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RESUMO

O carcinoma de células escamosas de laringe (CCEL) ¢ um dos mais comuns que acometem
a regido da cabeca e pescoco, representando aproximadamente 25% dos tumores malignos
desta localizag¢ao anatdmica. Os fatores de risco associados ao desenvolvimento deste tumor
sdo o consumo de tabaco e dlcool, historia familiar e a infeccdo pelo virus do papiloma
humano (HPV) em uma parcela dos casos. A ocorréncia de segundos tumores primarios e
metastases ¢ frequentemente relatada nos CCEL. Entretanto, at¢ o momento, ndo ha
marcadores moleculares tteis na pratica clinica que sejam capazes de predizer a progressao
e a evolucdo clinica da doenca. Neste contexto, as plataformas de microarranjos de
oligonucleotideos (microarrays), t€m possibilitado uma andlise mais ampla na busca por
marcadores de deteccdo precoce, progressdo, resposta e risco de recorréncia e metastase.
Foram incluidos neste estudo 88amostras de CCEL de pacientes ndo tratados. O grupo teste
foi composto por 35 CCEL avaliados previamente para expressdo génica global (8x60K,
Agilent Technologies) e 33 para a expressao de miRNAs (plataforma Array 8x60K, Agilent
Technologies). O grupo de validacdo foi formado por 33amostras fixadas em formalina e em
blocos de parafina (FFPE) e 19 amostras de tumor a fresco. O grupo teste foi avaliado para
genotipagem para o HPV (LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test, Roche), resultando em
dois casos positivos para HPV16. A anélise de expressdo de transcritos revelou 1.680 genes
diferencialmente expressos comparados aos tecidos normais de laringe (necropsias). A
analise de expressao global de miRNAs revelou 89 miRNAs diferencialmente expressos na
comparagdo entre tecido normal e tumoral. A integracdo entre os dados de transcritos
codificadores e de miRNAs (correlagcdo negativa r<0) revelou alteragdes recorrentes em um
subgrupo de genes associados com a degradacdo de componentes da matriz extracelular
(MMP3, MMP9, MMP10, MMP13, COLI10Al ¢ COL3Al) e em processos neoplasicos
(CAV1, ERBB4, HLF, HMGA2, HOXB6, KLF2, PDCD4,PPPIR3 e TOPZ2), assim como seus
respectivos reguladores epigenéticos (hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-218-5p, hsa-miR-29c-3p,
hsa-miR-21-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-
miR-92a-3p e hsa-let-7c-5p). Estes miRNAs e genes foram confirmados em bancos de dados
externos. Cinco miRNAs (hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-
125b-5p e hsa-miR-92a-3p) e 10 genes (COL3A1, COL10AI, ERBB4, HMGA2, HLF,
TOP24, MMP3, MMPI3, MMPI10 e PPPIR3) foram confirmadas por RT-qPCR em um
grupo independente de amostras por RT-qPCR. Os achados obtidos da andlise integrada

apontam para novos marcadores moleculares uteis no prognostico e terapia dos CCEL.



ABSTRACT

Laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is one of the most common head and
neck malignancies representing approximately 25% of the tumors located in this region. Risk
factors associated to development of LSCCs include alcohol and tobacco consumption,
family history of cancer and human papilloma virus (HPV) infection. Second primary
tumors and metastasis are frequently observed in patients with LSCC. To date, no useful
molecular markers have been described that can successfully predict disease progression and
clinical outcome. In this context, large scale molecular studies enable a global analysis of
tumor molecular alterations aiming to reveal biomarkers for early diagnosis, prognosis and
response to therapy. LSCC samples were obtained from 88 untreated patients. Global gene
(Array plataform 8x60K, Agilent Technologies) and miRNA expression (Array platform
8x60K, Agilent Technologies) profiles were evaluated in 35 and 33 samples, respectively
(Test group, N=36). An independent group of samples (N=33, validation group) was
included, being 33 formalin fixed and paraffin embedded tissue samples and 19 fresh frozen
tissues. HPV genotyping using LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test (Roche) was
performed in tumor samples from test group. Only two cases were HPV16-positive. The
expression analysis revealed 1,680 differentially expressed genes in tumors compared to
normal tissue (pool of normal laryngeal samples from necropsies). The miRNA analysis
revealed 89 miRNAs differentially expressed. Integrative transcriptome and miRNAs
analysis data (negative correlation r<0) revealed a subset of altered genes associated with the
degradation of extracellular matrix components (MMP3, MMPY9, MMPI10, MMPI3,
COLI10AI and COL3AI) and neoplastic processes (CAVI, ERBB4, HLF,HMGA2, HOXB6,
KLF2, PDCD4, PPPIR3 and TOP?2), as well as their putative miRNA regulators (hsa-miR-
199b-5p, hsa-miR-218-5p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-125b-
5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-92a-3p and hsa-let-7c-5p). Five miRNAs
(hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-125b-5p and hsa-miR-92a-
3p) and 10 genes (COL3A1, COL10Al, ERBB4, HMGA2, HLF, TOP2A, MMP3, MMP]13,
MMPI10 and PPPIR3) were evaluated by RT-gPCR in an independent sample group
(validation group). In addition, these altered miRNAs and candidate genes were confirmed
as altered in the tumor samples cohort deposited in TCGA database. This study confirmed
the findings obtained by integrative analysis revealing potential molecular biomarkers that

could be useful in clinical practice.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas de laringe (CCEL) ¢ uma doenga com alta morbidade
e mortalidade, sendo considerado o nono tipo de cancer em incidéncia mundial(Bray et al.,
2013). Esta neoplasia compreende 25% dos tumores malignos que acometem a regido da
cabeca e pescoco e 2% de todas as doencas malignas. A prevaléncia de CCEL ¢ maior no
sexo masculino (7:1) e a idade média de acometimento da doenca ¢ de 60 anos (Ferlay ef al.,
2010).

Em 2011, foram estimados 156.000 novos de CCEL no mundo, com uma sobrevida
estimada de cinco anos em aproximadamente 50% dos casos (Jemal et al., 2011). Nos
Estados Unidos, estima-se a ocorréncia de aproximadamente 12.000 novos casos
anualmente, sendo 10.000 em homens e 2.630 em mulheres (Siegel ef al., 2013). No Brasil,
o cancer de laringe ¢ o oitavo tumor mais incidente, sendo as cidades de Sao Paulo e Porto
Alegre aquelas que apresentam amaior incidéncia. Para o ano de 2014, olnstituto Nacional
do Cancer (INCA) estimouem aproximadamente 7.640 novos casos de cancer de laringe,

com um risco estimado de sete casos a cada 100.000 homens(Inca, 2014).

1.2 Fatores de risco associados ao desenvolvimento de carcinomas de laringe

Os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento do cancer de cabeca e
pescogo sdo o consumo de tabaco e alcool, sendo reconhecido que a laringe € o 6rgdo mais
suscetivel aos maleficios causados pelo tabagismo(Freedman et al., 2007). Estes dois habitos
potencializam consideravelmente o risco de desenvolvimento da doenca(Das and
Vasudevan, 2007; Haas et al., 2012; Varela-Rey et al., 2013). Outros fatores etioldgicos
associados ao desenvolvimento deste tumor sdo o historico familiar, dieta,radiacdo, infec¢cao
pelo virus do papiloma humano (do inglés, human pappilomavirus - HPV) e inflamagao
cronica da laringe causada pelo refluxo gastroesofagico (Garavello ef al., 2009; Duray et al.,
2011; Parkin, 2011; Tae et al., 2011; Garavello ef al., 2012). O refluxo gastroesofagico ¢ um
fator etiologico de alta prevaléncia na populagdo e tem sido associado com o
desenvolvimento de carcinomas de laringe. Aproximadamente 80% dos pacientes portadores
de lesdes pré-cancerosas ou malignas relatam associacdo com o refluxo gastroesofagico
(Lewin et al., 2003). No entanto, ndo existem evidéncias suficientes para estabelecer uma

associagdo direta do refluxo como fator de risco no carcinoma de laringe, pois os efeitos do
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consumo de tabaco e alcool podem mascarar o dano causado pelo refluxo nos pacientes que

apresentam os trés fatores de risco(Coca-Pelaz et al., 2013).

Gong et al.(2013) propuseramque a composi¢ao bacteriana da cavidade oral pode
ser um fator de risco em CCEL. Os autores mostraram que a microbiota nos pacientes com
CCEL difere em relagdo ao grupo controle e que 15 gé€neros de bactérias podem ser
associados aos CCEL (p<0.001). Bactérias como Prevotella eFusobacteriumpoderiam
contribuir para o desenvolvimento e progressao da doenca. Um estudo anterior destes
pesquisadores revelou que a infec¢do pelo Helicobacter pylori também estava envolvida no
processo tumoral, uma vez que esta bactéria estava presente na maioria dos pacientes
estudados(Gong et al,, 2012). A composi¢do bacteriana e o CCEL provavelmente
interatuam como causa e efeito nos diferentes estagios da doenca.Recentemente, Thomas et
al.(2014) analisaram a microflora de 24 individuos demonstrando que o uso continuo de
tabaco ou de alcool e tabaco reduz significativamente a microflora bacteriana. Como
consequéncia, isso poderia levar a uma diminui¢@o na variabilidade inter-grupos tornando o
microambiente mais homogéneo em termos de composi¢do bacteriana o que resultariaem

risco aumentado de desenvolvimento de doencas da cavidade oral, incluindo o cancer.

A associagdo entre a infeccao pelo HPV e o risco de desenvolver carcinomas de
células escamosas de cabega e pescogo (CECCP) tem sido estudada desde o inicio da década
de 80, sugerindo o envolvimento dos oncogenes virais £6 ¢ E7 como mediadores da
carcinogénese do trato aerodigestivo superior (Syrjédnen, 2005). Um levantamento de dados
da literatura em carcinomas orais, orofaringe e laringe abordando os subtipos virais HPV16 e
HPV18, revelou que ndo existe uma correlacdo com tipo histologico, grau e idade dos
pacientes, mas foi observada maior prevalénciadesses subtipos de HPV em pacientes com

metastase (Wei et al., 2012).

Alguns estudos tem relatado a associagdo positiva entre a infec¢ao pelo HPV e
carcinomas de laringe(Baumann et al., 2009; Bozdayi et al., 2009) e também em lesdes
benignas da laringe(Gallo et al., 2009). A relagdo entre a infec¢do pelo HPV e a alteragdo da
expressao de proteinas do ciclo celular (p16, p53 e ciclina D1) foi avaliada em grupos
heterogéneos de cancer de laringe HPV positivos e negativos(Stasikowska-Kanicka et al.,
2011). Os autoresrelatarama diminui¢do da expressdo da proteina p53, assim como, o
aumento de expressdo de pl6 e ciclina D1 no grupo HPV positivo comparado com o grupo
HPYV negativo. Estes dados sugerem que o HPV também tem um papel importante na perda

de regulacao do ciclo celular nestes tumores. Ha evidéncias que pacientes HPV16 positivos
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respondem melhor a quimioterapia e apresentam uma maior sobrevida livre de doenga (DFS,
do inglés Disease Free Survival) e diminui¢ao das taxas de recorréncia. Estes dados
sugeriram que a infec¢do pelo HPV16pode serum marcador a ser considerado na preservacao

do 6rgdo afetado durante a escolha do tratamento(Shaughnessy et al., 2014).

1.3 Localizac¢ao anatomica, diagnéstico e tratamento em carcinomas de laringe

Histologicamente, mais de 95% das neoplasias de laringe sdo classificadas como
carcinomas de células escamosas, sendo observadas em qualquer sitio anatomico da laringe
(supraglote, glote, subglote e transglote), sendo o mais frequentes na glote.

A laringe, além de possuir peculiaridades anatdmicas, estd situada perto da rede
linfonodal da cabeca e pescogo, a qual é subdividida em regides (I-VI). Esta conformagao
espacial faciliata a invasdo em linfonodos, por exemplo, um tumor na subglote atinge o
linfonodo da regido VI e um tumor de supraglote atinge linfonodos localizados na regido II,

III e V os quais estdo associados com pior prognodstico (Medina et al., 2011).

Ao diagnostico 7% dos pacientes com carcinoma de laringe ja apresentam
metastase a distancia. O pulmao € o sitio mais comumente acometido (83%), outro 6rgao € o
figado (17%) e metastases em outros locais ocorrem em 3% dos casos. A metastase em

pulmao esta relacionada com pior prognostico (Liu et al., 2003).

O tratamento dos pacientes diagnosticados com CCEL varia dependendo do estagio
patologico da doenca. Nos estdgios 0, I e II, o esquema de tratamentoé baseado em
radioterapia, quimioterapia, cirugia a laser e hemilaringectomias. Em carcinomas de glote
grau I, Yamazaki et al. (2006)relataram que uma dose de radicao de 2.25 Gy (radiagdo
ionizante absorvida) tem melhores resultados e diminui reagdes adversas geradas pela dose
de radiagdo de 2.0 Gy em tempos prolongados. Entre os casos avancados, estagios Il e IV,
os esquemas de tratamento sdo radioterapia e quimioterapia em combinacdo seguidos de
laringectomia total ou parcial (Pfister et al, 2014). A quimioterapia usada para tratar
pacientes com CCEL baseado no uso individual ou em combinacdo de drogas como
Cisplatina, 5-Fluorouracil, Carboplatina, Docetaxel, Metotrexato e Cetuximabe (anti EGFR).
Este tltimo quimioterdpico ¢ utilizado em pacientes positivos EGFR (Loo et al., 2013; Bar-

Adet al., 2014; Zhang, X. et al., 2014).



1.4 Alteracgoes histopatolégicas, citogenéticas e moleculares em carcinomas de

laringe

A diferenciagdo, invasao tumoral, atividade mitotica, infiltragdoangiolinfatica,grau
histologico, comprometimento linfonodalsao descritos como fatores que afetam a sobrevida

global em pacientes com CCEL(Fukano et al., 1997; Kurokawa et al., 1998).

Iovanescu et al(2013) avaliaram 95 pacientes com CCEL por andlise
histopatologica, tendo como parametros o tipo de neoplasia, grau histologico, grau de
diferenciagdo do tumor, reagdo inflamatoéria tumoral, infiltracdo perineural e invasao
angiolinfatica. Como resultado foi demonstrado que tumores com estadios N2 e N3 foram
mais comuns, apresentando baixa a moderada quantidade de células diferenciadas associadas
a pouca resposta inflamatoria do tumor primario, além de apresentar invasdo vascular e
infiltragdo perineural. Os estadios NO e N1 foram associados com graus de diferenciacdo
celular médio e alto e com infiltracdo inflamatoria. Estes resultados reforcam a importancia
do exame histopatologico para determinar o prognéstico dos pacientes segundo os
parametros mencionados. A maioria dos tumores consiste de populagdes celulares
heterogéneas com diferentes niveis de complexidade gendmica e com comportamento
bioldgico varidvel de reposta terapéutica (Almendro et al., 2013; Calderwood, 2013),0 que

pode representar o maior obstaculo no prognoéstico e tratamento dos pacientes.

Ainda ¢ limitado o conhecimento sobre os marcadores genéticos relacionados ao
desenvolvimento de céancer de laringe. Nesse contexto, o desenvolvimento de técnicas
moleculares de analises em larga escala tem possibilitado a identificagdo de candidatos a
marcadores que podem contribuir para a detecgdo precoce da doenga, progressdo, risco de
metastase e doenca residual minima (Sidransky, 2002; Almadori et al., 2005; Loyo and Pai,
2008).A definigdo do termo driversno processo carcinogénico se refere a mutagdes que
conferem uma vantagem seletiva no crescimento do tumor e cada mutagdo drivertem um
papel neste processo. Sdo descritas mais de 100 mutagdes drivers, as quais podem ocorrer
em oncogenes € genes supressores tumorais. As mutagdes pré- neoplasicas que nao tem um
efeito sobre o processo neoplasico sdo definidas como passengers(Bozic et al., 2010;

Vogelstein et al., 2013).

Alguns genes, incluindo 7P53, PTEN, EGFR, CCNDI e a via Akt/mTOR foram
descritos como importantes para o processo de progressdo de displasia para neoplasia

invasiva na laringe (Marcos et al., 2011). Jalali et al.(2011)relataramque o aumento de
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expressao da proteina p53 estava associado com recorréncia tumoral e mortalidade pela
doencga, sugerindo que esta proteina ¢ um marcador importante para a estratificagdo

dospacientes quanto ao prognostico.

O gene PTEN foi avaliado como marcador preditivo de resposta ao tratamento em 74
CCEL e 73 carcinomas de cavidade oral e orofaringe(Snietura et al., 2012). Os autores
relataram que a expressdo diminuida do PTEN estava presente em 46/74 CCEL e 42/74 de
carcinomas orais e de orofaringe. Foi observada associagdo com recorréncia,
comprometimento linfonodal e mestatase a distancia.Os autores concluiram que os tumores
com expressdo aumentada do PTENcujos pacientes foramtratados com uma fracao
aumentada de radioterapia apresentarammelhor progndstico quando comparados aqueles

com expressao diminuida e tratados com radioterapia convencional.

Recentemente, Dionysopoulos ef al. (2013) avaliaram as vias Akt/mTOR, ciclina D1 e
EGFR como possiveis marcadores em 289CCEL, 77,8%deles apresentavam estadio T3 e T4
e 84,1%nao tinham metastases linfonodais. Os autores relataram que a maioria dos casos
com elevada expressao de mTOR e Akt3 apresentava associagdo com sobrevida diminuida
enquanto a expressdo aumentada de ciclina DI em carcinomas de subglote e transglote
estava associada com risco de morte pela doenga. Os autores concluiram que a expressao

aumentada de mTOR, Akt3 e ciclina D1 esta associada com pior prognoéstico.

Além da anélise de genes Unicos, outraabordagem realizada para a caracterizagdo de
perfis genéticos em CCEL ¢ a avaliagdo de alteracdes genomicas. Esta estratégiapode revelar
alteracdes onde genes associados ao processo tumoral estdo mapeados, incluindo oncogenes
e genes supressores de tumor. A maioria dos relatos publicados considera os carcinomas de
cabega e pescoco como um todo, porém os CCEL tem varias peculiaridades ja tendo sido
demonstradas diferencas no padrdo de alteracdes cromossdmicas, moleculares e clinicas

(Patmore et al., 2007; Keser et al., 2008).

Bérgamo et al.(2005) avaliaram 67 tumores de cabeca e pescoco por métodos de
citogenética classica e molecular, entre os quais 18 CCEL. A alteragdo mais comumente
observada em carcinomas de laringe foi a trissomia do cromossomo 20. A perda do
cromossomo Y foi verificada em cinco casos e em seis foram relatadasalteragdes estruturais
no cromossomo 22. A perda em 13q foi frequentemente observada nos CCEL.
Posteriormente, Keser et al. (2008) relataram que ganhos em 17p, 3p, 4p, 5p, 6q, 8p, 9p, 14q,
18p e Xqe perdas em 15q e 22gpodem conter potenciais genes envolvidos no

desenvolvimento deste tipo tumoral.



Treze linhagens celulares de CCEL foram avaliadas por Kostrzewska-Poczekaj et
al.(2010)paraHibridizagdo GenOomica Comparativa baseada emarrays(aCGH) utilizando
duas plataformas diferentes. Duas das 13 linhagens mostraram amplificagdes em
22q11.2,regido onde estdo mapeados os oncogenes CRKL e MAPKIe somente o gene CRKL
foi amplificado nas duas linhagens. Os autores relataram que seis de 17 linhagens
investigadas apresentaram aumento de expressao (RT-qPCR) do gene CRKL. O gene
MAPKI foi encontrado com aumento de expressdo apenas em uma destas 17
linhagenscelulares. Os autores concluiram que o gene CRKL,envolvido em processos de
adesdo, migragdo e resposta imune celular ¢ um potencial oncogene envolvido em

carcinomas de laringe.

Yang et al.(2011) avaliaram 16 amostras de carcinomas de laringe obtidas de
pacientes ndo tratados utilizando aCGH (MacroArrayTM Karyo 1400, Macrogen, Inc).
Ganhos em 7q e 8q e perdas em 1p, 2q, 17q ¢ 3p22-26 foram relatados em mais de 40% dos
casos. Os autores avaliaram com mais detalhes a regido 3p22-26 onde estdo mapeados os
genes XPC, PPARG, NCKIPSD, MLHI, FANCD2, e CTNNBI, ressaltando o envolvimento
do gene XPC, o qual tem um papel importante na via de reparo a erros do DNA. Seis
linhagens celulares de CCECP também apresentaram perda no numero cépias onde estes

genes estao mapeados. (Tsui and Garnis, 2010).

Em uma anélise utilizando a técnica Whole Genome Tiling Array CGH (HGIS8
CGH 4x72K WG Tiling v2.0), Ecsedi et al.(2012) avaliaram um caso raro de carcinoma
basaldide-escamoso em laringe. As caracteristicas clinico-patologicas deste tipo tumoral sdo
diferentes quando comparados com o tipo escamoso, apresentando uma alta agressividade e
pior prognoéstico. Esta andlise permitiu a identificacdoalteracdes no nimero de copias em
3777 genes, sendo 1726 ganhos e 2051 perdas gendmicas. Os autores relataram ganhos em
17921.3 onde o gene DUSP3 esta mapeado. Este gene codifica uma proteina que atua na via
de sinalizagdo dos receptores ERBB, vias de sinalizagdio VEGF e TGF-beta, ciclo celular e
sinalizacdo de quimiocinas. Os autores concluiram que a alteracdo do numero de copias
destes genes ¢ um dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento do carcinoma basaldide

de células escamosas de laringe.

