza-se em 5q15 uma regido de perdas em céncer de cabega e
pescogo assim como laringe. A literatura mostra a participagdo desse gene no
desenvolvimento de gliomas. Sun e colaboradores, em 2003, observaram
expressdo diferencial do gene ARTSI em tumores da glia, através de analises por
microarray € bioinformatica, evidenciando a importancia desse gene para o
desenvolvimento desses. Em nossos experimentos, ARTS! foi encontrado 1,0 vez
mais expresso nos tecidos tumorais em relagdo aos normais. Como ndo ha
registros na literatura sobre participacdo desse gene na tumorigénese de cabega e
pescogo, nossos resultados evidenciam a participagdo desse transcrito em tumores
de laringe e enfatizam a necessidade de pesquisas adicionais para o melhor de sua
contribui¢do para o desenvolvimento do cancer de cabega e pescogo.

Futuras pesquisas sdo necessarias para melhor entendimento desses

genes como marcadores de diagndstico, prognostico e de resposta dos pacientes a

terapia no cancer de laringe.
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As conclusdes obtidas no presente trabalho estdo relacionadas a seguir:

Foram selecionados 53 marcadores moleculares importantes no cancer de
laringe provenientes de experimentos com microarray.

As principais categorias funcionais representadas pelos 53 genes
diferencialmente expressos no cancer de laringe sdo, metabolismo celular,
comunicagdo celular, metabolismo de proteinas, estrutura celular, crescimento
celular, desenvolvimento e manuten¢do, estrutura celular, motilidade e
transporte ¢ metabolismo geral.

Pode-se fazer uma classificagdo hierdrquica das amostras em dois grupos
distintos, um normal e outro tumoral a partir das 53 seqiiéncias
diferencialmente expressas.

Foram validados 9 marcadores moleculares através da PCR quantitativa e
semi-quantitativa. Os marcadores BCL2L11, IVNSIABP, No Match e RPS25
foram avaliados pelas duas técnicas mas so6 foram validados nas reagdes em

tempo. Com isso podemos concluir que a PCR quantitativa ¢ mais sensivel

que a PCR semi-quantitativa na avaliagdo da quantificagdo génica.

Os genes validados fornecem informagdes importantes no desenvolvimento do

cancer de cabega e pescogo.
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Resumo 85

O cancer de cabega e pescogo € 0 sexto tipo mais comum de neoplasia
no mundo. Mais de 90% das neoplasias de cabega e pesco¢o sdo carcinomas
espinocelulares. Os dados epidemioldgicos tém apontado para o fumo e o alcool
como os principais fatores de risco de transformagdo maligna nesse grupo. Os
tumores surgem em diversos sitios anatomicos e atingem com maior freqiiéncia a
laringe. O tratamento de escolha é, em geral, a ressecgdo cirlrgica associada a
quimioterapia e/ou radioterapia. Apesar dos avangos no tratamento, a sobrevida
dos pacientes com HNSCC ndo aumentou significativamente, nos ultimos 20 anos
permanecendo em aproximadamente 50% Associado a isso, a alta incidéncia de
recorréncia local e a progressdo da doenga, enfatizam a necessidade em identificar
marcadores moleculares de diagndstico, prognodstico e de resposta dos pacientes a
terapia Com esse objetivo foram identificados 53 genes diferencialmente
expressos em tumores de laringe pela técnica de array, dos quais foram validados
em nosso estudo 9 marcadores moleculares resultantes das analises semi-
quantitativas e quantitativas. Esses marcadores sdo os genes BCL2L11, MTCYB,
RPS25, Set translocation, RPL15, DOTIL, ARTSI e as seqiiéncias No Match 2 e
Hs. 344000, que, estdo classificados principalmente dentro de 2 categorias génicas:
metabolismo celular e crescimento celular, desenvolvimento e manutengao.
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Abstract 87

Head and neck squamous cell carcinoma is the sixth most common
malignancy worldwide, representing health problem. The 5-year survival rate for
this disease is about 59%; as a result, > 30,1000 cases and 7,800 deaths occur
annually in the United States. These tumors arise from diverse anatomical
locations, including the oral cavity, orofarynx, hypopharynx, larynx and
nasopharynx, but have in common an etiological association with tobacco and/or
alcohol exposure. Treatment planning for HNSCC depends largely on anatomical
staging of the disease at presentation. Conventional treatment with surgery and/or
radiation therapy and/or chemotherapy is associated with significant morbidity
affecting overall quality of life. Despite advances in treatment, the survival rate
for patients with HNSCC has not improved significantly in the past 20 years,
remaining at 50% approximately. In order to gain insight into molecular events on
HNSCC, 53 genes differently expressed were identified in larynx tumors through
array approach, of which 9 molecular markers resulting of semi-quantitative and
quantitative analyses were studied. These markers are the genes BCL2LII,
MTCYB, RPS25, Set translocation, RPL15, DOTI1L, ARTSI and the sequences No
Match 2 and Hs.344000, which are classified mainly within 2 gene categories:
cellular metabolism and cell growth, development and maintenance.
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