Mais recentemente,Jarmuz-Szymczak et al.(2013) avaliaram 17 linhagens celulares
de carcinomas de laringe utilizando a plataformaHuman Genome CGH Microarray,
4x44K (Agilent Technologies). A regiao 11ql3 foi analisada em detalhes para identificar

possiveis oncogenes envolvidos na progressao tumoral, além do tamanho real do amplicon
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mapeado nesta regido. O grupo de validacao consistiu de 34 amostras CCEL, as quais foram
avaliadas por RT-qPCR e FISH. A alteracdo em 11ql3 envolvia 12 genes, incluindo
CCNDI, ORAOVI, FADD, PPFIAI e CTTN, que apresentaram altos niveis de expressao em
comparacdo com os tecidos normais. Estes achados confirmaram o envolvimento de genes

mapeados em 11q13 no desenvolvimento de carcinomas de laringe.

Ambrosioet al.(2013) avaliaram 32 amostras de CCEL (9 supraglote, 17 glote ¢ 6
transglote) pareadas para o fronte de invasdo e a superficie do tumor de pacientes ndo
tratados, utilizando a metodologiade CGH cromossomico de alta resolugdo (HR-CGH).
Neste estudo foram identificadas perdas em 3q26-q29 e 18q23. Além disso, foram
identificadas alteragdes especificasno fronte invasivo envolvendo ganhos em 1p, 4q ¢ 9p e
perdas em 11p, 12p, 13q, 18p, 19, 20q, 21q e Xp. Alteragcdes em 11q13 foram identificadas
na superficie do tumor em amostras de glote, supraglote e transglote e a mesma regido
alterada foi detectada nas células de fronte invasivo da transglote. A expressdo da proteina
ciclina D1 (gene mapeado em 11q13) foi confirmada por imunoistoquimica e associada com
metastase a distancia em tumores ¢ com a diminuicdo de sobrevida dos pacientes com
tumores de supraglote. Os ganhos envolvendo o gene CCNDI(controle internoCPE]])
foram confirmados por FISH. As perdas homozigotas em 3q26-q29 e 18q23 foram
associadas com a presenga de invasdo em linfonodos e pior prognéstico. O estudo revelou o
potencial da ciclina D1 para ser utilizado como marcador prognostico em tumores de

supraglote.

Como pode ser verificado, a maioria dos estudos foi realizada em linhagens celulares
e os relatos em amostras a fresco ndo informam se os pacientes foram ou nao tratados. Para o
nosso conhecimento, apenas o relato de Bérgamo et al. (2005),Yang et al. (2011) e
Ambrosio et al. (2013) relataram o uso de amostras CCEL de pacientes ndo tratados.
Atualmente existe um limitante para se obter amostras de tumor primario de pacientes nao
tratados previamente a coleta.Isso ocorre na maioria de pacientes com CCEL que apresenta
estadios inicias, o tratamento preferencial ¢ a radioterapia exclusiva, e aqueles com estadios
avancados ( III ou IV)sdao submetidos a tratamentos ndo cirurgicos com radioterapia isolada
ou concomitante a quimioterapia com objetivo de preservacdo de o6rgdo, de ndo apresentar
uma resposta positiva nestes casos, a cirurgia fica reservada para o tratamento de resgate. A
analise de amostras de pacientes tratados nao reflete o mesmo perfil molecular de amostras
obtidas de pacientes que foram apenas submetidos a exérese tumoral. A Tabela 1 sumariza os
principais estudos utilizando as metodologias baseadas em aCGHe técnicas similares em

CCEL, CCECP e linhagens celulares derivadas do CCELs.



Tabela 1 - Relatos em literatura descrevendo alteragdes genOmicas (nimero de copias de
sequéncias do DNA) em CCEL.

Autores Plataforma Amostras Validacao
Keser et al., 2008 Whole genome tiling array CGH 15 CCEL Nd
Giefing et al., 2008 Plataforma de 44K (Agilent 12 linhagens celulares de qPCR
Technologies) CCEL 12 linhagens
Giefing et al,, 2011 Plataforma de 44K (Agilent 10 linhagens celulares de qPCR
Technologies) CCEL 8 linhagens
Yanetal, 2011 Whole genome tiling array CGH 16 amostras de CCEL Nd
Ecsedi ef al. 2012 Whole genome tiling array CGH 1 CCEL -basaléide FISH
Jarmuz-Szymczak et Plataforma de 44K (Agilent 17 linhagens celulares de qPCR
al., 2013 Technologies) CCEL 17 linhagens
Ambrosio et al., CGH cromossdmicode alta 32 CCEL FISH- 32 amostras de CCEL.
2013 resolugdo (HR-CGH) IHC-148 amostras (FFEP)

CCEL=Carcinomas de células escamosas de laringe. qPCR= reagdo em cadeia da polimerasepor analise
quantitativa;FISH= hibridizagdo fluorescente in situ; IHC=Imunoistoquimica; FFEP=fixados em formalina e
em blocos de parafina.

1.5 Analise de perfis de expressiao génica global em CCECP

A maioria das andlises transcriptomicas descritas em literatura foi realizada em

amostras heterogéneas provenientes de diferentes sitios anatdmicos de cabeca e pescoco. Sdo

poucos os estudos em CCEL e a maioria busca genes associados com processos tumorais

descritos em diferentes tumores, os quais sao testados por técnicas de imunoistoquimica e/ou

expressao de transcritos por RT-qPCR(Chen ef al., 2013; Yilmaz et al., 2014). A Tabela 2

sumariza os principais estudos utilizando as metodologias baseadas em cDNA-microarray

em CCEL e CCECP.



Tabela 2 - Relatos utilizando analises de expressdo génica global em carcinomas de cabega e pescoco e, em especial, em carcinomas de laringe.

Analise de expressdo génica global

Autores Amostras CCECP/CCEL Grupos Plataforma Referéncia Validacio
Carinci ef al., 2007 22 amostras deCCEL Preser}ga Vs auséncia de 19.200 cDNAs, Ontarlg Cancer Institute, 8 amostras (pool) de tecido nio neoplasico RT-qPCR
metastase linfonodo Toronto, Ontario, Canada de mucosa de laringe 22 amostras
. 14 lmhagens. celulares de Linhagens da cavidade oral ~ Human 14 oligo ou 14 oligo (V2) (Agilent 10 linhagens celulares diferentes (pool) RT-qPCR 10
Jarvinen et al., 2008 CCEL e 4 linhagens de ) . - .
vs laringe Technologies) (ndo-CCECP) linhagens
HNSCC
, s Antes e depois tratamento RT-qPCR
Kim et al., 2008 Células HEP-2 deleplteho com dose sub-letal de Human Genorlne U133 Plus 2.0 Array Gene de referéncia hACTB linhagem HEP-
humano de laringe (Affymetrix, Santa Clara, CA)
AbOmpA 2
. Human Genome U133 Plus 2.0 Array RNA referéncia universal humano RT-qPCR 16
Ma et al., 2009 16 CCEL CCEL vs normal adjacente (Affymetrix- Santa Clara, CA) (Stratagene) amostras
15 CCEL e 10 normais de CCEL vs tecido de laringe 331 sondas de 284 genes-Array RT-qPCR
Colombo et al., 2009 . o L. . - 15 amostras
laringe ndo neoplésico costumizado .
7 normais
10 linhagens celulares de 10 linhagens celulares de GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 RNA referéncia universal humano RT-qPCR

Giefing et al., 2011

Jarmuz-Szymczak et
al., 2013

Fountzilas et al.,
2013

Xuetal., 2013
Estudar impacto
resitenca

Eustace et al., 2013

CCEL

10 linhagens celulares de
CCEL

59 CCEL

1linhagem de CCEL (CCL
23)

157 CCEL e 185 de bexiga

CCEL vs controles — RNA
total

10 linhagens celulares de
CCEL vs 3 controles —
RNA total

59 CCEL vs 59 Normal
adjacente

Linhagens celulares Hep-2
(CCL-23) tratadas vs ndo
tratadas com paclitaxel

T2-T4 carcinomas laringe
vs / T1-T4a carcinoma
bexiga

Array (Affymetrix)

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0
Array (Affymetrix)

GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0
Array (Affymetrix)

Human Gene 1.0 ST array (Affymetrix
GeneChip)

TagMan low density arrays (TLDA)
customizado para 26 genes relacionados a
hipoxia

(Stratagene) e RNA do epitélio aéreo
bronquial reconstituido in vitro

Genes de referéncia (B2M, TABBP e TNS)

Gene de referéncia GUSB

Gene de referéncia hACTB

Genes de referéncia GNB2L1, B2Me RPL11

21 linhagens

RT-qPCR
17 linhagens e
34 amostras
RT-qPCR
50 amostras e
149 amostras de
parafina

RT-qPCR
1 linhagen

RT-gPCR
33 amostras

CCEL: carcinomas de células escamosas de laringe. qPCR: PCR quantitativa em tempo real, vs: versus.



Carinci et al. (2007) avaliaram 22 CCEL obtidos de pacientesdo sexo
masculinoutilizando a plataforma demicroarrays contendo 19.200 sequéncias de cDNAs
(Ontario Cancer Institute, Toronto, Ontario, Canada). O estudo revelou uma assinatura de
158 genes diferencialmente expressos associados a metastase linfonodal. Entre os genes
associados diretamente com invasdo de linfonodos, estavam o NM23-H3 e o TRIMS,
importantes no controle de mobilidade celular e supressdo de crescimento tumoral,

respectivamente.

Colombo et al.(2009) avaliaram 13 CCEL e 10 tecidos normais na plataforma
customizada contendo 331 sondas para 284 genes. Os autores encontraram 53 genes
considerados como significativos na comparac¢do normal versus tumoral. Os genes alterados
estavam envolvidos em processos relacionados ao cancer como as vias de apoptose, ciclo
celular, reparo de DNA e sinais de traducdo. Entre eles, o CSTBapresentava-se com uma
diminuigdo significativa da expressdo nos tumores. O produto deste genetem atividade

inibidora de cisteina protease, associada com fungaoanti-metastatica.

Quatro transcritos classificadores de um total de 213 diferencialmente expressos
foram detectados usando andlises de expressdo por microarrays em 20 amostras de CCEL
(Mirisola et al., 2011). A expressao dos genes H19, HISTIH3F, SNORA164 ¢ SNORDI14C
foi capaz de classificar as amostras tumorais em baixo e alto risco de recidiva, sendo o H/9
(p<0,01) o melhor classificador e preditor de pior progndstico em amostras de estadio T1 e
T2. O produto do gene H/9 ¢é um transcrito ndo codificadorlongo que atua como supressor
tumoral, sendo este gene localizado proximo ao gene IGF2, ambos regulados por
imprinting(Venkatraman et al., 2013). Os genes IGF2 e H19 estdo mapeados em 11p15.5,
uma regido previamenta relatada em perdas heterozigoticas em tumores de cabeca e pescoco.
O silenciamento deste gene foi associado com pior prognostico e recorréncia em carcinomas

de cabeca e pescoco (Esteves et al., 2005).

Fountzilas ef al.(2013), com o objetivo de obter uma assinatura de expressao
relacionada com a recorréncia local apos cirurgia, avaliaram 66 amostras CCEL utilizando a
plataforma HG-UI133AAffymetrix (Santa Clara, CA). Foram identificados trés genes (ACE2,
FLOTI e PRKDI) relacionados com alto risco de recorréncia sendo o melhor candidato o

gene PDRKDI.

Estudos utilizando plataformas de microarraytém como objetivo a identificagdo de

genes e vias alteradas nos processos de tumorigénese, metastase, resposta e resisténcia ao
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tratamento. Dois estudos foram relatados em literatura para tentar associar o perfil de
expressdo com estes processos em CCEL. No primeiro, Lian et al. (2013) avaliaram 10
amostras de CCEL e tecidos normais adjacentes pela plataforma l/lumina Human HT-12
BeadChip array. Os autores relataram 361 genes alterados associados com o processo
tumoral e 246 genes relacionados com metastase em linfonodos. Oito genes (CDKI, CDK2,
CDK4, MCM2, MCM3, MCM4, IF3a e RPN2) foram validados em 42 amostras por RT-
gPCR. Os autores concluiram que a alteracdo nestes genes estd associada com
desenvolvimento e progressao tumoral.Coskunpinar et al.(2014) avaliaram 36 CCEL e seus
respectivos tecidos normais adjacentes, utilizando um painel de 88 genes descritos em
processos tumorais. Os dados revelaram um perfil de 16 genes diferencialmente expressos
entre o tumor ¢ o tecido adjacente, entre eles, os genes c-MYC, COL4A2 e SOX4
apresentaram aumento de expressao no tumor. Nas amostras de pacientes que evoluiram para
metastase, o gene SOX4 apresentou expressdo diminuida, sendo associado com fenotipo
metastatico. O gene TGFBlapresentou expressao aumentada nos tumores e foi submetido a
uma andlise insilico revelando ser central na regulagdo de cinco genes que apresentaram

expressao alterada (COL4A42, MYC, SOX4, TMP1 e SPARC)(Coskunpinar et al., 2014).

1.6 Expressao de miRNAs em carcinomas de laringe

As alteragdes epigenéticas sdo eventos relatadosna carcinogénese da laringe,
incluindo a metilacio do DNA, modificacdo de histonas e desregulacio de RNAs ndo
codificadores (Yang, J. ef al., 2011). Com as novas descobertas sobre o genoma humano, os
RNAs ndo codificadores surgiram como importantes fatores que desempenham um papel

fundamental na regulagdo da expressao génica (Esteller, 2011).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs de 20 a 25 nucleotideos que
atuam na regulacdo da expressao gé€nica pela repressdo da traducdo ou degradagdo do
transcrito (Lee and Ambros, 2001; Lim et al., 2003). Os miRNAs sdo normalmente
localizados e transcritos em genes codificadores, especificamente em introns, além de serem
transcritos como parte dos longos RNAs ndo codificadores presentes no genoma (Bartel,
2004; Rodriguez et al., 2004). O processo de transcricdo conduzido pela RNA polimerase 11
origina um transcrito inicial chamado Pri-miRNA, que possui uma 7’-metil guanosina e a

cauda 3’-poly A (Cai et al., 2004), podendo ocasionalmente ser transcrito pela polimerase I11
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(Cullen, 2004). O Pri-miRNA devido a um pareamento imperfeito forma fitas duplas unidas
por pequenos loops (estruturas conhecidas como stem loop), as quais serdo clivadas pelo
complexo processador formado pela Drosha e DGCRS (Di George syndrome Critical region
gene 8) (Landthaler et al., 2004; Han et al., 2006). Em mamiferos este complexo possui
varios fatores proteicos adicionais com func¢ao desconhecida (Gregory et al, 2004). A
subunidade DGCRS se une a fita dupla de RNA, especificamente na base da estrutura em
stem loop e a posiciona para a¢do da Drosha com atividade RNase III (Han et al., 2006), para
liberar uma estrutura precursora em forma de hairpin (pre-miRNA) composta de 70 a 100

nucleotideos.

O pre-miRNA ¢ reconhecido e transportado pelo receptor nuclear Exportina-5
associado a seu cofator Ran acoplado aoGTP e substituido no citoplasma por GDP
(Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004). No citoplasma, o pré-miRNA ¢ clivadopor outra
RNase (Dicer), enzima que se une na posicado 3’ do pré-miRNA pelo dominio PAZ
posicionando o substrato para clivagem (Zhang et al., 2004). O resultado da clivagem ¢ um
RNA de fita dupla contendo 22 nucleotideos com dois deles salientes na por¢ao 3’ de cada
fita. A dupla fita é reconhecida pela proteina Argonauta (Ago), onde a fita madura ¢
selecionada pela Ago dependendo da relativa estabilidade termodindmica de uma das

extremidades da dupla fita, e a outra fita ¢ degradada(Schwarz et al., 2003)(Figura 1).

Em mamiferos a sele¢@o da fita e formagao RISC ¢ acompanhada por um complexo
TRPB contendo Dicer, Ago e a dupla fita unida ao complexo (Chendrimada et al., 2005;
Gregory et al., 2005), Geralmente a fita com menos estabilidade de pareamento na
extremidade 5’ ¢ selecionada como guia (Khvorova et al., 2003).Recentemente, foi proposto
que o sensor para a assimetria termodindmica observada neste pareamento ¢ o dominio
helicase da Dicer humana(Noland and Doudna, 2013). Este modelo explicaria porque a
Dicer antes da clivagem reposiciona a fita dupla.Neste processo o dominio da helicase
detecta a estabilidade termodindmica das extremidades com o objetivo de posicionar a fita
dupla de RNA em uma orientagdo que permitiria a incorporag@o da fita guia correta dentro
do complexo RISC (Noland et al., 2011). Portanto, o complexo RISC ativo tem como fung¢ao
a repressao ou degradagao do transcrito codificador, devido a uma complementariedade entre
a regido contendo 2-8 nucleotideosdo miRNA e a regido 3’-UTR do mRNA alvo. Esta
pequena sequéncia ¢ conhecida como Seed, e ¢ a chave determinante para o processo de
degradacdo e repressdo envolvido no mecanismo de regulacdo de sequéncias transcritas por

miRNAs(Lewis et al., 2005)(Figura 1).
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Figura 1.A biogénese dos microRNAsocorre no nucleo pela agdo da RNA Polimerase II para formar o
transcrito primario (pri-miRNA) o qual contém uma estrutura em harpin,. Este pri-miRNA ¢ clivado pela aggo
do complexo processador (Drosha/DGCRS) formando uma molécula de 70 nucleotideos (pré-miRNA). Este
produto ¢ exportado para o citoplasma pela exportina 5, onde ocorre o processo de maduragdo. O pré-miRNA é
clivado pela DICER com atividade RNAse III, gerando fitas duplas de 22-24 nucleotideos. A fita funcional é
incorporada dentro do complexo silenciador induzido por RNA (mRISC) que posteriormente interage com a
porgdo 3” UTR do transcrito alvo. Quando a complementariedade ¢ perfeita entre o transcrito e 0 miRNA ocorre
a clivagem e se ¢ inperfeita leva a repressdo da tradugdo do transcrito.

Os miRNAs tém um importante papel em processos biologicos normais como
desenvolvimento, apoptose, diferenciacdo e proliferacdo celular, contribuindo também com
a génese e progressao de diversos tipos tumorais(Kotaja, 2014; Zhang, W. et al., 2014).
Um recente estudo realizado com o objetivo de aumentar o grau de confiabilidade das
sequéncias depositadas na base dados do miRBase utilizou a técnica de sequenciamento de
nova geracdo(Kozomara and Griffiths-Jones, 2014), resultando na atualiza¢do de
sequéncias do miRBase em Janeiro 2015, onde foram depositados 1881 precursores, os
quais ddo origem a 2588 miRNAs maduros (http://www.mirbase.org/cgi-

bin/browse.pl?org=hsa,)
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Alteragdes na expressdo dos membros da familia do miRNA hsa-let-7foram
reportados em numerosas neoplasias, sugerindo que os membros desta familia tem um papel
no desenvolvimento de diferentes canceres. Em CCEL, ohsa-let-7a parece regular a
expressao dos oncogenes RAS e c-MYC, levando a uma inibi¢do do crescimento € apoptose
(Long et al., 2009). O hsa-miR-206,um importante regulador da migragdo celular e invasao,
apresentou diminui¢do significativa da expressdo em tumores de laringe, sendo associado
com tamanho tumoral e metastase linfonodal (Sullu ef al., 2010; Zhang, T. et al., 2011). O
aumento da expressao do hsa-miR-21foi relatado em varias neoplasias, sugerindo seu papel
oncogénico na tumorigénese. A supressao do hsa-miR-2lem CCEL levou a redugdao da

capacidade de invasdo tumoral e apoptose (Ren et al., 2010).

Guo et al.(2012) realizaram estudos funcionais na linhagem celular Hep-2 e na
linhagem embriondria de rim, HERK239, ap6s analisarem 20 amostras de CCEL e seus
correspondentes tecidos normais adjacentes.Utilizando RT-qPCR, os autores avaliaram a
expressdo do hsa-miR-24 e do gene S10048 apds a andlise de predicao de alvos utilizando
dados de tumores e linhagens celulares. Os resultados mostraram que a expressao ectopica
do hsa-miR-24in vitroinduzia alteragcdes morfoldgicas, inibicdo da proliferacdo e invasio
celular pelo bloqueio no nivel de traducdo do transcrito S/0048. Os dados sugeriram que o
hsa-miR-24atua como um supressor tumoral e ¢ uma molécula terapéutica a ser usada em

pacientes com carcinomas de laringe.

O hsa-miR-370 foi relatado com expressdo alterada em varias neoplasias, mas o seu
papel funcional ainda continua indefinido. A expressdo diminuida do Asa-miR-370 em
carcinomas de laringe foi relatada como inversamente relacionada com a expressdodo gene
FOXMI(Yungang et al., 2013). Utilizando algoritmos de predigdo (RNAhybrid o qual
permite a determinacdo da interac¢@o entre a regido 3° UTR do gene e a sequéncia seed do
hsa-miR-370) os autores verificaram que o gene FOXMI ¢ alvo deste miRNA. Ensaios
funcionais mostraram que a restauracdo da expressao do Asa-miR-370 diminui
significativamente a proliferacdo celular, o que sugere que este miRNA atua como um

supressor tumoral e marcador terapéutico em carcinomas de laringe.

Zhao et al.(2013) avaliaram a fun¢do e a relacdo entre o hsa-miR-155 e a via de
sinalizacdoSOCSI-STAT comparando os resultados com dados clinicos e patologicos em 63
CCEL e 21 amostras de mucosa normal adjacente (controle) de pacientes que foram

submetidos a laringectomia total. Foi relatado aumento da expressao do Asa-miR-155 nos
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tumores em relacdo aos tecidosnormais. A inibicdo sintética do hsa-miR-155 e a elevada
expressdo de SOCS! estavam associadas com a diminuicdo da expressdo de STAT3,
promovendo a inibi¢do dos processos de crescimento, migragdo e invasdo em células Hep-2.
A expressdo elevada de hsa-miR-155 foi relacionada com estadios T3 e T4 em comparagao
com estadio T2. Os achados deste estudo sugerem que o Asa-miR-155 tem um papel no
desenvolvimento tumoral e poderia ser usado como marcador de prognostico e terapéutico

em carcinomas de laringe.

Recentemente, Tian et al.(2014) avaliaram a fungao ¢ os efeitos do Asa-miR-205 na
proliferagdo e apoptose em CCEL utilizando anélises funcionais in vitro € in vivo. Apos
transfecgao do hsa-miR-205 nas células Hep-2 os dados mostraram reducao na proliferacao e
indugdo do processo de apoptose, devido a um efeito regulador sobre o geneBCL2, oncogene

envolvido na inibi¢do de apoptose.

Os estudos de perfis de expressao global de miRNAs em carcinomas de laringe sdo
limitados.Saito et al. (2013) revelaram ohsa-miR-196a como um inibidor da proliferagdo em
tumores de laringe utilizando um arraycontendo sondas para 723 microRNA humanos
(Agilent Human miRNA V2, Agilent Technologies) em trés amostras de CCEL e duas
amostras nao tumorais. Os autores realizaram estudos funcionais demostrando a fungao

inibidora de proliferag@o celular desse microRNA.

Huang et al. (2013)isolaram e cultivaram células tronco de carcinoma de laringe e
avaliarama expressdo de miRNAs nas células antes e apds a estimulagdo por radioterapia
utilizando plataformas de expressdo global de miRNAs.Foram identificados 70 miRNAs
diferencialmente expressos, oito deles com expressdo aumentada e 62 com expressao
diminuida em pelo menos duas vezes quando comparados com amostras ndo irradiadas.
Segundo os autores, estes miRNAs poderiam estar envolvidos na autorregulacdo das células

tronco de carcinomas de laringe tratadas com irradiagdo(Huang et al., 2013).

Analises de miRNAs em plasma sanguineo também foram relatadas em pacientes
com carcinomas de laringe. Ayaz et al.(2013) avaliaram a presenga de 738 miRNAs no
plasma sanguineo de 20 pacientes comparados a 44 pacientes sauddveis. Dezessete desses
miRNAs encontravam-se significativamente alterados no plasma dos pacientes com
carcinomas de laringe. Cinco dos 17 miRNAs (hsa-miR-331-3p, hsa-miR-603, hsa-miR-
1303, hsa-miR-660-5p e hsa-miR-212-3p) ndo foram previamente relatados em amostras de

plasma de individuos sauddveis e nem em individuos com outras doencas. Os autores
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sugeriram que estes miRNAs poderiam ter um papel no processo invasivo dos carcinomas de

laringe e teriam potencial para serem utilizados como biomarcadores prognosticos.

Os miRNAs sdo reguladores diretos da expressdo dos genes essenciais no processo
de homeostase e desenvolvimento dos seres vivos, e por essa razdo, muitos deles encontram-
se alterados em diversas doencas, tornando esse mecanismo de controle de grande
importancia em algumas areas do conhecimento, como a farmacogenOmica. A interagao
entre 0 miRNA e os genes alvos se mostra relevante em situagdes onde a expressao do
miRNA ¢ inversamente correlacionada com a expressao dos alvos e tem como consequéncia
a inibicao da eficacia de um determinado fairmaco que interatua com o gene alvo(Rukov et
al., 2013). Desta forma, os miRNAs podem ser importantes marcadores moleculares,

incluindo de resposta a terapias utilizada em processos tumorais.

1.7 Analise de integracao de dados em larga escala de miRNAs e mRNAs

Varios métodos computacionais foram desenvolvidos para analisar os dados
moleculares gerados por diferentes plataformas de estudos em larga escala.A analise
estatistica integrativa se refere a avaliacdodos diferentes dados obtidos por estratégias
omics (gendmica, transcriptomica, protedmica e metabolomica), a qual tem potencial para
identificar fatores de risco, redefinir o diagnostico do tumor, predizer o efeito terap€utico e
prognostico e a identificacdo de novos alvos para terapia, mudando a visdo de estratégias
de tratamento e pesquisa em cancer (Schadt ef al., 2010; Kristensen et al., 2014).

A aplicagdo de andlise integrada de dados tem como objetivo a compreensdo do
comportamento molecular, mecanismos e relacdo entre diferentes tipos de estrutura
molecular e fendtipos (incluindo resultados clinicos, vias, interagdes, mutagdes envolvidas
no desenvolvimento do cancer), classificacio de subtipos da doenca e a predicdo de
resposta e eficacia das terapias. Alguns métodos estatisticos sdo especializados em
responder a estas questdes ou objetivos. A maioria das ferramentas aplicadas inclui
modelos graficos de integragdo, os quais podem ser usados para determinar vias alteradas e
subgrupos de pacientes de uma determinada doenca.

Virios métodos tem sido desenvolvidos para visualizar ou predizer as interagdes
entre miRNAs e mRNAs baseados nas suas sequéncias. A maioria destes métodos se

baseia na complementariedade da sequéncia Seeddos miRNAs e a regiao 3’UTR do
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mRNA. Diferentes websitesdisponibilizamalgoritmos para predizer a interagdo entre o
miRNAs e alvos potenciais por meio do grau de conservacao da sequéncia do microRNA
ou propriedades termodindmicas, entre eles o TargetScan (Lewis et al, 2005), PicTar
(Krek et al., 2005), miRanda(Betel et al., 2010) e Pita (Kertesz et al., 2007). Varios
websitesoferecem fontes ja validadas ou predi¢gdes da interagdo miRNA ¢ mRNA com altos
scores de predi¢ao, como o TarBase (Vergoulis et al., 2012), miRecords (Xiao et al., 2009)
emiRbase (Griffiths-Jones et al., 2006), entre outros. Atualmente a geragdo de muitos
dados obtidos por plataformas demicroarraycontribuiupara odesenvolvimento de métodos
de integragdo para dados de expressao entre miRNAs e mRNAs. Um exemplo deles ¢ o
algoritmo  MAGIA  (disponivel:http.//gencomp.bio.unipd.it/magia) ~ desenvolvido
porBisognin ef al.(2012).

Em funcdo dos resultados obtidos anteriormentepor nosso grupo, o estudo atual foi
estruturado para dar continuidade ao objetivo de entender o processo de carcinogénese de
laringe, visando a obtengdo de candidatos a drivers, obtidos pela integragdo dos dados de
transcritos codificadores e expressdo global de miRNAs. Além disso, este estudo também
incluiu a avaliagdo da expressdo de miRNAs e de genes que esses miRNAs regulam,

podendo revelar potenciais marcadores moleculares prognosticos em CCEL.

2. JUSTIFICATIVA

Para o nosso conhecimento este ¢ o primeiro estudo de integracdo de dados de
expressao de transcritos e miRNAs obtidos por analises globais em carcinomas de laringe. O
conjunto amostral utilizado neste estudo foi obtido de pacientes ndo tratados com
quimioterapia,radioterapia ou terapias neoadjuvantes, ressaltando a importancia dos achados
em amostras primarias. Pacientes com tumores apresentando caracteristicas clinico-
patoldgicas semelhantes e que receberam o mesmo tratamento podem diferir muito quanto
ao progndstico, possivelmente devido a grande heterogeneidade biologica que contribui para
respostas insatisfatorias ao tratamento. Além disso, a presenca de segundo tumor primario ¢
a causa principal de morte em pacientes com CCELem estadios iniciais. Estas observagoes
mostram que pesquisas em CCEL podem contribuir para o entendimento destes tumores,
visando a caracterizacdo do CCEL e a identificacdo de marcadores genéticos extremamente
importantes, pois podem auxiliar o desenvolvimento de novas estratégias de diagnostico,

prognostico e terapia.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Integrar os dados de expressdo de transcritos € de miRNAs obtidos de andlises de
expressao globais para identificar candidatos a driversmoleculares e que possam estar

associados com caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o perfil global de expressio de miRNAs nas amostras previamente
analisadas para expressdo génica global;

e Integrar os dados de expressdo global de transcritos e de miRNAs para a
identificacdo de possiveis driversmoleculares;

e Avaliar o envolvimento de miRNAs e seus alvos preditos por analises in silico;

e Comparar os dados com caracteristicas clinicas(incluindo segundo tumor primaério,
comprometimento de linfonodos, metastase a distancia e sobrevida cancer-
especifica) e histopatoldgicos (incluindo grau histolégico, invasdo perineural,
invasdo angiolinfatica);

e Investigar a expressdo de miRNAs e transcritos selecionados a partir da anélise
integrada por RT-qPCR em amostras dependentes e independentes dos

microarryspara confirmar os achados obtidos nas analises globais.

4. MATERIAS E METODOS

4.1 Casuistica

O niimero de amostras usadas no presente estudo foi de 88CCEL (55 tecidos a fresco
e 33tecidos fixados em formalina e em blocos de parafina - FFEP) além del6 amostras
controles ndo neoplésicas de laringe (CNL)(6 FFEP e 10 amostras obtidas de necropsias). As
amostras tumorais foram obtidas de pacientes com carcinomas de laringe, submetidos a
laringectomia parcial ou total. Os pacientes foram tratados no A.C. Camargo Cancer Center
(HCACC), SP, no periodo de fevereiro de 1985a outubro de 2007 e foram acompanhados
por um periodo médio de cinco anos. Todos os pacientes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido autorizando a coleta das amostras. Este estudo foi
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aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do A.C. Camargo Cancer Center (CEP 1608/11)e
do Comité de Etica e Pesquisa da FMB-UNESP (N° 476.681).

4.2 Caracteristicas clinicas e histopatoldégicas

Todos os tumores de laringe incluidos no estudo foram obtidos de pacientes nao
tratados por quimioterapia ou radioterapia antes da cirurgia e foram classificados como
carcinomas de células escamosas de laringe. O refluxo gastroesofagico nao foi incluida no
estudo por falta de dados nos prontuarios médicos.A Tabela 3 apresenta a descri¢ao dos 35
casos avaliados pela analise global de expressdao génica global, segundo os sitios anatomicos
glote (n=7), supraglote (n=13) e transglote (n=15) e 33 casos avaliados pela analise global de
miRNAs, segundo os sitios anatomicos glote (n=7), supraglote (n=12) e transglote (n=14).
Foram avaliadas 32 amostras as quais foram analisadas pelos dois métodos e se sobrepoem
segundo os sitios anatdmicos: glote (n=7), supraglote (n=12) e transglote (n=13).Estes 32

CCEL compuseram as amostras utilizadas na analise integrada.

Um total de 33 amostras FFEP foi selecionado para formar o grupo de validagdo
independente para analise exclusiva de miRNAs selecionados (avaliados por RT-qPCR)
segundo os sitios anatomicos glote (n=9), supraglote (n=10) e transglote (n=14), incluindo
seis amostras FFEP de tecido normal de laringe (CNL) obtidas de necropsias (Tabela 4).
Outro grupo, de 19 amostras de CCEL a fresco e dez amostras CNL (7 tecidosnormais
adjacentes ao tumor e uma amostra obtida de necropsia) também foi utilizado para a
confirmag¢ao dos achados de transcritos codificadores € miRNAs por RT-qPCR (Tabela 5).
As amostras incluidas neste grupo sdo independentes dos ensaios de arrays(Figura 2). No
grupo teste a propor¢do entre mulheres e homens ¢ 11/25, das quais 6/11 mulheres sdo

fumantes.

4.3 Genotipagem deHPV

Para realizar a genotipagem de HPV foi utilizado o teste LINEAR ARRAY HPV
Genotyping Test (Roche), que se baseia na amplificagdo do DNA alvo pela PCR utilizando

iniciadores para mais de 37 tipos de HPV, seguindo para a etapa de hibridizacdo dos
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produtos amplificados com sondas de oligonucleotideos e deteccdo dos produtos
amplificados e ligados a sondas, por determinagdo colorimétrica. Esta andlise permite a
genotipagemde 13 HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68).
Para proporcionar um controle adequado da qualidade do DNA, ¢ utilizado um par de
iniciadores adicional para o gene da B-globina humana.

A amplificacdo das 36 amostras de CCEL foi realizada em uma reacdo contendo
50uL da amostra tumoral e 50uL. de DNA polimerase AmpliTaq Gold na presenga de
Mg2+ em excesso de deoxinucleosideo 5'-trifosfatos (ANTPs) e iniciadores biotinilados
para a amplificacdo das regidoes especificas de HPV (450pb) e do gene da [B-globina
(268pb). A reagdo também contém trifosfato deoxiuridina (dUTP) e a enzima AmpErase
uracil-N-glicosilase (UNG). As amostras foram mantidas em termociclador por 2min a
55°C para a agdo da enzima UNG com a finalidade de remover as bases de uracil de
qualquer produto de amplificacdo contaminante existente na mistura de reagdao. Apos esse
periodo foi realizada a desnaturacdo da fita de DNA a 95°C por 9min e a reagdo foi
submetida a 40 ciclos de 95°C por 30min, 55°C por 1min e 72°C por 1min. Foi realizado o
aquecimento a 72°C por 5min e ap6s a amplificacdo foi acrescida ao produto amplificado
uma solucdo de desnatura¢do. O produto amplificado foi adicionado a bandejas contendo
tiras de genotipagem revestidas com sondas dos diferentes tipos de HPV. Foram realizados
os procedimentos de hibridizagdo, lavagem e detec¢ao de acordo com as especificagdes do
fabricante e o resultado foi interpretado com o auxilio do Guia de Referéncia do Teste de

Genotipagem Linear Array HPV (Roche).
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Tabela 3 - Dados clinicos e histopatoldgicos de 36 pacientes onde as amostras de CCEL foram submetidas a andlise global de expressao génica e/ou expressao de miRNA.

Paciente Tecido Idade/Género Alcool Tabaco HPV Expressao - miRNAs - Localizacio TNM Grau Recidiva Me.tastas.e a 2 .turrnt?r Follow-up
35 33 distancia primario (Meses)
IT CEC 61/M 0 1 0 1 1 Glote  T2NOMO i Regido da Pulmio 0 OPD(34)
traqueia
2T CEC 70/M 1 1 0 1 1 Glote  T3NOMO 11 0 0 0 VSR(59)
3T CEC 65/M 1 0 0 1 1 Glote  T4N2MO I Local Pulmio 0 OPD(63)
4T CEC 66/F 0 1 0 1 1 Glote  TINOMO i Local/cervical 0 0 OPD(12)
5T CEC 61/M 1 1 0 1 1 Glote  T4NIMO I 0 0 0 VSR(83)
6T CEC 52/M 1 1 0 1 1 Glote  T3NOMO Nd 0 0 0 VSD(68)
7T CEC 90/F 0 0 0 1 1 Glote  T2N2MO I Local Pulmio 0 OPD(21)
8T CEC 64/M 1 1 0 1 1 Supraglote TINOMO I Esofago 0 Esofago VSR(111)
9T CEC S7/F 1 1 0 1 1 Supraglote  T3NOMO il ?f;geuia 0 0 VCR(72)
10T CEC 56/F 1 1 0 1 1 Supraglote T2NOMO 1I 0 Pulmao Lipoma VCR(92)
1T CEC 74/M 1 1 0 1 1 Supraglote  T3NOMO I 0 0 0 OPD(4)
12T CEC 50/M 1 1 0 1 1 Supraglote  T4N2MO i 0 0 0 OPD(29)
13T CEC 51/F 0 1 HPVI6 1 1 Supraglote  T2NOMO 1 %v“,‘cosa 0 0 VSR(84)
aringea
14T CEC 70/M 0 1 0 1 1 Supraglote T4NIMO I 0 0 0 OPD(10)
15T CEC 55/M 1 1 0 1 1 Supraglote  T3N3MO 1l 0 Pulmio, OPD(52)
0sso, figado
16T CEC 46/M 0 1 0 1 1 Supraglote  T3N2MI 1 0 0 0 VSR(87)
17T CEC 72M 1 1 0 1 1 Supraglote  TAN2M1 il 0 Pulméo, 0 OPD(77)
cérebro
18T CEC 78/F 0 0 0 1 1 Supraglote  T3N2MO 11 0 0 0 OPD(35)
19T CEC 55/M 1 1 0 1 0 Supraglote  T3NOMO I 0 0 0 VSD(156)
20T CEC 68/F 0 0 0 1 1 Supraglote T3NOMO 11 Local 0 0 OPD(24)
21T CEC 51/F 0 0 0 1 1 Transglote T4NIMO i Local 0 0 OPD(15)
22T CEC 50/M 1 0 0 1 1 Transglote T4N3MO 11 0 0 0 OPD(2)
23T CEC 64/M 0 1 0 1 1 Transglote T3NOMO I 0 0 0 OPD(47)
24T CEC 60/M 1 1 0 1 1 Transglote T4ANOMO I 0 0 0 PS (37)
25T CEC 61/M 1 1 0 1 1 Transglote T4NOMO I 0 0 0 PS (110)
26T CEC 66/M 1 1 HPV16 1 1 Transglote T4N3MO II Cervical 0 0 OPD(13)

21



Cont/ Tabela 3

Paciente Tecido Idade/Género Alcool Tabaco HPV Expressio  miRNAs Localizaciao TNM Grau Recidiva Me:tastas.e 2 .tlll’ll(fl‘ Follow-up
-35 -33 a distancia primario (Meses)
28T CEC 69/M 1 1 0 1 1 Transglote ~ T2NOMO II 0 0 Pele, costela ~ VCD(92)
29T CEC 63/F 1 1 1 1 Transglote =~ TANOMO 1T Local Pulmaéo 0 OPD(34)
30T CEC 76/M 1 1 0 1 1 Transglote ~ T3NOMO I Local 0 0 VSR(13)
31T CEC 61/M 1 1 0 1 1 Transglote ~ T3NOMO II Local Pulméo seio piriforme ~ OPD(11)
32T CEC 67/M 1 1 1 1 Transglote =~ T4ANOMO I 0 VSR(64)
33T CEC 52/M 1 1 1 1 Transglote ~ TINOMI1 0 Local OPD(40)
34T CEC 77/F 0 0 0 0 1 Transglote =~ T4ANOMO I 0 0 0 OPD(6)
35T CEC 64/M 1 0 0 1 0 Transglote  T3NIMO i Local, Pulmio OPD(15)
cervical
36T CEC S5/F 0 1 0 1 0 Transglote =~ T4AN2MO I 0 0 0 VSR(75)

* Tumores primarios obtidos de amostras estocadas a -80°C. Abreviaturas - F: Feminino, M: Masculino, OPD: Obito pela doenga, VSR: Vivo sem recidiva, VCR: Vivo com
recidiva, VSD: Vivo sem doenga, PS: perda de seguimento, Nd: ndo determinado, 1: presenga ou avaliado; 0: auséncia ou ndo avaliado.
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Tabela 4 - Dados clinicos e histopatolégicos dos 33pacientes cujas amostras tumorais fixadas em formalina e em blocos de parafina submetidas a andlise de RT-qPCR

(33CCELs).
Paciente Tecido Idade/Género Alcool Tabaco Localizaciao TNM Grau Recidiva M(Etéftas.e a 2° Tumor Priméario Followup
distancia (Meses)
1PF CEC 69/M 1 1 Glote T3NOMO II Cervical Cervical 0 PS(12)
2PF CEC 70/M 1 1 Glote TIbNOMO I 0 0 0 OPD(127)
3PF CEC 58/M 1 1 Glote T3NOMO I 0 0 0 OPD(3)
4PF CEC 49/M 1 1 Glote T3N2MO Nd Cervical 0 0 VCD(242)
SPF CEC 60/M 1 1 Glote T3NIMO i 0 Oss‘t’grgf(f)‘bis ¢ 0 OPD(11)
6PF CEC 45/M 1 1 Glote Nd I 0 Pulmao 0 OPD(22)
7PF CEC 66/M 1 1 Glote Nd I 0 0 0 PS(23)
8PF CEC 58/M 0 1 Glote T3NOMO I 0 0 0 PS(150)
9PF CEC 67/M 1 1 Glote T2NOMO I 0 0 0 00C(135)
10 PF CEC 43/ M Nd 1 Supraglote T3NIMO I Traqueia Pulméo Esofago e pulmédo OPD(112)
11 PF CEC 51/M 0 1 Supraglote  T3NOMO I 0 SNC C‘gggo‘inﬂiide OPD(67)
12 PF CEC 46/M 1 1 Supraglote  T4N2MO I Submla)zlﬁbular Osso I(,Ef;?;“'a) ¢ 0 OPD(38)
13 PF CEC 66/F 0 1 Supraglote ~ T4NOMO I 0 0 0 PS(0.6)
14 PF CEC 64/M 1 1 Supraglote ~ T3NIMO I 0 0 0 OPD(124)
15 PF CEC 51/F 0 1 Supraglote ~ T2NOMO I 0 0 0 PS(85)
16 PF CEC 60/M 1 1 Supraglote T3N1IMO II 0 0 CEC palato mole OPD(0)
17 PF CEC 69/M 0 1 Supraglote ~ T2N20MO | Seio piriforme Pulmao 0 OPD(46)
18 PF CEC 59/M 1 1 Supraglote  TXNOMO I 0 Pulméo CBOCCZSZJE;’:f] OPD(194)
19 PF CEC 59/M 1 1 Supraglote ~ T3NOMO I 0 0 0 OPD(67)
20 PF CEC 54/M 1 1 Transglote T2NOMO I 0 0 Esofago Ps(103)
21 PF CEC 59/F 0 1 Transglote T3NOMO | Cervical Glandula salivar Assoalho de boca PS(182)
22 PF CEC 44/F 0 1 Transglote T3NIMO | 0 0 0 OPD(23)
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Cont/ Tabela 4

Paciente Tecido Idade/Género Alcool Tabaco Localizacao TNM Grau Recidiva Ni‘eif;':ﬁ‘:iza 2° Tumor Primario F(‘l)\}[leo:;]:)p
23 PF CEC 67/M 1 1 Transglote  T3NOMO il 0 0 0 OPD(43)
24 PF CEC 45/M 1 1 Transglote ~ T4N3MO Il Cervical 0 0 OPD(3)
25 PF CEC 52/M 0 1 Transglote ~ TXNOMO I 0 0 0 OPD(1)
26 PF CEC 48/M 1 1 Transglote  T2NOMO I Traqueia Pulmao Adzgogrf;i;‘;ma OPD(24)
27 PF CEC 52M 1 1 Transglote ~ T3NIMO I Ass‘éaf;fv?:;oca 0 0 OPD(83)
28 PF CEC 46/M Nd Nd Transglote ~ T3N2MO I Cervical 0 0 PS (12)
29 PF CEC 44/F 0 1 Transglote ~ T4NOMO I 0 0 VSR(186)

CEC 5
30 PF 47M 1 1 Transglote  T3NOMO I 112:3;’01;2?; i‘;a P?;Eﬁfqﬁd() P“ﬂgfg;;‘fg"r VCD(201)
primario)

31 PF CEC 64/M 1 1 Transglote ~ T4NI1MO Il Local 0 OPD(9)
32 PF CEC 69/M 1 1 Transglote ~ TXNIMO I Local 0 0 OPD(14)
33 PF CEC 60/M 1 0 Transglote ~ T4NOMO II Cervical Pulmao 0 OPD(14)

A* Normal 70/M Supraglote

B* Normal 73/M Supraglote

C* Normal 80/F Glote

D* Normal 77/M Glote

E* Normal 79/M Supraglote

F* Normal 75/F Subglote

Abreviaturas - F: Feminino, M: Masculino, todas as amostras - Tumor primario, OPD: Obito pela doenga, OOC: Obito por outra causa, VSR: Vivo sem recidiva, VCR: Vivo

com recidiva, VSD: Vivo sem doenca, PS: perda de seguimento. Tratamento — QT: Quimioterapia; RT: Radioterapia; 0: Nao; 1:sim, Nd: ndo determinado, PF: amostra de

parafina, HPV: amostras ndo avaliadas, *: amostra normal de necropsia.
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Tabela 5 - Dados clinicos e histopatoldgicos de 19 pacientes com CCEL cujas amostras de tumor a frescoforam submetidas a andlise de RT-qPCR

Paciente Tecido alc\llj?;cl::lrz::e Idade/Género Alcool Tabaco Localizagio TNM Grau Recidiva Ni‘ei?::g‘:iza 2° tumor primario F(;}[l:sv;;?
1TV CEC 61M 0 1 Supraglote  T4N2MO I 0 0 0 OPD(23)
2TV CEC 43/F 0 1 Laringe T3N2MO il 0 0 0 PS(17)
3TV CEC 60/M 1 1 Transglote T4NOMO 11 Local 0 0 OPD(17)
4TV CEC 7IM 1 1 Transglote T3NOMO il Local 0 0 PS(23)
5TV CEC 70M 1 1 Supraglote T4NOMO 0 Cervical Pele, Tirebide 0 OPD(24)
6TV CEC 1 63/M 0 1 Supraglote T3N2MO il 0 0 0 OPD(17)
7TV CEC 1 43/F 1 1 Supraglote T3NIMO 0 0 0 0 VSR(36)
8TV CEC STM 1 1 Supraglote T4NOMO I 0 0 0 VSR(27)
9TV CEC 1 76/F 0 1 Glote T2NOMO Local 0 0 VSD(12)
10TV CEC 61/M Nd Nd Glote T1bNOMO 0 0 Orofaringe OPD(36)
11TV CEC 54/M 1 1 Transglote T3NOMO 0 0 0 Adeng;iﬂnd;’;;na de VSD(159)
12TV CEC 59/M Nd Nd Glote Nd Nd Nd Pulmio 0 PS(64)
13TV CEC 60/M 1 1 Supraglote T4N3MO Nd 0 Pulmio 0 PS(82)
14TV CEC 44M Nd Nd Glote T3NIMO Nd 0 0 0 VSD(144)
15TV CEC 65/M Nd Nd Supraglote Nd Nd Nd Nd Nd PS(72)
16TV CEC 78/M 1 1 Glote TINOMO 0 S‘;rc‘ﬁ Generalizada Pele e Prostata OPD(88)
17TV CEC 62/M 1 1 Supraglote TINOMO Nd 0 0 0 PS(42)
18TV CEC 56/M 1 1 Transglote Nd Nd Nd Nd Nd PS(23)
19TV CEC 59/M 1 1 Supraglote Nd Nd Hipofaringe pulmio 0 PS(95)

F 580N 1 Nd Supraglote
G 583N 1 Nd Glote
H 589N 1 Nd Glote
I 603N 1 Nd Glote

Abreviaturas - F: Feminino, M: Masculino, todas as amostras - Tumor primario, HPV: nao foi avaliado, OPD: Obito pela doenga, VSR: Vivo sem recidiva, VCR: Vivo com
recidiva, VSD: Vivo sem doenga, PS: perda de seguimento. Tratamento — QT: Quimioterapia; RT: Radioterapia; 0: Nao; 1:sim. Nd: Néo determinado.

25



4.4 Analise de expressao global de genes codificadores

A analise de expressdao de transcritos foi realizada previamente pelo nosso grupo
(Processo CNPq 150129/2011-4, p6s-doutorado Ana Hatagima). No estudo atual, os resultados
de analise de expressdo génica global foi utilizado para a integragdo de dados de miRNAs.

Resumidamente, o perfil de expressdo génica foi avaliado utilizando a plataforma Whole
Human Genome 8x60K (Agilent Technologies), composta por 62.976 sequéncias biologicas e 32
sondas para controles positivos Spike in (disponivel em http://www.genomics.agilent.com). Os
procedimentos de marcagdo das amostras, hibridacdo e detec¢do seguiram o protocolo Two-color
microarray-based gene expression analysis (Agilent Technologies) que utiliza o Quick Amp
Labeling Kit (Agilent Technologies). Os sinais de fluorescéncia foram capturados pelo scanner
Agilent (G2565CA) utilizando o software Scan Control 8.1 (Agilent Technologies) e os dados
extraidos com o programa Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent Technologies).Apds o0s
experimentos, 35/36amostras preencheram os critérios de qualidade recomendados, o que inclui
analises de background, uniformidade da hibridacdo, intensidade dos sinais fluorescentes Cy3
(verde: amostra normal) e Cy5 (vermelha: amostra tumoral).Foram excluidos os valores de
expressao de sondas com baixa reprodutibilidade.

Os dados obtidos do perfil de expressao génica global nas 35 CCEL foram comparados
com o pool de amostras de laringe ndo neoplésicas provenientes de necropsias (n=5), as quais
foram utilizadas na co-hibridizacdo. As sondas com razdo de logx>1 e <-1 dentro de um intervalo
de confianca (IC) de 99% foram consideradas como de maior € menor expressao,
respectivamente. O fold change (FC) foi definido pela média das sondas representando o mesmo
gene contido na lamina [média da relacdo de 35 tumores contra o pool (logx Cy3/Cy5)].Os genes
resultantes dessa etapa foram utilizados no processo de integragdo de dados com os miRNAs

avaliados.

4.5 Expressao global de miRNAs

O perfil de expressao global de miRNAs foi avaliado utilizando-se a plataforma Whole
Human miRNA Microarray System AgilentG3_miRNA 8x60K (Agilent Technologies),composta
por 1.872 sequéncias de miRNAs baseadas no banco de dados do miRBase (Release 19.0) e dois
microRNAsSpike-In(p/n 5190-1934) usados como controles positivos
(http://www.genomics.agilent.com). Os procedimentos de marcagdo das amostras, hibridacdo e

deteccdo seguiram o protocolo ome-color microarray-based miRNAs  expression
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analysis(AgilentTechnologies). Os procedimentos de desfosforilagdo, desnaturagdo, ligacdo,
hibridagdo e detec¢do seguiram o protocolo ome-color miRNA Microarray System (Agilent
Technologies), utilizando o kit miRNA complete labeling and Hyb(Agilent Technologies), os
tampdes de lavagemGene Expression Wash Buffer (Agilent Technologies) e os controles
internosAgilents microRNAs Spike-In (Agilent Technologies). Para o processo de desfosforilagdo
foram utilizados 100ng/uLL. de RNA por amostra diluidas em 2uL de 4gua DEPC. Dois microlitros
do master mix CIP (calf intestinal alkaline phosphatase) foram adicionadosao RNA e, em seguida,
cada amostra foi incubada a 37°C por 30 minutos. No processo de desnaturagao foram adicionados
2,8uL. de DMSO100% e incubadas a 100°C por 7 minutos. O processo de ligagdo foi iniciado com
a adi¢do de 4,5uL do master mix T4 RNA ligase a cada amostra, contendo a enzima que incorpora
a cianina 3-pCp na fra¢do 3’ UTR do miRNA com uma eficiéncia de 90% a cada miRNA presente
na amostra. As amostras foram entdo incubadas a 16°C por 2 horas sem exposi¢do a luz, e depois
do bloqueio da reagdo se deu inicio ao processo de hibridagao, no qual foram adicionados 45uL do
Mix de hibridagdo que contem o Spike-In. O conteudo foi incubado a 100°C por 5 min e
rapidamente foi transferido para o gelo, e por fim, 45uL de cada amostra foi aplicado a cada gride
da lamina. As laminas contento oito amostras foram transferidas para o forno de hibridagao por 20
horas a 55°C a 10rpm. Apos este periodo, as imagens de hibridagdo foram capturadas com
oScanner Agilent G2565CA (Agilent Technologies). Os dados foram extraidos pelo programa
Feature Extraction v.10.1.1.1 (Agilent Technologies) e analisadosutilizando o software
GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies). O sinal de intensidade dos spots sobre o microarray foi
normalizado com o método Quantile normalization. Este tipo de normalizagdo ¢ utilizado para a
redugdo da variancia entre microarrays. Cada conjunto de sondas foi filtrado com referéncia aos
flags,atributos que denotam a qualidade das entidades, juntamente com um percentual de corte
(cut-off 20% ou 80" percentil) que faz a suposigdo que 20% do conjunto de sondas do genoma em
qualquer microarray tem valores de intensidade que representam ruido (desde que ndo sdo
expressos). Posteriormente, a significancia foi determinada usando o teste t ndo pareado com FC
(fold change) superior a 2, e o teste de correcao de Benjamini-Hochberg (Benjamini and Yekutieli,
2005), para restringir a taxa de falsos positivos(p< 0.05).

Para obter o agrupamento hierdrquico supervisionado foi aplicada a distancia de
similaridade métrica (Distancia Euclidiana) entre dois valores de expressao e o linkage ruleque

determina a distancia maxima de pares entre os membros de cada entidade (miRNA).
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4.6 Busca por subtipos moleculares em cancer de laringe

Os maiores intervalos interquartis (20% do total de genes) foram utilizados para a
analise de mRNAse miRNAs resultando em 6.010 transcritos e 146 miRNAs. Foi utilizadaa
distancia euclidiana com método de ligacdo completa pelo programaTMeV versao 4.8.1
(http://www.tm4.org), Para definir a reprodutibilidade da separagdo dos grupos, foi utilizada a

técnica de bootstrapping (reamostragem) com 1.000 permutagdes(Efron, 2012).

4.7 Validagao pelo pelo banco TCGA (The Cancer Genome Atlas)

Os dados gerados e disponibilizados pelo TCGA (The Cancer Genome Atlas) do NCI
(National Cancer Institute) (http://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/) tém revelado o cenario genético
de diversos tipos de cancer, pelo sequenciamento do genoma, analise do nimero de copias de
DNA, metilagao e expressao de mRNA e miRNA em um grande nlimero de tumores e controles
(Cancer Genome Atlas Research Network 2013)

Dados de sequenciamento de RNA (Illumina HiSeq v2) avaliados em 93 (para
transcritos codificadores) e 94 (para miRNAs) amostras de CCEL e 12 CNL (controle normal
de laringe) foram coletados a partir da opc¢ao "Head and Neck cancer" no portal TCGA
(acesso em outubro de 2014). Tanto para mRNA como para miRNA foi utilizadoo teste t ndo
pareado (P<0.05) para a comparacao entre CCELe CNL. Para mRNA foi utilizado de FC de 2
e de miRNA um FC de 1,5.

4.8 Analise de Predicao de Alvos

Os miRNAs que apresentaram expressdo alterada foram avaliados pelos programas

Ingenuity Pathway Analyses (IPA v8.0, Ingenuity® Systems, Redwood City, CA, USA;

http://www.ingenuity.com)e miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/) para a busca em

banco de dados de interacdes experimentalmente observadas (alvo e miRNA validados por

técnicas moleculares de alta confiabilidade, como ensaio da luciferase e western blot). Também

foram utilizados algoritmos de predicdo de alvos in silico pelos programas TargetScan

(http://'www.targetscan.org/), PicTar (http://pictar.mdc-b erlin.de/) e Diana.microTv.4.0

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/DianaTools/index.php ?r=microtv4/index), para encontrar

interacdes fortemente preditas ainda ndo validadas experimentalmente.
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Os genes alvo preditos dos miRNAs alterados foram comparados com a lista de genes
diferencialmente expressos pela andlise de microarrays de expressdo e previamente confirmados

pelo banco de dados TCGA.

4.9 Analise integrada entre dados de expressdo global de transcritos codificadores e

de miRNAs

Para a analise integrada foram considerados os 32 casos avaliados por expressao global
de transcritos codificadores e miRNAs (amostras pareadas). Pelo programa R (www.r-
project.org/) foram avaliadas as interacdes identificadas previamente como experimentalmente
validades na busca de correlagdes negativas (coeficiente de correlacdo de Spearman).

Em seguida, foi realizada a analise de vias canonicas e redes de interagdo entre genes
obtidos da andlise integradautilizando os  programas [PA e KOBAS 2.0
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/home.do). O programa IPA é uma ferramenta comercial enquanto o
programa KOBAS ¢ livre e utiliza um conjunto de banco de dados publicos (KEGG PATHWAY,
PID, BioCarta, Reactome, BioCyc e PANTHER). Ambos os programas utilizam o teste exato de
Fisher com correcdo de Benjamin-Hochberg. Foram também selecionadas as vias biologicas
potencialmente relacionadas com o desenvolvimento do carcinoma de laringe.Foi realizada a
analise de predicdo de reguladores upstream pelo programa IPA, considerando interacdes
experimentalmente comprovadas indiretas e diretas descritas em mamiferos,. Foi também utilizada
analises de interagdes proteina - proteina disponiveis no Interologous Interaction Database - 12D
(http://ophid.utoronto.ca/ophidv2.204/). As imagens de redes foram geradas pelo software
NAViGaTOR V 2.3 (www.ophid.utoronto.ca/navigator/).

Os miRNAs selecionados pela integracao de dados foram submetidos a uma analise de
alvo de drogas utilizando o banco de dados Pharmaco-miR (www.pharmaco-mir.org), que
armazena todos os miRNAs relacionados com genes ja descritos como alvos de drogas. Os
algoritmos de predicdo e as interagcdes farmacos e proteinas que sao anotadas no banco
Pharmacogenomics Knowledge base-PharmGKB sao coletadas por esta base de dados. O
resumo das etapas do processo de integracdo pode ser visualizado no fluxograma abaixo

(Figura 2).
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Figura 2. Fluxograma de etapas realizadas no estudo.

4.10 Analise de expressao de transcritos selecionados por RT-qPCR

Os genes selecionados para serem investigados por RT-qPCR foram todos previamente
confirmados utilizando banco de dados externos (TCGA). A selecao foi baseada nos resultados da
analise integrada, maiores FC, andlise in silico de vias de sinalizagdo e alvos de drogas. Dez genes
regulados por miRNAs em analises in-silico e que também estavam alterados no presente estudo
foram selecionados para serem avaliados por RT-qPCR incluindo: COLI10A1, COL3A41, ERBB4,
HLF, HMGA2, MMP10, MMP13, MMP3, PPPIR3C e TOP2A.

Os iniciadores foram  desenhados usando o  programa  Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 6). Os numeros de acesso das sequéncias
de cada gene plotados na lamina de oligoarray foram anotados e as sequéncias obtidas no Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html).Para a analise de mRNA foi utilizado o sistema de deteccao

Sybr Green I (Applied Biosystems) com uso de dois genes controles endogenos (HMBS ¢ HPRT).
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Tabela 6 - Sequéncias dos iniciadores que foram utilizados na RT-qPCR de transcritos codificadores.

Gene Iniciadores Sequéncia Tamanho
o F S_GCAGCTCAAAAGAAAGCAGAAGCCA3' 118 pb
R 5-GCCCCCTAGTCCTCTTCGGCA-3'
F 5-GTACAGTGCTGACCCCACC-3' 136 pb
ERBB4 R 5 AACAAAAGGGTTCTCCTCCACT-3'
F 5-ACCCAACACCAAGACACAGT-3' 185 pb
COL10A] R 5-GCAACCCTGGCTCTCCTTG-3'
LAl F 5-GCCGAGCTTCCCAGAACATC-3' 185 pb
R 5. TTCCCCAGTGTGTTTCGTGC-3'
. F 5 TCTGAGGAAGAACTGAAGCCAC-3' 101 pb
R 5 TTTCTGCGCCTTGCCCA-3'
P3 F 5 TGGAGATGCCCACTTTGATGA-3' 165 pb
R 5-GTCAGGTCTGTGAGTGAGTGA-3'
MPIO F 5-GCTCATGCCTACCCACCTG-3' 105 pb
R 5" AGCAACGAGGAATAAATTGGTGC-3'
VP13 F 5'-CCTGCTGGCTCATGCTTTTC-3' 160 pb
R 5-AGGGTCCTTGGAGTGGTCAA-3'
J— F 5-TGGCTTTTAGGGTCCGCC -3' 133 pb
R 5 TGGTGAATGTGCCAAGCAAAG - 3'
ToPoA F 5" AGAAGACAGCAGCAAAAAGTCAGTC -3' 179 pb
R 5'- ACCAGAATTCAAAGCTGGATCC- 3'

Genes Endogenos

HMBS* F 5' GGCAATGCGGCTGCAA 3 64pb
R 5' GGGTACCCACGCGAATCAC 3'

HPRTI* F 5'TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG 3' 101pb
R 5' GGCCTCCCATCTCCTTCATC 3

F: iniciador forward; R: iniciador reverse; pb: pares de base; * Genes de referéncia (endogenos)

As amostras de RNA total foram convertidas em DNA complementar (cDNA) para
analises posteriores pela PCR. A primeira etapa consistiu no tratamento das amostras de RNA
com DNAse, adicionando 1x de DNAse I Reaction Buffer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1
uL de DNAse Amp Grade (Invitrogen) em 1 ug de RNA para um volume total de 10 pL de
reacio. As amostras foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente. As solucdes
foram adicionadas 2,5 mM de EDTA para inativar a enzima, incubando a 65°C por 10 minutos.
O protocolo para a conversio de RNA em cDNA se iniciou com a adicdo de 2,5 uM de
iniciadores oligo dT 12-18 (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, St. Giles, UK), 2,5
uM de random primers (Invitrogen) 0,5 mM de desoxirribonucleotideos trifosfatados (dANTPs)
(Invitrogen). As amostras foram incubadas por cinco minutos a 65°C e, em seguida, por um
minuto em gelo. Foram adicionados 1X de tampao Super Script III First Strand Buffer
(Invitrogen), 5 mM de dietiltreitol (DTT) (Invitrogen) e 200 unidades da enzima Super Script

III Reverse Transcriptase (Invitrogen), voltando-se a incubar as amostras a 55°C por mais 50
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minutos, onde ocorre a reagdo de transcri¢do reversa e sintese da primeira fita de cDNA. Para a
inativagdo da enzima, as amostras foram aquecidas a uma temperatura de 70°C por 15 minutos.

As reagdes de amplificacao foram realizadas utilizando o termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems, Life Technologies), sendo distribuidas em duplicatas em placas de 96 pogos,
utilizando o reagente Power SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). A reacdo foi
realizada por 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C. Ao final de cada corrida foram
analisadas as curvas de dissociagdo para a determinagdo da especificidade dos produtos da PCR.
Foram repetidas as reagdes ondeas réplicas mostraram desvio padrao maior que 0,5 entre as
quantificagoes relativas (QR). A média dos valores dos QRs das duplicatas de cada amostra foi
usada na quantificacdo da expressao dos genes de interesse. O calculo da quantificagdo relativa foi

realizado pelo método proposto por Pfafflet al. (2001).

4.11 Analise de expressio de microRNAs (miRNA)

Baseados na confirmacdo dos achados em banco de dados externos (TCGA), analise
integrada, maiores FC e andlise in silico de alvos de drogas foram selecionados cinco miRNAs
para serem avaliados por RT-qPCR: hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-204-5p, hsa-
miR-125b e hsa-miR-92a-3p. Como referéncias foram testados quatro genes codificadores de

pequenos RNAs nucleolares (RNU44, RNU4S8, RNU6B e RNU47) (Tabela 7).

Tabela 7 -Sequéncias de miRNAs alvos avaliadas neste estudo.

miRBase ID Sequéncia (5°-3°) Nome do ID do nimero
ensaio ensaio* miRBase
hsa-miR-199b-5p GAACAGATAGTCTAAACACTGG hsa-miR-199b 500 MI0000282
hsa-miR-92a-3p AGGCATAGGATGACAAAGGG hsa-miR-92a 431 MI0000093
hsa-miR-125b TCACAAGTTAGGGTCTC hsa-miR-125b 449 MI0000446
hsa-miR-204-5p AGGCATAGGATGACAAAGGG hsa-miR-204 508 MI0000284
hsa-miR-29c-3p GAACACCAGGAGAAATCGGT hsa-miR-29¢ 587 MI0000735
RNU47 TAATGATTCTGCCAAATGAAATATAA RNU47 1223 AF141346
TGATATCACTGTAAAACCGTTCCATTT
TGATTCTGAGGT
RNU48 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTG RNU48 1006 NR 002745
TCGCTGATGCCATCACCGCAGCGCTC
TGACC
RNU44 CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGAC RNU44 1094 NR_002750
TGAACATGAAGGTCTTAATTAGCTCT
AACTGACT
RNUG6B CGCAAGGATGACACGCAAATTCGTGA RNUG6B 1093 NR 002752
AGCGTTCCATATTTTT

Fornecedor: *Life Technologies.
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As amostras de RNA foram previamente diluidas para 2ng/uL e a sintese de cDNA foi
realizada usando o kit Tagman miRNA Reverse Transcription(Applied Biosystems), conforme
especificagdes do fabricante.

A sintese de cDNA foi realizada com iniciadores especificos para os miRNAs alvos e
endogenos. Resumidamente, em um volume final de 15uL foram adicionados 1,5uL de tampao
10X, 0,15uL de dNTP (100mM cada), 3uL de cada iniciador (0,2uM), 0,19uL. de RNase
Inhibitor (20U/uL), 1uL de Multiscribe RT enzyme e SuL de RNA diluido a 2ng/uL (total de
10ng/uL). Nesta etapa foram utilizados iniciadores em forma deloop, os quais apresentam uma
regido complementar a sequéncia de cada miRNA maduro.

As reagOes foram realizadas no ABI Prism 7500 Sequence Detection System(Life
Technologies). Todos os iniciadores para os miRNAs alvos(hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-29c-3p,
hsa-miR-204-5p, hsa-miR-125b, e hsa-miR-92a-3p) e de referéncia (RNU48 e RNU47) foram
adquiridos no formatoTagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems), o qualtem sondas
marcadas com fluorescéncia. Os miRNAs foram amplificados utilizando oTagMan® Universal
PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied Biosystems). Resumidamente, em um volume
final de 10uL de reagdo foram adicionados S5pL de Master Mix 2X concentrado, 0,5uL (0,2uM)

do mix de iniciadores e sonda e 0,7ulLde cDNA especifico para cada miRNA.

4.12 Selecao de referéncias e normalizacdo da expressdo relativa de miRNAs
obtidos por RT-qPCR

A estabilidade da expressao dosRNU44, RNAU48, RNU6b e RNU47 foi testada como
possivel referéncia para a normalizagdo dos miRNAs alvos pelo programa geNorm (disponivel
em http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) de acordo com Vandesompele, et a/.(2002). Esta
analise tem como objetivo determinar os genes de referéncia mais estaveis para um determinado
grupo de amostras. A selecao destes miRNAs baseou-se em dados da literatura, que mostraram
pouca variagdo em outros tecidos tumorais (Gee et al., 2010; Dai ef al., 2011). Para esta andlise
foram incluidas cinco amostras de laringe normal e cinco tumorais. As referéncias RNU48
eRNU47foram os mais estaveis (coeficiente de estabilidade [M] = 0.62; variagdo aos pares [v2/3]

=0.193) (Figura 3).
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Figura 3. A) Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos quatro transcritos de referéncia
selecionados (RNU6B, RNU44, RNU47 e RNU48), indicando RNU47 + RNU48 como o melhor par (M=0,62). B)
Determinagdo do numero adequado de transcritos de referéncia. Estimativa para o uso do nimero ideal degenes
para a normalizacdo, demonstrando que o uso dos trés transcritos (2/3) permite a normalizagdo commaior
fidelidade (RNU48 + RNU47 + RNU44). Esta analise permitiu estimar o nimero de transcritos referéncia mais
apropriado pelo impacto da adigdo em sequéncia dos mais estaveis na relagdo dos fatores de normalizagdo.
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Para a normalizagdo e quantificacdo relativa de expressao génicados miRNA alvos foi
utilizado o modelo matematico de Pfaffl (2001) assumindo eficiéncia na reacdo de

amplificacdo de 100%.

(E+1) alvo ACq alvo

ERN= (E+1) referéncia A¢4 referéncia
Onde:
ERN — expressao relativa normalizada do gene alvo ou QR (quantificacao relativa)
E — eficiéncia de reagdo de amplificacao
ACq — diferencga entre o Cq obtido para a amostra referéncia e o Cq obtido para a amostra em

analise.

Ao utilizar mais de um gene na normalizagdo das reagdes de amplificagdo aplicou-se a
média geométrica dos valores de expressdo relativa (ou fator de normalizacdo gerado pelo

programa geNorm) dos genes de referéncia mais apropriados, como segue:

2ACq alvo

ERN= FN

Onde:FN- fator de normalizagao

Os testes estatisticosforam realizados apos as exclusdes de outliers extremos (trés

vezes o intervalo interquartil), utilizando teste t ndo pareado com variancias desiguais.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise de Expressao de Transcritos e miRNAs

A andlise de expressdo de transcritos obtida em 35 casos de CCEL comparada com cinco
amostras de tecidos normais de laringe (CNL), reveloul.680 genes diferencialmente expressos
(FC>2, IC 99%),sendo1.112 genes com expressdo aumentada e 568 genes com expressao
diminuida.

A expressao global de miRNAs foi realizada em 33amostras de CCEL e 5 CNL.Todas as
amostras atingiram os parametros de qualidade e foram plotadas no grafico de Andlise de
Componentes Principais (do inglés, Principal Component Analysis-PCA) no programa
GeneSpring v 12.6. Os componentes principais sdo vetores que capturam a maior variancia nos
dados. Além disso, cada amostra dentro de uma condicdo experimental deve ser mais proxima
uma da outra do que em relacao as demais amostras que apresentam condigdes diferentes. No
presente estudo foram observados dois grupos claramente diferenciados: um contendo apenas as

amostras tumorais € o outro as amostras normais (Figura 4).

Y-Axis
(€] |
I NorMAL F
B cceL @
e o of
o 8 . o
Q
- 3
80
., O
@ _@
g Q
X-Axis _@
o9 Q \\
\

\\Z-Axis

Figura 4. As 33 amostras tumorais sdo representadas por esferas vermelhas. As amostras normais sio
representadas por esferas azuis. As amostras foram plotadas no PCA de acordo aos valores de normalizacdo
sendo possivel observar dois grupos distintos.
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Entre as 2.019 sequéncias de miRNAs presentes na plataforma utilizada, foram filtrados
1.368 miRNAs os quais foram submetidos a uma andlise estatistica detalhada. Para isso foi
utilizado o teste tndo pareadoe aplicado o teste de correcdo de Benjamini Hochberg para diminuir a
taxa de falsos positivos. O resultado dessa analise revelou 89 miRNAs diferencialmente expressos
(p< 0.05)(69 com diminui¢do ¢ 20 com aumento de expressdo) (Figura 5; Tabela 9 e Tabela

Suplementar: S3).

44 L B R B I EE == E IEE e L |

-logl0(correctedPvalue)

2 -
o
1 -
Up >
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 B
log2(fold change)
CEC vs NORMAL

Figura 5. Volcano Plot representando os 89 miRNAs (em vermelho) identificados como diferencialmente expressos
(P<0.05) na comparagdo entre tecidos tumorais e normais de laringe.

5.2 Validacao de transcritos codificadores e miRNA pelo banco de dados TCGA

Foram identificados 1.680 trascritos diferencialmente expressos, onde 846 foram
confirmados pelo TCGA (http://cancergenome.nih.gov/) (93 CCEL vs. 12 CNL). Entre os 89
miRNA obtidos nesta analise, 35 miRNAs (39%) foram confirmados pelo TCGA (94 CCEL vs.
12 CNL) (Figura 6). Os 40 transcritos de maiores FC e confirmados por dados externos e os 35
miRNA confirmados por dados externos podem ser visualizadas nas tabelas 8 e 9,
respectivamente. Os outros transcritos confirmados (Tabela Suplementar: S1) além dos
transcritos € miRNAs ndo confirmados pelo TCGA estdo apresentados nas Tabelas

Suplementares 2 e3, respectivamente.
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TRANSCRITOS miRNASs

1 Down

1.112 DOWN

Figura 6. Desempenho da confirmag@o dos transcritos € miRNAs diferencialmente expressos em CCEL em
relacdo ao tecido ndo neoplasico de laringe pelo banco de dados do TCGA. UP: expressdo aumentada, DOWN:
expressdo diminuida.

Tabela 8. Principais genes com aumento e diminui¢dode expressdo em CCEL e que também foram
relatados como diferencialmente expressos e na mesma dire¢do na comparacdo com dados externos
(TCGA - http://cancergenome.nih.gov/).

Simbolo do s Estudo atual Dados externos
Descricao

gene FC* FC* P (teste t)
MMP12 matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase) 84.7 12.2 2.06E-05
MMP1 matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) 33.0 21.5 2.62E-05
CTHRC1 collagen triple helix repeat containing 1 26.4 147 4.84E-07
HOXC9 homeobox C9 20.3 144 1.45E-08
MMP13 matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3) 17.4 58.7 7.42E-05
POSTN periostin, osteoblast specific factor 16.1 14.8 7.04E-07
MAGEA1 melanoma antigen family A, 1 (directs expression of antigen MZ2-E) 16.0 137.3 6.04E-09
COL10AL collagen, type X, alpha 1 14.9 93.0 1.41E-09
LRRC15 leucine rich repeat containing 15 12.5 343 1.30E-07
MMP10 matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2) 12.5 2.9 3.57E-02
LUM lumican 11.8 4.6 8.94E-05
HOXC6 homeobox C6 11.6 12.0 1.35E-06
PLA2G7 phospholipase gCZé g;‘;;gr(l)/lgs(sl;]z;zii:l;zjcttvattng factor 11.4 9.4 5.74E-08
LHX2 LIM homeobox 2 104 17.1 7.01E-08
FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity Illa, receptor (CDI6a) 9.9 5.2 9.93E-06

38



Cont/ Tabela 8

Simbolo do . Estudo atual Dados externos
Descricao

gene FC* FC* P (teste t)
HOXD13 homeobox D13 9.9 79.6 9.03E-19
COL3A1 collagen, type IiI, alpha 1 9.6 3.6 1.43E-04
HSD17B6 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 6 homolog (mouse) 9.5 4.7 2.05E-08
HMGA2 high mobility group AT-hook 2 9.2 14.3 5.35E-06
MMP11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) 9.0 52.6 3.61E-11
CAPN14 calpain 14 214 -25.0 5.24E-06
SLURP1 secreted LY6/PLAUR domain containing 1 -21.8 -8.1 7.75E-04
PSCA prostate stem cell antigen -22.5 -11.7 2.36E-13
PRR4 proline rich 4 (lacrimal) -23.1 -51.2 1.57E-02
LTF lactotransferrin -27.5 -6.8 2.57E-03
CYP2F1 cytochrome P450, family 2, subfamily F, polypeptide 1 -27.8 -17.2 2.89E-06
PADI1 peptidyl arginine deiminase, type I -31.3 -27.8 3.83E-13
PAX1 paired box 1 -32.6 -9.0 4.10E-04
MYOC myocilin, trabecular meshwork inducible glucocorticoid response -34.0 -31.4 2.77E-05
ZG16B zymogen granule protein 16 homolog B (rat) -37.1 -36.1 7.96E-03
KRT4 keratin 4 -40.7 -86.3 1.29E-07
LPO lactoperoxidase -41.1 -39.8 4.56E-02
MAL mal, T-cell differentiation protein -43.7 -61.3 1.30E-05
TMPRSS11B transmembrane protease, serine 11B -44.8 -62.2 2.12E-05
PRB4 proline-rich protein BstNI subfamily 4 -45.8 -1741.3 3.88E-02
CRNN cornulin -50.2 -86.5 2.52E-05
MUC21 mucin 21, cell surface associated -63.3 -56.8 2.94E-07
PRH2 proline-rich protein Haelll subfamily 2 -182.0 -52.8 7.52E-03
STATH statherin -238.3 -29.9 5.24E-03
PIP prolactin-induced protein -671.2 -78.4 1.28E-02

Legenda.FC: Fold change; *baseado na média da razdo de log> dos CCEL, os quais foram co-hibridados com opool de
cincocontroles de laringes ndo neoplasica proveniente de necropsias.*baseado na média dos CCEL em relagdo a média do
tecido ndo neoplésico adjacente utilizado pelo TCGA.

Tabela 9. microRNAs diferencialmente expressos em CCEL os quais também encontravam-se como
diferencialmente expressos ¢ na mesma dire¢do na comparacdo com dados externos (TCGA -

http://cancergenome.nih.gov/).

Estudo atual

Dados externos

microRNA

FC* P (teste t°) FC* P (teste t)
hsa-miR-92a 66.6 3.29E-03 1.5 1.50E-02
hsa-miR-193b 14.1 2.28E-02 2.7 5.07E-04
hsa-miR-93 9.2 3.30E-06 2.6 7.55E-05
hsa-miR-21* 4.9 2.02E-04 2.1 8.22E-04
hsa-miR-324-3p 4.4 5.00E-07 1.7 2.06E-03
hsa-miR-1246 43 4.95E-02 1.8 7.78E-10
hsa-miR-1305 2.4 1.15E-05 1.7 1.68E-03
hsa-miR-21 2.3 4.18E-02 2.1 8.22E-04
hsa-miR-25 2.3 4.48E-02 1.6 3.77E-03
hsa-miR-23b -2.6 1.23E-02 -1.5 3.66E-02
hsa-let-7c -3.0 6.31E-03 -4.7 7.51E-06
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Cont/ Tabela 9

Estudo atual Dados externos
microRNA

FC* P (teste t°) FC* P (teste t)
hsa-miR-125b -3.0 3.91E-02 -3.2 9.80E-05
hsa-miR-29a -3.1 3.44E-04 -3.0 7.06E-06
hsa-miR-27b -3.1 3.54E-03 -2.0 2.74E-03
hsa-miR-29b* -4.3 4.95E-02 -1.6 2.62E-02
hsa-miR-100 -6.1 5.68E-03 -4.9 6.73E-06
hsa-miR-29a* -9.0 1.81E-04 -3.0 7.06E-06
hsa-miR-3154 9.4 3.13E-02 -1.5 7.18E-03
hsa-miR-140-3p -12.1 4.62E-02 -2.6 6.73E-03
hsa-miR-199b-5p -13.7 2.01E-02 -1.8 2.07E-02
hsa-miR-582-5p -16.6 1.11E-02 -1.8 1.31E-03
hsa-miR-139-5p -17.6 4.97E-05 -5.6 1.95E-06
hsa-miR-135a -26.0 9.30E-06 2.1 1.26E-02
hsa-miR-136* -29.9 6.09E-06 23 6.37E-03
hsa-miR-30e* -35.6 1.02E-03 -2.0 3.42E-04
hsa-miR-143 -39.5 2.47E-02 2.1 2.73E-02
hsa-miR-376¢ -42.2 4.95E-02 -1.9 3.69E-02
hsa-miR-29c* -54.0 4.13E-06 -4.6 1.05E-06
hsa-miR-30a* -66.7 1.87E-06 -3.0 6.09E-05
hsa-miR-377 -67.8 1.16E-02 2.2 4.86E-03
hsa-miR-136 -68.7 5.83E-03 23 6.37E-03
hsa-miR-204 -73.0 1.74E-04 -5.4 1.19E-06
hsa-miR-140-5p -114.6 9.63E-03 2.6 6.73E-03
hsa-miR-338-3p -151.0 3.11E-04 -3.0 7.48E-04
hsa-miR-218 -153.7 4.01E-07 2.1 2.51E-03

Legenda. °correcdo por Benjamin-Hochberg; FC: Fold change; *baseado na média dos CCEL em relagdo a média dos
cincocontroles de laringes ndo neoplésica proveniente de necropsias;*baseado na média dos CCEL em relagdo a média do
tecido néo neoplasico adjacente utilizado pelo TCGA

5.3 Analises insilico de vias candnicas alteradas

Os 846 transcritos que foram confirmados como alterados no TCGA foram submetidos
a analise in silico de vias canoOnicas alteradas pelos programas IPA e KOBAS 2.0, resultando
em vias envolvidas na carcinogénese, invasao e metastase incluindo: degradacao de colageno,
interacdo de receptores da matriz extracelular (ECM), via de sinalizagdo de integrinas,
sinalizacdo da oncostatina M e degradacdo de nicotina. Estas vias alteradas podem ser
visualizadas nas Tabelas Sumplementares 4 e 5.

A andlise de predicao de inativagao/ativagdo de reguladores upstream pelo programa
IPA revelou uma possivelinativacdo dos microRNAs hsa-let-7, hsa-miR-29b e hsa-miR-204

(Figura 7). De fato, hsa-let-7c, um membro da familia de microRNAs /et-7, assim como hsa-
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miR-29b e hsa-miR-204 foram observados como menos expressos nos tumores (todos
confirmados pelo TCGA).
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Figura 7. Predicdo de ativagdo/inativa¢do de microRNAs pelo programa IPA (analise de reguladores upstream).

A figura demonstra a predi¢do de inativagdo dos microRNAs let-7, mir-29b e mir-204, que foram observados
como apresentando expressdo diminuida em CCEL.

Legenda. verde: diminuicdo de expressao em CCEL; vermelho: aumento de expressao em CCEL; linha
tracejada preta: efeito esperado; linha tecejada vermelho: efeito ndo-esperado.
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5.4 Analise integrada dos dados globais de expressao de transcritos e de miRNAs

O conjunto de abordagens utilizadas para a integracdo dos dados de transcritos

codificadores e miRNAs est4 resumido no fluxograma abaixo (Figura 8).

[ 1.680 transcritos ] [ 89 miRNAs J

mRNA (TCGA) miRNA (TCGA)

126N L2 93CCEL 12CNL vs. 94CCEL

[ 846 transcritos ] [ 35 miRNAs ]

Predicao alvos
[PA/miRTarBase

| 42 transcritos/16 miRNAs |

Integracao

SACCEL

[ 34 transcritos/15 miRNAs ]

Figura 8. Fluxograma resumindo as abordagens utilizadas para a andlise integrada dos dados de expressdo génica e
de miRNAs. Pela comparagao do perfil de transcritos codificadores entre carcinomas celulas escamosas de laringe
(CCEL) e controles nao neoplésicos de laringe (CNL), foram identificados 1.680 genes diferencialmente expressos,
dos quais 846 foram confirmados por banco de dados externos (TCGA). Os genes foram submetidos a analise in
silico de vias de sinaliza¢do pelos programas IPA ¢ KOBAS. Pela comparagdo do perfil de expressdo de miRNAs,
89 foram diferencialmente expressos nos CCEL em relagdo ao CNL. 35 microRNAs foram confirmados por banco
de dados externos (TCGA). Com o uso dos programas IPA e miRTarBase, 59 interagdes experimentalmente
validadas foram detectadas entre os transcritos codificadores e microRNAs, representadas por 42 transcritos e 16
microRNAs. Uma andlise integrada foi realizada com os 32 CCEL avaliados por ambas as plataformas, confirmando
os coeficientes de correlagdo negativos em 42 interagdes, compreendendo 33 transcritos e 15 microRNAs. Foram
realizadas analises in silico de vias e redes, identificando possiveis alvos de tratamento.
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Dentre as 74 interagdes experimentalmente validadas encontradas entre os miRNAs e os
transcritos (miRTarBase e IPA), 59 apresentaram fold change em dire¢do inversa(expressao
diminuida do miRNA e aumentada do transcrito ou expressao aumentada do miRNA e

diminui¢do do transcrito) (Figura 9).

- i ;
= @) : :
&) i H
S 5 e e
5 a a
— [—] 1 1
Z 2 : E
- 2 » :
o : :
— =5} - X
] g : :
R — . (—— U TR——
Q i E
Q : E
&5 A e e i e
5 s : . tulbee o
= s . eee ee
=~ £ : :
< O -3 i |
2 & e e
E S :
S : | og® ®
- | | CEESEO0 @
g ! ! S0OEDe 99
= " H
= 77 i E e o
T T f f T T
-5 -3 -1 1 3 5
Hipoexpresso em CCEL Hiperexpresso em CCEL

mRNA log, FC (CCEL/CLN)

Figura 9. Grafico de dispersdo compreendendo valores em log, de fold changes (FC) de microRNAs e mRNA. A
distribuicdo de FC dos transcritos e seus respectivos microRNAs reguladores, reportados como interacdes
experimentalmente validadas pelo programa TarBase e/ou IPA (r Spearman= -0.248, P=0.033).

Legenda. Verde: transcritos apresentando expressdo diminuidae miRNAs com expressdo aumentada em CCEL;
vermelho: transcritos com aumento de expressdo ¢ miRNAs com diminuigdo de expressio em CCEL; cinza:
relagdes ndo esperadas.

Para a integragdo dos dados, foi realizada uma andlise de correlacdo utilizando apenas
amostras avaliadas pelas duas estratégias (32 CCEL). Considerando os miRNAs como um
regulador epigenético da expressdo de genes,foram consideradas interagdes de correlagdo negativa
(r <0). Ou seja, miRNAs com expressao elevada atuariam diminuindo a expressao de seus alvos,
do mesmo modo a diminui¢do de expressdo dos miRNAsaumentaria a expressdo dos seus
alvos.Esta analiseresultou em 42 interagdes entre os 33transcritos codificadores € os 15 miRNAs

(Tabela Sumplementar: S6 e Figura 10)
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Figura 10. Rede da analise integrada gerada pelo software NAVIGaTOR v2.3 mostrando os miRNAs e seus alvos confirmados experimentalmente, disponiveis no
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5.5 Analises in silico de vias e redes com genes regulados por miRNAs

Os genes resultantes da andlise integrada foram submetidos a uma analise de vias candnicas
pelos programas IPA e KOBAS 2.0 para predizer possiveis mecanismos bioldgicos associados aos
genes regulados por miRNA em CCEL. O resultado desta analise mostrou que os genes atuam em
diferentes processos bioldgicos, sendo os principais: metabolismo e degradacao de coldgeno e
formagao e degradacdo da matriz extracelular (Tabela 10). O papel dos genes avaliados nos
processos relacionados com o metabolismo e a degradacdo da matriz extracelular foram

observados pelos dois programas utilizados (IPA e KOBAS 2.0) (Figura 11).

Tabela 10. Vias candnicas de sinalizacdo significativamente alteradas pelo programa IPA e KOBAS
considerando os 33 genes ao final da analise integrada.

Vias Canénicas (IPA) Transcritos encontrados P’
Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell MET, COL1A2, COLIAl, COL542, COL4A1, MMP13, COL4A2,
o <0.001
Activation COL341
Atherosclerosis Signaling COLIA2, COL1AI, MMP3, MMP13, COL3A1 <0.001
Intrinsic Prothrombin Activation COLIAZ COLIAL COL3AI <0.001
Pathway
Oncostatin M Signaling MMP3, MMP13, PLAU 0.001
Role of Osteoblasts, Osteoclasts and
; ; ’ . o COLIA1, MMP3, MMPI3, IL11 0.008
Chondrocytes in Rheumatoid Arthritis
Inhibition of Matrix Metalloproteases MMP3, MMPI3 0.026
Role of IL-1 7F in Alle.rgzc Inflammatory MMPI3, IL11 0.029
Airway Diseases
Dendpritic Cell Maturation COL142, COL1AI, COL3A1 0.034
Vias Canénicas (KOBAS) Transcritos encontrados P’
Assembly of collagen fibrils and other COLI1A2, COL442, COL3A41, COL4A41, MMPI13, LOXL2, LAMC2, <0.001
multimeric structures MMP3, COL542, COLIAI ’
. COLIA2, COL4A42, COL3A1, COL4Al, MMP13, LOXL2, LAMC?2,
Collagen formation MMP3, COL5A2, COLIAI <0.001
. . COLI1A2, FBN2, MMP3, COL4A1, MMP13, LAMC2, COL4A2,
Degradation of the extracellular matrix COL3AL COL5A2, COLIAI <0.001
. L1A2, COL4A42, COL3Al, COL4A41, MMPI L1A1, MMP.
Collagen degradation COLIA2, COL4AZ, COL3 ’CC03522 ’ 3, COLIAL 3 <0.001
Extracellular matrix oreanization COLIA2, FBN2, MMP3, COL4A1, MMP13, LOXL2, LAMC?2, <0.001
8 COL4A42, COL3AI, COL5A2, COLIAI :
Non-integrin membrane-ECM COLIA2, COL4A2, COL3AI, COL4AI, LAMC2, COL5A2, COLIAI  <0.001
interactions
Anchoring fibril formation COLIA2, COL4A2, COL4Al, COLIAI, LAMC2 <0.001
Scavenging by Class A Receptors COLIA2, COL4A2, COLIAI, COL341, COL4A1 <0.001
Collagen biosynthesis and modifying COLIA2, COL4A2, COL3A1, COL4A41, COLIAL, COL5A2 <0.001
enzymes
ECM proteoglycans COLI142, COL442, COL3Al, COL4Al, COLIAI, COL5A2 <0.001
ECM-receptor interaction COL142, COL442, COL341, COL4Al, LAMC2, COL542, COLIAI <0.001
Binding and Uptake of Ligands by COLIA2, COL4A42, COL1AI, COL3A41, COL4Al <0.001
Scavenger Receptors
Integrin cell surface interactions COLIA2, COL4A2, COL341, COL4A41, COLIA1, COL5A2 <0.001

Legenda. *teste exato de Fisher com corre¢ao por Benjamin-Hochberg.
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Cont/ Tabela 10

Vias Canénicas (KOBAS) Transcritos encontrados P’
Amoebiasis COL1A42, COL4A2, COL3A41, COL4A1, LAMC2, COL5A2, COL1A41 <0.001
Syndecan interactions COLIA2, COL5A2, COL3A41, COLIAI <0.001
Betal integrin cell surface interactions COLIA2, COL341, COL4A41, LAMC2, COL542, COLIAI, PLAU <0.001
Protein digestion and absorption COLI1A2, COL4A2, COL3A1, COL4Al, COLIAI, COL5A2 <0.001
Integrin signallingpathway COLIA2, COL442, COL3A41, COL4A1, LAMC2, COL5A2, COLIAI <0.001
. L1A2 L4A2 L3A1 L4A1, LAMC2 IL5A2, L1Al
Focal adhesion COLIAZ, COL4AZ, COL3AL CAO/[;T ’ €2 COL5A2, COLIAL <0.001
Crosslinking of collagen fibrils COLI1A2, LOXL2, COLIAl <0.001
NCAM1 interactions COL4A2, COL542, COL341, COL4Al <0.001
Transcriptional misregulation in cancer HOXA10, MMP3, HMGA2, MLF1, PPARG, MET, PLAU 0.001
platelet amyloid precursor protein COL4AZ, PLAU, COL4A] 0.002
pathway
Plasminogen activating cascade MMPI3, MMP3, PLAU 0.004
NCAM signaling for neurite out-growth COL4A42, COL5A2, COL3A1, COL4A1 0.005
Laminin interactions COL4A42, COL4Al, LAMC?2 0.007
Developmental Biology COL4A42, COL3A41, COL4A1, T[{:;g/?, ACVRIC, PPARG, COL5A2, 0.011
. . 1L 142, L4A2 L3A1 L4A1, LAMC?2 1L5A2 L1Al
PI3K-Akt signaling pathway COL1A2, COLAA2, COL3AL CAO/I;T ’ C2 COL342, COLIAL 0.012
Beta3 integrin cell surface interactions COLI1A2, COLIAI, PLAU, COL4A1 0.025
Axon guidance COL442, COL3A41, COL4A41, TIAM1, COL542, MET 0.027
Platelet Adhesion to exposed collagen COLIA42, COLIAI 0.035
regulators of bone mineralization COL4A42, COL4A41 0.044
Legenda. *teste exato de Fisher com corre¢do por Benjamin-Hochberg.
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Figura 11. Via candnica das metaloproteinases de matriz extracelular geradas pelo programa IPA.
Legenda. verde: diminuig¢@o de expressdo em CCEL; vermelho: aumento de expressdo em CCEL.
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5.6 Predicao de alvos de tratamento usados no tratamento do cancer

O resultado da anélise de alvos terapéuticos usando farmacos pela base de dados do
Pharmaco-miR, mostrou que os 15 miRNAs derivados da andlise de integrada controlam genes
relacionados com terapicos que atualmente sdo usadas no tratamento do cancer, incluindo alguns
usados atualmente em pacientes com cancer de laringe (Tabela Suplementar: S7). O programa
NAViGaTOR(version 2.3) foi utilizado para a visualizagdo das interagdes miRNA- mRNA-
terapico(Figura 12).
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Figura 12.Rede da analise integrada onde séo apresentados os quinze miRNAs e seu respetivos alvos, Uiteis para a selecdo de terapias especificas atualmente utilizadas no
tratamento do cancer em geral, incluindo cancer de laringe (software NAViGaTOR v.2.3).
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5.7 Comparacgio dos resultados com dados clinicos patologicos

A andlise nao supervisionada utilizando os dados dos transcritos ¢ dos miRNAs nao
foram concordantes. Foram gerados trés agrupamentos na analise dos dados de miRNA os quais
apresentaram alta reprodutibilidade, entretanto, os trés agrupamentos utilizando os dados de
expressdo dos transcritos revelaram ser pouco reprodutiveis (pela andlise de bootstrapping)
(Figura 13A e B). Entre os grupos formados ndo foram observadas associagcdes com os dados
clinicos (teste exato de Fisher com corre¢ao por Bonferroni) (Figura 13A e B) ou com a

sobrevida global (teste de log rank) (Figura 13C).
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Figura 13.Analise de agrupamento ndo supervisionado utilizando os dados de expressdo transcritos
codificadores (A) e miRNAs (B) na comparagdo com as caracteristicas clinicas. A. O heatmap gerado pelo
padrao de expressio de mRNA reveloutrés clusters(amarelo, azul e bege). B. Oheatmapobtido da andlise de
miRNAsdemonstrou padrdes bem definidos que originaram trés clusters (amarelo, azul e bege). C. Curva de
sobrevida de acordo com os agrupamentos observados, ndo revelando significancia estatistica (log rank P> 0.05).
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Os resultados obtidos da andlise de expressao de miRNAs foram comparados com dados
clinicos,incluindo metastase a distancia, comprometimento de linfonodos, segundo tumor primario,
recidiva, infec¢ao pelo HPV e consumo de tabaco e alcool. A maioria das analises realizadas no
programa GeneSpring vI2.6 ndo revelouassociacao significativa entre os dados clinicos e os
miRNAs diferencialmente expressos.

O teste estatistico ndo pareado foi aplicado para avaliar a presenga de alteracdes na
expressao de miRNAs segundo segundo o consumo de tabaco dos 33 CCEL ( 26 consumidores e
7 nao consumidores de tabaco). Esta analise foi capaz de diferenciar os dois grupos de tumores,
detectando-se um aumento de expressao do Asa-miR-99aentre os usuarios de tabaco (Tabela 12 ¢
Figura Suplementar S2-A).

Para revelar miRNAs preditivos de resposta ao tratamento também foi aplicado o teste
estatistico ndo pareado, sendo detectadoaumento de expressaodo hsa-miR-17em pacientes que nao
responderam ao tratamento adjuvante ap6s cirurgia (casos 1T e 14T) quando comparados com os
casos que tiveram resposta parcial ou completa (11 casos)(Tabela 12 e Figura Suplementar S2 —
B).

Para avaliar se a infeccdo pelo HPV16 afeta a expressao dos miRNAs também foi
aplicado o teste estatistico ndo pareado. Os miRNAs hsa-miR-182, hsa-miR-455-5p e hs2-miR-
H?2],apresentaram alteragdo nos niveis de expressdo nas amostras HPV16 positivas (13T e 26T)
quando comparados com os casos HPV negativos (31 casos), porém apenas duas amostras eram

HPV positivas (Tabela 11 e Figura Suplementar S2—C e D).

Tabela 11. miRNAs associados com caracteristicas clinicas em 33 casoscom CCEL

miRNAs log (FO) Dado clinico P - valor

hsa-miR-99a 2.1 Uso de Tabaco P<0.05

hsa-miR-182 3.9
hsa-miR-455-5p 4.4 HPV16 P<0.05
hsv2-miR-H21 6.1

Resposta ao
hsa-miR-17 2.6 tratamento P<0.05
adjuvante

Legenda. log(FC) fold change logado

No presente estudo, 10 mulheres eram portadoras de CCEL entre os 33 casos avaliados.
Este grupo especéfico foi avaliado para alteragdo de miRNAs associadoscom dados clinicos e

histopatologicos.Foi aplicado o teste estatistico ndo pareado eos dados clinicos que resultaram
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significativos (P<0.01) foram o uso de tabaco (hsa-miR-1238, hsa-miR-1281, hsa-miR-149),
consumo de alcool (hsa-miR-183), grau histologico (hsa-miR-151-3p, hsa-miR-17%*, hsa-miR-
181b, hsa-miR-205%*, hsa-miR-3653, hsa-miR-378, hsa-miR-423-5p, hsa-miR-425 e hsa-miR-
99b), recidiva tumoral (hsa-miR-197, hsa-miR-3127, hsa-miR-3907 e hsa-miR-4291) e invasao
perineural (hsa-miR-432) (Tabela 12; Figura Suplementar S3A-C e S4-A-C).

Tabela 12. miRNAs associados com caracteristicas clinicas nas 10 mulheres com CCEL.

miRNAs log (FC) Dado clinico P - valor
hsa-miR-1238 6.7
hsa-miR-1281 6.7 Uso de Tabaco P<0.01
hsa-miR-149 6.8
hsa-miR-183 6 Consumo de Alcool P<0.01
hsa-miR-151-3p 7.7
hsa-miR-17* 6.5
hsa-miR-181b 7.8
hsa-miR-205%* 7.8
hsa-miR-3653 8.8 Grau Histolégico P<0.01
hsa-miR-378 7.5
hsa-miR-423-5p 7.3
hsa-miR-425 7.4
hsa-miR-99b 7.3
hsa-miR-197 5.7
Ziz:zzﬁjézi gg RecidivaTumoral P<0.01
hsa-miR-4291 5.6
hsa-miR-432 6.8 Invasao Perineural P<0.01

Legenda. Log(FC) fold change logado

A mesma abordagem foi utilizada para avaliar os 23 pacientes do género masculino com
CCEL. Foi aplicado o teste estatistico ndo pareadoe os dados clinicos que resultaram significativos
(P<0.01) foram o consumo de tabaco (hsa-miR-99a) e morte pela doenca (hsa-miR-134, hsa-miR-

640 e hsv2-miR-H24) (Tabela 13; Figura Suplementar S5 A e B).

Tabela 13. miRNAs associados com caracteristicas clinicas nos 23homens com CCEL.

miRNAs log (FO) Dado clinico P - valor
hsa-miR-99a 2.7 Uso de Tabaco P<0.01
hsa-miR-134 6.1 -
hsa-miR-640 5.1 Obito pela P<0.01
Doenca
hsv2-miR-H24 5.9

Legenda. Log(FC) fold change logado
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5.8 Confirmacio dos achados porRT-qPCR

Os 10 transcritos selecionados para analise de confirmacao dos achados dos arrays por RT-
gPCR foram COL3AI, COLI0AI, HLF, HMGA2, MMP3, MMP10, MMP13, ERBB4, TOP2 ¢
PPPIR3C). Dezenove amostras de tumor independentes dos microarraysforam incluidos no
estudo. Este andlise revelou a diminui¢do significativada expressdo dos transcritos HLF
(P<0,05),PPPIR3C(P<0,05) ¢ ERBB4 (P<0,05) e aumento significativo de expressao dos
transcritos  COL3A41(P<0,05), COLI0A1(P<0,01), HMGA2(P<0,001), MMP3(P<0,05),
MMP10(P<0,05), MMP13(P<0,001) e TOP2A (P<0,001)em CCEL (Figura 14) confirmando os
achados nos arrays de expressao realizados no grupo teste (35 amostras).

A mesma abordagem foi realizada na confirmagdo da expressdo dos miRNAshsa-mir-
29c-3p, hsa-mir-199-5p, hsa-mir-125b-5p, hsa-mir-92a-3p e hsa-mir-204-5p. Foi utilizado
também um grupo de amostras independentes dos arrays: 19amostras a fresco e 33 amostras
FFEP) (Figura 14). Foi verificada a diminui¢do significativada expressdo do hsa-miR-29c-3p
(P<0,05), hsa-miR-125b-5p (P<0,05), hsa-miR-199b-5p (P<0,05) ehsa-miR-204-5p (P<0,001), e
aumento de expressdo para hsa-miR-92a-3p (P<0,05) (Figura 14). Esta analise confirmou a os

achados obtidos nos arrays.
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Figura 14. Analise de expressdo de transcritos (A) e de microRNAs (B) por RT-qPCR. Os boxplots indicam o
intervalo interquartil e a mediana enquanto os tragos indicam os pontos de valores mais extremos ndo definidos

como outliers.
Legenda. CNL: controle ndo neoplasico de laringe (caixa branca); CCEL: carcinoma de células escamossas de laringe - caixa
cinza).NS> 0,05; *P < 0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 (teste t ndo pareado).
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6. DISCUSSAO

Embora o estudo molecular em carcinomas de laringe tenhaavancado nos tltimos anos, a
avaliacdo do progndstico continua sendo baseada em parametros clinicos. Os estudos realizados
nos ultimos anos em diferentes tipos tumorais apontama presenga de marcadores prognosticos e
diagnosticos baseados em informagdes genéticas. Além disso, tais marcadores tem revelado um
potencial para identificar pacientes com tumores mais agressivos, os quais poderiam ser
beneficiados com tratamentos diferenciados e novas terapias. Com o avango destes estudos,
provavelmente serdo identificadas novas moléculas designadas a alvos e vias especificas
associadas com os tumores de laringe. Neste contexto a identificagdo de miRNAs com papel na
regulagdo do processo tumoral da laringe pode ser importante na descoberta de potenciais
marcadores moleculares.

Os resultados da expressdo de genes codificadores realizados em um estudo prévio do
grupo (dados ndo publicados) em 35/36CCELforam utilizados com o objetivo de integrar estes
dados de expressdo de transcritos codificadores com o de miRNAs. Esta andlise resultouem
candidatos a drivers moleculares.

A primeira estratégia do presente estudo foi a obtencdo dos miRNAs diferencialmente
expressos em 33 amostras de CCEL em relagdo ao tecido normal de laringe. Foram identificados
89 miRNAs diferencialmente expressos nos tumores comparados com as amostras normais (fold
change>2 ou <-2). Estes achados foram comparados com todos os miRNAs relatados em
literatura revelando oito miRNAs descritos em CCEL: hsa-let-7a (Long et al., 2009),hsa-miR-21
(Shen et al., 2009; Ren et al., 2010;Hu et al., 2014),hsa-miR-93 (Wang et al., 2010; Fuet al.,
2012),hsa-let-7c(Levy et al., 2011; Hanet al., 2012),hsa-miR-24 (Guo et al., 2012),hsa-miR-660
(Ayaz et al., 2013),hsa-miR-30b (Li et al., 2014) ehsa-miR-139-5p (Luoet al., 2014)(Tabela
Suplementar: S9).

Entre as caracteristicas clinico-patologicas consideradas significativas (P < 0,05) na
comparagdo com o perfil de expressdo de miRNAs, estavam incluidas o habito tabagista, a,
infeccdo pelo HPV16 e a resposta a tratamento. O consumo de tabaco ¢ um fator etiologico
importante no desenvolvimento de CCEL. Foi observado que o hsa-miR-99a apresentava-se com
aumento de expressdo nos pacientes tabagistas em comparagdo com os ndo tabagistas. A
alteracdo na expressdo do hsa-miR-99a foi relatada em varios tumores incluindo carcinoma
cervical, hepatocarcinoma , de es6fago e pancreas (Petrelli et al., 2012; Sun et al., 2013; Wang,
L. et al., 2014; Wu et al., 2014). O hsa-miR-99a foi também relatado como alterado no epitélio

respiratdrio de fumantes (Schembri ef al., 2009).
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Foi observada diferenca no perfil de expressdo de miRNAs quando comparados com a
infeccdo pelo HPV, embora apenas dois casos tenham sido positivos(HPV16: casos 13T e
26T).Os hsa-miR-182, hsa-miR-455-5p e hsv2-miR-H21 (este ultimo de origem viral)
apresentaram um aumento de expressao em relacdo aos tumores negativos para HPV16. Tem
sido relatada uma prevaléncia entre 5 a 60% do HPV16 em amostras de carcinomas de laringe
(Pérez-Ayala et al., 1990; Gungor et al., 2007; Morshed et al., 2008), mas ha falta de uma
evidéncia bioldgica do papel do HPV 16 neste tipo tumoral.

O aumento de expressao de hsa-miR-182 foi relatado em carcinoma de endométrio,
cancer de vesicula biliar, hepatocarcinoma, melanoma e ovario (Segura et al., 2009; Guo et al.,
2013; Wang, Y. Q. et al., 2013; Qiu et al., 2014). A alteragdo na expressdao do hsa-miR-455-5p
foi relatada em carcinoma colorretal. Foi demonstrado que este miRNA regula a expressdo do
protoncogene RAFI na linhagem SW480 (Chai et al., 2014). Outro miRNA detectado no nosso
estudo com aumento de expressdo foi o hsv2-miR-H21, o qual écodificado pelo virus Herpes
Simplex 2 que infecta células humanas (Ghosal et al., 2014).Portanto, os oito casos (2T, 9T, 10T
13T, 22T,25T, 26Te 33T)da nossa casuistica possivelmente foram infectados por este virus. O
hsa-miR-17 foi detectado com aumento de expressdo nos pacientes que apresentaram falha na
resposta ao tratamento apos cirurgia. Este miRNA foi relatado como envolvido com pior
prognostico em outros tumores (Yu et al., 2010). A inibicdo deste miRNA aumenta a
sensibilidade das células tumorais para gencitabine nas linhagens Panc-1 e BxPC3 de cancer de
pancreas (Yan et al., 2012).

Estudos sobre o HPV16 e a expressdao da proteina de ciclo celular p16 mostraram a
existéncia de uma fracdo minima do envolvimento ativo do HPV16 em tumores de laringe
(Schlecht et al., 2011; Lewis, 2012). Halec et al.(2013) avaliaram o papel de transformagdao do
HPV em 102 amostras FFEPde CCEL, utilizando um grupo de marcadores em conjunto:
presenca DNA e mRNA do HPV16 e a expressdo das proteinas de ciclo celular p16, pRb, ciclina
D1 e p53. Foram detectadas 24 amostras HPV16 positivas as quais apresentaram um aumento de
expressao de pl6 e diminui¢do de pRb além da diminui¢ao da expressao de p53 e um aumento
da ciclina D1. Os autores concluiram que o uso destes quatro marcadores evidenciam o poder de
transformagdo do HPV16 em tumores de laringe. Em nosso estudo os dois casos HPV16
positivos mostraram a diminui¢do de expressao de pl6(CDKN2A)(caso 26T - FC= -0.95, ndo
significativo e 13T - FC= -2.26, significativo) e aumento de expressdao da CCNDI (caso 26T -
FC= 0.7, ndo significativo e 13T - FC= 0,13; ndo significativo). Estes dadossdo concordantes aos

descritos e (Schlecht ez al., 2011; Lewis, 2012).
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O HPV codifica trés oncoproteinas ES, E6 e E7. As oncoproteinas E6 ¢ E7 foram
relatadas como importantes moduladores no processo carcinogénico inativando genessupressores
tumorais como p53 e Rb além de outros alvos envolvidos em apoptose e transformagdo maligna
(Hebner and Laimins, 2006). A degradagao da p53 ¢ resultado da unido do complexo ubiquitina
ligase E6-AP (UBE3A) levando a degradagdo no proteosomo (Scheffner et al., 1994). Em nosso
estudo foi detectada uma tendéncia a diminui¢do de expressao de 7P53 nos dois casos HPV16
(caso 26T -FC=-0.34 e caso 13T - FC=-0.56) e ndo sendo observadas alteragdes de expressao
significativa nas enzimas que formam o complexo ubiquitina. A oncoproteina E7 liga-se a pRb,
alterando o ciclo celular e inativando a via deste supressor tumoral (Wise-Draper and Wells,
2008).A oncoproteina E5 foi implicada na transformagdo celular, sendo o EGFR alvo na
superficie celular (Tomakidi ez al., 2000). Em nosso estudo também foi detectada uma tendéncia
a aumento de expressdo do EGFR nos casos HPV16 (caso 26T - FC= 0,7 e caso 13T - FC=
0,43). Em uma recente revisdo da literatura, Kuasne et al.(2013) relataram a associagdo entre a
infeccdo pelo HPV e diferengas na expressdo de pl6 assim como no padrdo de metilacdo de
CDKN24 em carcinomas de pénis e carcinomas de cérvix uterino. Em conjunto, estes dados
reforcam que as oncoproteinas produzidas durante a replicagdo do HPV16 nas células de laringe
podem contribuir para o fendtipo tumoral. Em resumo, em nosso estudo também foram
observadas alteracdes nos dois casos positivos para HPV 16, embora ndo significativas, nos genes
afetados pela acdo das oncoproteinas produzidas pelo HPV, sendo necessario ampliar o numero
de amostras para desvendar o papel do HPV nos CCEL.

Nao foram observadas diferengas significativas no perfil de expressdo dos microRNAs em
comparagdo com outros dados histopatologicos como segundo tumor primdrio, metastase a
distancia e recidiva.

A segunda estratégia utilizada foi a andlise dos dados exclusivamente em pacientes do
sexo feminino, uma vez que a nossa casuistica apresentava um niimero maior de mulheres afetadas
com a doenca (1 mulher: 2,3 homens), uma propor¢ao que nao ¢ compativel com a relatada em
literatura de outros paises, onde a prevaléncia de CCEL ¢ maior no sexo masculino (1 mulher: 7
homens) (Ferlay et al., 2010). Foram observadas diferencas significativas (P < 0,01) na
comparagdo entre o perfil de expressdo de miRNAs e as caracteristicas de consumo de tabaco,
alcool, grau, recidiva e invasao perineural nas amostras tumorais destas mulheres.Os miRNAs
hsa-miR-146, hsa-miR-1281 e hsa-miR-1238 apresentaram um aumento de expressao significativo
nas mulheres tabagistas. Para o nosso conhecimento nao ha relatos destes miRNAs associados com
o consumo de tabaco. O aumento da expressdo do hsa-miR-146 foi relatado em carcinomas de

nasofaringe e associado com migragao e metastase(Luo, Z. et al., 2011).
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A comparagdo entre os resultados da expressio de miRNAs em pacientes do gé€nero
feminino segundo hébito etilista revelou um aumento significativo na expressao do hsa-miR-183.
Para o nosso conhecimento nao ha dados em literatura descrevendo o envolvimento deste miRNA
associado com o consumo de alcool. Um estudo recente usando um modelo em ratos da estirpe
Sprague-Dawley, revelou um aumento do Asa-miR-183 no figado de animais que consumiram
alcool(Chen, Y. P. et al., 2014). Este miRNA também foi relatado como alterado em vérios tipos
de cancer incluindo prostata, bexiga, glioma, adenocarcinoma hepatocelular e colorretal (Earle et
al., 2010; Li et al., 2010; Mihelich et al., 2011; Liu, Y. et al., 2012; Tang et al., 2013).

Em mulheres, também foram detectados nove miRNAs (Tabela 13) como significativos na
comparagdo entre os carcinomas de laringe grau I versus II. Os tumores grau Il apresentaram
aumento destes miRNAs. Alguns destes miRNAs sdo descritos como importantes no processo
tumoral, como o hsa-miR-151-3p, o qual foi relatado em osteosarcoma e associado com
proliferacdo e invasao celular (Duan et al., 2011). Entre os casos estudados, seis CCEL grau II (4T,
9T, 13T, 20T, 21T e 29T) apresentaram relacdo com recidiva local e/ou cervical quando
comparado com os dois casos de grau I (7T e 34T). Além disso, dois CCEL grau II (10T e 29T)
evoluiram para metastase de pulmao, dois casos grau II (29T e 18T) tiveram relagdo com invasao
perineural. Em adicdo, foi também observado que as duas pacientes com tumores grau I e cinco
pacientes grau II foram a obito pela doenga. Estes resultados demonstram uma relagdo entre a
alteracdo deste miRNA com caracteristicas de agressividade tumoral. O hsa-miR-181b foi
associado com proliferacdo e inibicdo de apoptose em cancer cervical (Yang, L. et al., 2014); o
hsa-miR-378 foi relatado como marcador de resposta de tratamento tendo um efeito anti-
angiogénico em cancer de ovario (Chan, Kiet, et al., 2014). O hsa-miR-423foi relatado com um
candidato associado a regulagdo da proliferacao celular em hepatocarcinoma (Lin ef al., 2011).

O aumento de expressao de cinco miRNAs (hsa-miR-197, hsa-miR-3127, hsa-miR-3907 e
hsa-miR-4291) foi capaz de diferenciar as pacientes do sexo feminino que apresentaram recidiva.
Embora estudos adicionais sejam necessarios para confirmar esse achado, estes miRNAs tém
potencial uso como marcadores prognésticos em CCEL de pacientes do sexo feminino. Entre esses
cinco miRNAs, apenas o hsa-miR-197 foi relatado previamente como envolvido em processos
tumorais. O aumento da expressao do hsa-miR-197 foi descrito no carcinoma folicular de tiredide e
no plasma de pacientes com cancer de pulmao (Weber et al., 2006; Abd-El-Fattah et al., 2013).

O aumento da expressao do hsa-miR-432 foi capaz de diferenciar mulheres com CCEL que
apresentaram invasdo perineural. Um estudo recente mostrou que o aumento de expressdo deste
miRNA foi associado com a inibi¢do do ADARI, um gene importante cuja funcdo ¢ a edigdo e

regulacdo de varios miRNAs, por fazer parte do complexo DROSHA. Foi demonstrado que a
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diminuicdo da expressao deste gene foi resultado da acdo reguladora do hsa-miR-432 e hsa-miR-17
em células mestataticas de melanoma (Nemlich ef al., 2013). Nao foram detectadas outras
diferengas significativas no grupo dos pacientes do sexo feminino.

Embora tenham sido detectadas alteragdes na expressdo de miRNAs com caracteristicas
clinico-patologicas nas pacientes do sexo feminino, outros estudos sdo necessarios para confirmar
esses achados pois o numero amostral estudado ¢ limitado e ndo ha estudos funcionais realizados
para conclusdes mais definitivas.

A mesma abordagem utilizada nas pacientes do sexo feminino, foi realizada na analise com
dados clinicos dos pacientes do sexo masculino (23/33 do total de casos). Foram observadas
diferencas significativas (P < 0,01) para o consumo de tabaco e morte pela doenga.

O hsa-miR-99a foi detectado com aumento de expressdo em 21 pacientes do género
masculino tabagistas, apenas dois pacientes (1T e 33T) apresentaram uma diminui¢do nao
significativa de expressdo deste miRNA. A expressdo deste miRNA foi também significativa na
comparag¢do quanto ao habito tabagista considerando os 33 casos, onde apenas trés casos (3T, 7T
e 22T) sem habito tabagista apresentaram diminuicdo de expressdo.Ao contrario do nosso
achado, varios estudos relataram este miRNA com diminui¢do de expressao € como possivel
candidato a supressor tumoral(Xin et al., 2013; Feng et al., 2014).Um recente estudo utilizando
15 linhagens celulares de carcinoma oral e uma linhagem normal de queratindcitos (HOK)
revelou que a expressdo ectopica deste miRNA inibe a invasdo, migragdo e metastase a distancia
invitro e invivo(Yen et al., 2014).Nesse estudo, o ensaio de luciferase revelou que o /GFIR ¢
alvo deste miRNA eque a expressdo deste receptor regula negativamente o hsa-miR-99a(Yen et
al., 2014). Por outro lado, um estudo avaliou o plasma de 50 pacientes com tumores de cabeca e
pescogo, onde trés eram tumores de laringe e 36 individuos saudaveis para hsa-let-7a, hsa-miR-
21, hsa-miR26b, hsa-miR-34c, hsa-miR-99a, hsa-miR-133a, hsa-miR-137, hsa-miR-184, hsa-
miR-194a, e hsa-miR-375, mas a expressdao do hsa-miR-99a nao foi detectada como alterada
(Hsu et al., 2012). Contrario a estes achados, nds observamos um aumento de expressao do Asa-
miR-99a associado com o consumo de tabaco sendo que apenas trés pacientes apresentaram
diminuicdo de expressdao deste miRNA, os quais foram para obito pela doenca.

O aumento da expressdo dos hsa-miR-134, hsa-miR-640 e hsv2-miR-H42 foi capaz de
diferenciar pacientes do sexo masculino que morreram pela doenca, sendo potenciais marcadores
prognosticos em CCEL. Semelhante aos nossos resultados, o aumento de expressao do Asa-miR-
134 foi relatado em carcinomas de cabeca e pescogo, sendo associado com metastase e morte pela
doenca (Liu ef al., 2014). Os autores sugeriram que este miRNA pode ser um marcador preditivo

de facil deteccdo no plasma, sendo que a diminui¢do da sua expressao poderia evidenciar casos
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com melhor prognodstico. Nao ha dados em literatura envolvendo os outros dois miRNAs em
CCEL.

Os resultados da andlise de expressao global de miRNAs revelaram que hsa-miR-199b-5p,
hsa-miR-218-5p, hsa-miR-125b, hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-143-3p e hsa-miR-204-5p estavam
significativamente menos expressos nas amostras tumorais em comparagao aos tecidos normais, e
0s hsa-miR-21-5p, hsa-miR-93-5p e hsa-miR-92a-3p apresentaram aumento de expressdo nos
tumores. Entre os 15 miRNAs confirmados como alterados no banco de dados TCGA, cinco deles
(hsa-miR-199b-5p,hsa-miR-29c-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-92a-3p € hsa-miR-204-5p)
apresentaram alteragdo na expressdo (RT-gPCR) em amostras independentes dos arrays.
Igualmente, entre os 33 genes confirmados como alterados no perfil de expressdo pelo banco de
dados TCGA, 10 deles (COL3A1, COL10A1, HLF, HMGA2, MMP3, MMP10, MMP13, ERBB4,
TOP2 e PPPIR3(C) apresentaram significativa alteracdo de expressdo em amostras independentes
dos arrays por RT-qPCR (Tabela S8 mostra os transcritos codificadores ¢ miRNAs selecionados
para estudo mais detalhado). Para o nosso conhecimento, ndo hé relatos em literatura de alteracdes
de expressao destes miRNAs em carcinomas de laringe.

No presente estudo foi detectada diminui¢@o na expressao do isa-miR-199b-5p (FC = -
3.8). Este miRNA (mapeado em 9q34.11) foi relatado como alterado em varios tipos de
tumores incluindo leucemia mieldide cronica, cancer de colon e carcinoma renal (Garzia et
al., 2009; Chao et al., 2010; Flamant et al., 2010). Semelhante ao nossos achados, em cancer
de mama foi relatada uma diminui¢do de expressdo deste miRNA em comparagdo com o
tecido normal adjacente (Persson ef al., 2011). Um estudo recente demonstrou que o hsa-miR-
199b-5p inibe a expressao do gene HER?2, que faz parte da via ERK1,2 e AKT. Em nosso
estudo tambem foi verificada a diminuicao de expressdo de HER2 (FC = -1.5) na analise de
expressdo de transcritos. Contrariamente, foi relatado que o aumento de expressdo do /sa-
miR-199b-5p inibe a migracdo e a clonogenicidade de células tumorais de mama, interferindo
com o fenotipo agressivo (Fang et al., 2013). O banco de dados TCGA revelou que hsa-miR-
199b-5papresentou uma diminuigdo de expressdo por sequenciamento de alto desempenho
(MiSeq System, Illumina) em CCEL. Este miRNAtem como alvos diferentes transcritos que se
expressam em tipos celulares distintos razdo pela qual o alvo varia dependendo do tipo
tumoral. Andolfo et al. (2012) relataram que o hsa-miR-199b-5pregula o gene HESI, que ¢
um efetor da via candnica do Notch e da via ndo canonica sonic hedgehog nas linhagens
celulares de meduloblastoma. A diminui¢ao deste miRNAocorre por uma regulagdo do tipo
feedback negativo dirigido pelo fator de transcrigdo HES!, além da metilacdo do promotor do

proprio do miRNA. Adicionalmente, este miRNA regula os genes CDI5 e CDI33
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relacionados com propagagdo celular. Neste contexto, nds verificamos uma diminui¢do de
expressdo dos genes HESI (FC= -1,4), CD133 (FC= -2,3) e CDI5 (FC= 0,09) um achado
contrario ao descrito acima, demonstrando que a regulagdo de expressao do hsa-miR-199b-5p
e dos genes HES1, CD15, e CD133 ¢ mediada por outros mecanismos em CCEL.

Os genes CAVI, HOXB6 ¢ LAMC?2 apresentaram aumento de expressao nos CCEL
(FC=12.2, 2.4 ¢ 2.0) do presente estudo e também pela base de dados do TCGA. Estes genes
também apresentarem uma correlagdo negativa com seu miRNA regulador predito hsa-miR-
199b-5p, que por sua vez mostrou-se significativamente menos expresso nos tumores em
relacdo aos controles (FC = -3,8). Baseado nestes achados ¢ possivel especular que o aumento
da expressdo de CAV1 ¢ mediada pela expressao diminuida do Asa-miR-199b-5p podendo ter
um papel na tumorigénese de laringe. O gene CAVI codifica a proteina caveolina 1
responsavel pelo transporte de moléculas e traducao de sinais. As primeiras descri¢des da
funcdo da proteina CAV1 mostraram um papel fundamental de fosforilagdo nos residuos de
tirosina 14 ou serina 80, por varios estimulos, tais como o fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), insulina e estimulos de estresse
(Sanguinetti et al., 2003; Fielding et al., 2004).0 gene CAVI¢ um supressor tumoral e
apresenta diminui¢ao de expressdo em muitos tumores associados com invasao de linfonodos,
recorréncia, pior prognostico e resisténcia a farmacos (D1 Vizio ef al., 2009; Sotgia et al.,
2009; Witkiewicz et al., 2010). A analise de vias pelo IPA revelou que CAV1 faz parte da via
de sinalizacdo das integrinas (Tabela Suplementar 1) associadas com receptores de tirosina
quinase (FYN e YES), as quais estdo envolvidas no crescimento e metastase de células
tumorais (Guo and Giancotti, 2004). Em células metastaticas de melanoma (B16F10) a
expressao de CA VI reduz a expressao e a atividade das proteinas FAK e SRC, também inibe a
expressao da integrina B3 suprimindo o potencial metastatico nestas células com alteracdo na
sinalizacdo de integrinas (Trimmer et al., 2010).

Em nosso estudo, o gene CAVI apresentou aumento de expressdo contraria em
comparagdo com outros achados. A nossae hipdtese ¢ de que os carcinomas de laringe
apresentam ganho genomico nessa regido (Kesser et al., 2008) ou possivelmente o gene
estaria sujeito a mutagdes como descrito em cancer de mama (Syeed et al., 2010). Estas
mutacoes poderiam mudar a conformacao protéica, interferindo com a funcdo supressora e
deixando os sitios ativos para ser estimulada por fatores de crescimento como o EGF ¢ o
PDGF. Como consequéncia, estas alteragdes contribuiriampara o crescimento e a proliferagao

celular nos CCEL.
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Nosos dados também sugerem que um dos mecanismos de regulagdo da expressao do
gene HOXB6 ¢ mediada por hsa-miR-199b-5p. O gene HOXB6, mapeado no cromossomo
17921.3 pertence a familia de genes HOJX, associados com fungdes de desenvolvimento
embrionario, regulacao de ciclo celular, apoptose, migragao e diferenciacao. Os genes da
familia HOX tem sido relatados como tendo func¢do de oncogenes ou supressores tumorais
(Shah and Sukumar, 2010). O gene HOXB6codifica uma proteina chamada homeobox com
dominio de ligagdo ao DNA. No nosso estudo foi verificado um aumento da expressao nos
CCEL. As primeirasdescricoes da funcdo da proteina HOXB mostraram um papel
fundamental no desenvolvimento, diferenciagdo epidermal e de células progenitoras
hematopoiéticas (HPCs) (Shah and Sukumar, 2010). O gene HOXB6 tem um papel importante
na diferenciagdo celular, no entanto, a alteragdo na sua expressao foi associada com o
desenvolvimento tumores (Giampaolo et al., 2002; Di Pietro et al., 2012; Hur et al., 2014).
Um aumento de expressdao de genes HOXB, incluindo o HOXB6 foi relatada em esdfago de
Barrett (lesdo pré-maligna do adenocarcinoma de es6fago) e no cancer de mama (Hur et al.,
2014). Os genes HOX sdo alvos das proteinas Polycomb e Tritorax, complexos que estdo
envolvidos na regulacdo destes genes por meio da modificacdo dos residuos presentes nas
histonas. A perda das marca repressiva H3K27me3 e ganho de acetilagio na histona H3
levaria a0 aumento na expressao destes genes (Di Pietro et al., 2012). No nosso estudo foi
demonstrado um outro mecanismo que poderia contribuir para o aumento de expressdo do
gene HOXB6, ou seja, por meio do seu miRNA regulador, o Asa-miR-199b-5p o qual
apresentou diminui¢do da expressdo nos CCEL.

Os dados também sugerem que um dos mecanismos de regulacao da expressao do
gene LAMC?2 ¢ mediada por hsa-miR-199b-5p. Baseados nestes achados, € possivel especular
que o aumento de expressdo de LAMC?2 ¢ mediado pela expressao alterada deste miRNA nos
tumores de laringe. O gene LAMC?2 ¢ um importante componente da laminina. A alteracdo de
expressao deste gene tem sido relatada em vdrios tipos de cancer, incluindo pancreas,
estomago, lingua, pulmao, colorretal esofago e melanoma (Earle ef al., 2010; Li et al., 2010;
Mihelich et al., 2011; Liu, Y. et al., 2012; Tang et al., 2013). A expressdo elevada desse gene
nos tumores foi associada com pior prognoéstico, recorréncia e mestastase (Onoet al., 1999;
Yamamotoet al., 2001; Gasparoniet al., 2007), além de estimular o aumento de expressao de
MMPI e MMP3 via ERK1/2, metaloproteinases importantes na proliferacdo e invasdo
(Reunanen et al., 2002). Nosdetectamos um aumento de expressao de MMP3(FC= 2,5) e de
MMPI1 (FC=5). Nao foi detectadaalteracdo no via ERK1/2. Além disso, foi demostrado que

LAMC? interage com varios receptores da superficie celular incluindo os receptores de integrina
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a6Pp4 e a3B1 e EGFRs (Garg et al., 2014). Também pode ser usado como marcador diagndstico
uma vez que niveis elevados de expressao de LAMC?2 foi encontrado em soro de pacientes com
cancer de pancreas (Kosanam et al., 2013). Em conjunto, estes dados indicam a importancia do
miRNA /&sa-miR-199b-5p na regulacdo da expressdo de varios genes criticos no processo
tumoral e que podem ser marcadores diagnosticos, progndsticos ou contribuir para o
delineamento de novos alvos terapéuticos para pacientes com CCEL.

Foi também detectado no nosso estudo a diminuig¢ao da expressao do ssa-miR-218-5p(FC =
-7,3).Este miRNA foi relatado como alterado em varios tipos de cancer incluindo,o géstrico, de
pulmao, cabega e pescogo, cervical, mama e adenocarcinoma colorretal(Davidson et al., 2010; Gao
et al., 2010; Kinoshita et al., 2012; Yang et al., 2012; Yu et al., 2012; Yu et al., 2013).

O hsa-miR-218-5p foi relatado como apresentando expressdo diferencial no plasma de
pacientes com cancer gastrico e positivos para H. pylori, sendo associado com estadios inicias da
doenga (Li et al., 2012). A mesma abordagem foi realizada no plasma de 90 pacientes com cancer
cervical, revelando uma diminui¢ao deste miRNA associado com estadios avangados e metastase
em linfonodos(Yu et al., 2012). No presente estudo ndo encontramos relagdo alguma deste miRNA
com dados clinicos e histopatologicos, porém uma abordagem a ser utilizada seria a avaliagdo
deste miRNA no plasma de um grande numero de pacientes com CCEL. Foi demonstrada que a
restauracdo dos niveis de expressdo deste miRNA inibe a migracdo e a invasdo em linhagens
derivadas de carcinoma cervical positivas para HPV (CaSki-HPV16 e ME180-HPV39) e negativas
para HPV (linhagem celular Yumoto), sendo o oncogene LAMB3 alvo deste miRNA (Yamamoto
et al., 2013). Em nosso estudo foi observado o aumento de expressdo deste gene alvo (LAMB3;
FC=1.2).

O hsa-miR-218-5p interage com diferentes genes alvos dependendo do tipo celular. Em
cancer de pulmao, foi relatada uma delecdo onde se mapeia o hsa-miR-218 a qual foi
confirmada pela diminui¢cdo de expressao deste miRNA e dos genes associados nessa regiao
gendmica (SLIT2 e SLIT3)(Davidson et al., 2010). Em nosso estudo foi detectada uma
diminui¢do ndo significativa de expressdao do gene SLIT2 (FC= -0.9). Os mesmos autores
relataram que a diminui¢do de expressdo do hsa-miR-218 estd associada com consumo de
tabaco nos 39 pacientes com cancer de pulmao (Davidson ef al., 2010). Em nosso estudo nao
foi observada uma associacao entre o consumo de tabaco e a expressao do hsa-miR-218-5p.

Em carcinoma nasofaringeo associado ao virus Epstein—Barr foi detectada uma
diminui¢do na expressao do hsa-miR-218 associada a um silenciamento por metilagdo dos genes
SLIT2 e SLIT3(Alajez et al., 2011). As andlises funcionais utilizando as linhagens celulares

C666-1, CNE-1, HONE-1, C15, C17, HEK293, UT-SCC-8, UT-SCC-42 e NOE (epitélio oral
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normal) revelaram que os transcritos dos genes ROBOI, BIRC5 e GJAI sao alvos diretos deste
miRNA, sendo a via sinalizagdo SLIT-ROBO regulada negativamente. Esta via foi associada
com o controle da migracao e sobrevivéncia celular (Alajez ef al., 2011). Em nosso estudo foi
detectado um aumento de expressao dos genes BIRCS5 (FC=1.5) e GJAI (FC=2.3) pela analise
de arrays de expressdo, mas o ROBOI nao apresentou alteragdo significativa na expressao.
Kinoshita et al.(2012) utilizando linhagens celulares de cabeca e pescoco (FaDu e SAS)
revelaram que a restauragdo dos niveis de expressao do Asa-miR-218-5p inibe a migragao e
invasdo. Apo6s analise insilico os autores mostraram que a via de sinaliza¢ao de adesdo focal ¢
regulada por este miRNA. Todos os transcritos componentes da laminina-332 (LAMA3,
LAMB3 e LAMC?2) associados com esta via foram avaliados pelo ensaio da luciferase,
demonstrando que o transcrito do gene LAMB3 ¢ um alvo deste miRNA nas células tumorais de
cabeca e pescoco. Em nosso estudo foi observado um aumento relativo da expressao dos genes
LAMA3 (FC=0.8), LAMB3 (FC=1.2) e LAMC2 (FC=1.9) o que d4 um suporte adicional sobre o
envolvimento destes genes na carcinogénese de laringe. Em osteosarcoma, a diminui¢ao de
expressdo do hsa-miR-218-5p foi associada a processos de migracdo e invasdo e estudos
funcionais utilizando uma linhagem celular (Saos-2) revelaram os transcritos 7/AM1, MMP2 e
MMP9 como alvos diretos deste miRNA (Jin et al., 2013). Os genes MMP2 (FC=1.5)e MMP9
(FC=2.2)foram confirmados com aumento de expressao na nosso estudo. Além disso, o hsa-
miR-218-5ptambém foi inversamente correlacionado com os niveis de expressao MMP9 sendo
confirmado como alterado pelo TCGA. Esses achados confirmam a importancia do /hsa-miR-
218-5p e seus genes alvos como marcadores em varios tumores, incluindo o CCEL.

No presente estudo, foi também verificado o aumento da expressdo dos genes COLI0A1
(FC=3,9), MMP9 (FC= 2,2) e COLIAI (FC= 3,1) os quais foram correlacionados negativamente
com seu miRNA regulador predito, ohsa-miR-218-5p. Este miRNA foi encontrado
significativamente menos expresso nos tumores (FC = -7,3). Estes dados sugerem que um dos
mecanismos de regulacdo da expressdo dos genes COLIAI,COLI0AI e MMP9 em CCEL
ocorrepelo hsa-miR-218-5p.

O geneCOLI0AI codifica o colageno tipo 10 a-1, proteina que faz parte da matriz
extracelular e participa ativamente na remodelacdo e diferenciagdo dos condrécitos (Zimmermann
et al., 2008; Tsuchimochi et al, 2010). O aumento de expressdo deste gene foi relatado em
diversos tumores solidos e linhagens celulares derivadas de tumores, além de ser associado com a
formagdo de vasos nos carcinomas mamarios. O gene COLI0AI foi considerado um novo
marcador diagnostico pela facilidade de detec¢do de sua expressdo protéica usando a técnica de

imunoistoquimica ja descrita em outros tumores (Chapman et al., 2012). No desenvolvimento do
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sarcoma de Ewing, o gene COL10A1 apresentou um aumento de expressao e foi considerado como
um driver associado ao desenvolvimento desse tumor (Tanaka et al, 2014).0 nosso estudo
detectou aumento de expressao do gene COLIAIlem CCEL. Um estudo realizado em carcinoma
gastrico relatou o gene COLIAI com um aumento de expressdo significativo em 78% dos
pacientes avaliados (Oue et al., 2004).Liu et al., 2012 revelaram que o tratamento com com
TGFBI1 eleva a expressdo de COLIAI em células do ducto biliar 603B. No presente estudo nao
encontramos aumento de expressdo de TGFB1. Em resumo, estes dados sugerem que o gene
COLIAle COL10AIpodem ser usados como marcadores de desenvolvimento tumoral em CCEL.

O geneMMPY, alvo do hsa-miR-218-5p, também conhecido como gelatinase B é uma
metaloproteinase associada com fendtipos agressivos e metastaticos em diversos tumores incluindo
mama (Van 'T Veer et al., 2002). O aumento desta proteina foi detectado em amostras tumorais de
mama classificadas como Basal-Like triplo negativas e associado com a vasculariza¢do e pior
prognoéstico (Mehner et al., 2014). Papadas et al. (2013) avaliaram 30 pacientes com CCEL
revelando um aumento de expressdo de MMP9 por imunoistoquimica, o qual foi associado com
grau de diferenciacdo celular e niveis de infiltragdo inflamatdéria. O nosso estudo encontrou
aumento de expressdo de MMP9 em 9/11 amostras de pacientes com CCEL que progrediram para
metastase, sugerindo seu envolvimento em fendtipos mais agressivos.

A transicao epitélio-mesénquima (EMT) € uma caracteristica das células tumorais por
aumentar a capacidade proteolitica da matriz extracelular para migragdo. Um mecanismo dessa
capacidade foi relatado em estudos funcionais utilizando linhagens de carcinoma oral (Tul67 e
SCC1) (Walker ef al., 2014). Nesse estudo foi verificado que o aumento de expressdao da N-
caderina induz a transcricdo de MMP9 via B-Catenina (Walker et al., 2014). Em carcinoma de
esofago, Chen et al. (2014) detectaram o aumento de expressao dos genes PLGF ¢ MMP9. Para
desvendar o cross-talk entres os dois genes os autores utilizaram a linhagem celular (TE-1) para
os ensaios funcionais sendo observado que o aumento de PLGF ativa o aumento nos niveis de
MMP9, mas um aumento de MMP9 nao necessariamente induz o aumento PLGF. Os autores
concluiram que o PLGF promove a invasao e metastase por meio de MMP9. Na analise de
expressdo de transcritos do presente estudo foi observada a diminui¢do na expressdo de PLGF
(FC=-0.3), a qualfoi ndo significativa, reforcando a hipdtese de que em CCEL o aumento de
expressao de MMP9 pode ser mediado pelo Asa-miR-218-5p e nao pela acdo do gene PLGF.
Além disso, juntamente com outros genes alvos deste miRNA, como COLIAI e COLI0AI,
reforgando a hipotese de que esses genes e miRNA sdopotenciais drivers moleculares em

CCEL.
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Semelhante ao descrito em vérios tipos tumorais como hepatocarcinoma, cancer de
prostata, oral e de mama , em nosso estudo foi observada uma altera¢ao na expressao do Asa-miR-
125b-5p(FC=-3), (Li et al., 2008; Ozen et al., 2008; Henson et al., 2009; Mar-Aguilar et al., 2013).
Anadlises funcionais utilizando linhagens celulares (MCF-7, MDA-MB-231, ¢ MDA-MB-453)
revelaram que a expressdo ectopica do hsa-miR-125b-5psuprime a proliferagdo mediante a
parada de ciclo celular (Zhang, Y. ef al., 2011).Tendo conhecimento da diminui¢do de expressao
deste miRNA em varios tumores, Wu et al.(2013) utilizaram as linhagens celulares de cancer de
bexiga (T24 e EJ) e relataram que a expressao ectopica deste miRNA foi capaz de inibir a
migracdo e a invasdo celular nestas linhagens. Nesse estudo, os autores demonstraram que o gene
MMP13 é um outro alvo deste miRNA. A analise de expressao de transcritos revelou um aumento
de expressdo de MMP13 (FC=4.1) nas amostras aqui estudadas. Na andlise integrada realizada em
CCEL foi verificado que o MMPI13 pode ser regulado pelo hsa-miR-125b-5p, refor¢ando a
hipotese de que alguns tumores possuem alteragdes ¢ mecanismos de regulacao similares e que
estas alteracdes sao relevantes em CCEL.

No presente estudo foi observada a expressdo aumentada dos genes HMGA2 (FC=3.2) e
MMP13 (FC=4,1) detectada no array de expressao e confirmada como alterada no banco de dados
TCGA e por RT-qPCR. Estes genes foram correlacionados negativamente na analise integrada
com seu miRNA regulador predito, Asa-miR-125b-5p (diminuicao de expressao nos tumores; FC =
-3). Estes dados sugerem que um dos mecanismos de regulagcdo da expressao dos genes HMGA2 e
MMP13 se da pelo hsa-miR-125b-5p em CCEL.

O geneHMGA2mapeado em 12ql5 codifica uma proteina nucleolar de 20kDa que atua
como fator de transcri¢do o qual se liga a sequéncias ricas em AT do DNA ou interage com outros
fatores de transcri¢do, alterando a estrutura da cromatina e regulando a transcri¢do de genes alvos
(Reeves, 2001; Cleynen and Van De Ven, 2008). A expressao alterada do transcrito foi identificada
em neoplasias utilizando camundongos, células embriondrias e linhagens celulares de tumores
(Ashar et al., 2010). Utilizando diversas linhagens celulares (T29H, T29, T80, T29, SKOV3,
HEY,OVCAR-3, Caov-3 e cé¢lulas infectadas pelo virus Phonenix), foi demonstrado que o
HMGA?2 promove a transformag¢do maligna, crescimento, proliferacdo, invasdo e metastase nas
células tumorais de ovario (Xi et al, 2014). Em linhagens celulares de hepatocarcinoma
(PLC/PRF/5, Huh-7, HepG2, ¢ Hep3B) com baixo potencial metastatico, Luoer al.(2013)
avaliaram o efeito de expressdo de HMGAZ2 sobre a transicdo epitélio-mesénquima (EMT). As
andlises funcionais revelaram que os niveis aumentados de HMGA2 exercem um papel no
comportamento celular, ativando os reguladores SNAIL(1 e 2)e TWIST(1 e 2), os quais tem um

papel na EMT, promovendo invasdao e metdstase. Em comparacdo com este estudo o nossos
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resultados revelaram um aumento de expressao de SNAIL2 (FC=1.2). A nossa hipdtese ¢ de que
nos CCELs, 0 HMGA2 (FC= 3.2) poderia ativar o fator SNAIL2, o qual teria o potencial para
promover invasao e metastase. Na nossa casuistica 10/11 casos que apresentaram aumento
expressao de HMGAZ2 e SNAIL?2 progrediram para metastase, demonstrando a importancia destes
genes no processo tumoral.

O geneMMPI13 ¢é uma metaloproteinase que participa na degradagdo do colageno, sendo
ativa no desenvolvimento embrionario, especialmente na remodelacao do colageno presente na
matriz extracelular para a mineralizagao dssea (Inada et al., 2004). Niveis elevados do transcrito
desse gene foram associados com a diminui¢do da sobrevida e metastase em linfonodos de
pacientes com cancer de mama (Zhang, B. ef al., 2008), em metastase dssea em carcinoma renal
(Kominsky et al., 2008) e ao pior progndstico em cancer de pulmdo (Hsu et al, 2006). No
carcinoma papilifero da tiréide, o aumento de expressdo do gene MMPI3 foi associado com a
invasdo no fronte e metastase (Wang, J. R. et al., 2013).

A andlise de vias pelo programa KOBAS revelou que HMGA2 faz parte da via de
sinalizacdo de perda da regulacdo transcricional em cancer (do inglés, Transcriptional
misregulation in cancer), além de integrar vias associadas com a remodelagdo da matriz
extracelular e formacdo de colageno (Tabela S1). Em nosso estudo HMGA2 e MMPI3
apresentaram aumento de expressao.A nossa hipotese € que nos carcinomas de laringe, o aumento
de expressao desses transcritos ¢ favorecida pela diminui¢do da expressao doisa-miR-125b-5p. Os
achados deste estudos revelaram umarelacdo entre o hsa-miR-125b-5p e os genes HMGA2 e
MMP13, alvos que poderiam ser usados como marcadores moleculares e terapéuticos. Atualmente
tem sido relatada aplicagdes terapéuticas utilizando modelos de delivery de miRNAs com o
objetivo de restaurar a expressao do miRNA regulando a expressao de genes criticos no processo
tumoral (Castano et al., 2014). Assim, esta seria uma possivel estratégia terapéutica considerando
que o HMGA2 pode ser considerado um driver em carcinomas de laringe e um possivel
mecanismo para inibir a sua expressdo. Outra estratégia seria usar inibidores dos produtos
protéicos dos genes alvo deste miRNA (HMGA2 e MMP13) (Lee et al., 2014; Spicer et al., 2014).

Foi também detectado uma diminuicdo da expressdo do hsa-miR-29c-3p nos tumores
quando comparado aos controles (FC= -5,8). Este miRNA ¢ membro da familia de hsa-miR-29
composto por Asa-miR-29a, hsa-miR-29b e hsa-miR-29c(Fan et al., 2013), que por vez também
apresentaram diminuicao de expressdo. A diminui¢do da expressdo do Asa-miR-29c-3p tem sido
reportada em varios tumores humanos, incluindo o carcinoma nasofaringeo(Liu, N. et al., 2013),
carcinoma de células transicionais da bexiga(Friedman et al., 2009), leucemia linfocitica cronica

(Stamatopoulos et al., 2009), cancer gastrico (Matsuo et al., 2013), cancer cervical (Li, Wang, et
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al., 2011), carcinoma hepatocelular (Xiong et al., 2010) e melanoma cutaneo (Nguyen et al.,
2011). Estes estudos demonstraram que diminui¢do da expressdo de hsa-miR-29c-3pesta envolvida
na iniciagdo e progressdo dos diferentes tumores afetando o crescimento celular, invasao,
metastase e apoptose.

Baseado em dados de microarray, Xion et al.(2010) mostraram uma diminui¢do
significativa do hsa-miR-29c-3p em carcinomas hepatocelulares (HCC). Esse estudo mostrou que a
expressao reduzida de hsa-miR-29¢-3p € um evento frequente em HCC, sendo associada com pior
sobrevida livre de doenga. Ensaios funcionais do hsa-miR-29c-3p caracterizaram dois transcritos
codificadores, BCL2 ¢ MCLI, como alvos diretos desse miRNA (Xion et al. 2010). Entretanto, no
nosso estudo ndo foi detectado aumento de expressdo destes genes, pelo contrario detectamos
diminuicdo da expressdo dos genes BCL2 (FC= -1,49) e MCLI (FC= -0.6). Estes dados sugerem
que este miRNA deve ter alvos diferentes na laringe.

Os dados de expressdo de transcritos codificadores no nosso estudo mostraram um
aumento de expressdo do gene COL3A4I nos CCEL (FC= 3,3), o qual foi correlacionado
negativamente com seu miRNA regulador predito Asa-miR-29c-3p, que por vez mostrou-se
significativamente menos expresso nos tumores quando comparado aos controles (FC= -5,8). O
hsa-miR-29c-3p ¢ um dos candidatos a regular a expressdo do gene COL3A e, portanto, estas
alteragdes poderiam contribuir para a tumorigénese da laringe. O gene COLA3A41, codifica o
colageno tipo III, proteina homotrimera que contém trés dominios (N-terminal, dominio
colageno e C- terminal) (Dalgleish, 1998). A expressdo alterada do gene COL3A1 foi
associadacom a sindrome Elers-Danlos, aneurismas intracranianos e fibrose pulmonar idiopética
(IPF) que apresenta um actimulo excessivo de coladgeno tipo I e III (Zhang and Claterbuck, 2008;
Chen et al., 2012; Zhang, X. et al., 2013). Esse gene também foi relatado com expressao
aberrante em canceres humanos, como de ovario e lipoblastoma(Lili ez al., 2013; Yoshida et al.,
2014).

Uma caracteristica dos CCEL ¢ a presenca de metastase a distancia, sendo o pulmao o
sitio mais comumente acometido (83%). A metastase em pulmdo esta relacionada com pior
progndstico nestes pacientes, outro sitio acometido ¢ o figado (17%), metastases em outros locais
ocorrem em 3% dos casos (Liu et al, 2003). Em nosso estudo, 11/33 casos apresentaram
metastase a distancia, sendo 10 casos em pulmao e um em osso e bexiga. Outra caracteristica
relatada em CCEL ¢ a presenca de metastase linfonodal especialmente na regido IV do pescoco
que estd associada com pior prognostico em pacientes com carcinomas em estadio avangado
(Medina et al., 2011). Na nossa casuistica a presenca de metastase linfonodal foi evidenciada em

cinco pacientes com tumores maiores (T3 e T4), dos quais quatro foram a dbito pela doenca.
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Embora a nossa casuistica seja pequena para estas caracteristicas, estas foram analisadas no
contexto de expressdo de transcritos ¢ miRNAs. Foi detectado um aumento da expressdo de
COL3A41 na maioria dos casos, incluindo aqueles que apresentaram metastases linfonodais e nos
casos que evoluiram para metastase a distancia, os casos (12T, 15T e 29T) apresentaram as duas
caracteristicas clinicas e foram para obito pela doenca. Estes achados sugerem o papel da
COL3A1 no processo de invasdo e metastase em CCEL.

O COLA3A1I pode ser considerado como um alvo terapéutico a ser melhor investigado em
pacientes com CCEL. Dentro deste contexto, Zhanget al., (2013) mostraram a diminui¢ao in
vitro ¢ invivo do colageno tipo III utilizando o farmaco SAHA (do inglés, suberoylanilide
hidroxamic acid), aprovado pela FDA(do inglés, Food and Drug Administration) para
tratamento do cancer. O aumento de coldgeno em pacientes e em camundongos com fibrose
pulmonar idiopética foi reduzido substancialmente pelo tratamento de SAHA por promover um
aumento da acetilagdo nas marcas de repressao de cromatina (H3K27Me3) das histonas H3 ¢ H4,
resultanto na diminuicdo da expressdo de COL3AI. Outro estudo recente utilizando analise
integrada de dados gendmicos e transcriptomicos em 51 leiomiomasuterinos (LU) revelou 32
genes moduladores, entre eles, um aumento de expressdo do gene COL3A41(Cirilo et al., 2013).
A andlise funcional in silico revelou que COL3A1 estava associado com a resposta a colagenase
de Clostridium histolyticum, um farmaco aprovado e utilizado no tratamento das doengas com
transtornos fibroproliferativos. Os autores concluiram que a COL341¢ um alvo terapéutico que
pode ser usado nestes pacientes. Similarmente, outros estudos confirmam o envolvimento deste
gene em CCEL e portanto, essas estratégias terapéuticas também poderiam ser utilizadas nestes
pacientes.

O nosso estudo revelou diminui¢do da expressdao do hsa-miR-204-5p nos tumores quando
comparado aos controles (FC= -6,2). O hsa-miR-204-5p esta localizado em 9q21.1-22.3, uma
regido denominada CAGR (do inglés, cancer-associated genomic regions), um locus de um fator
de risco bem estabelecido em tumores de cabega e pescoco (Lee er al, 2010). Os autores
reportaram a diminuicao da expressao do hsa-miR-204-5p e caracterizaram este miRNA como um
supressor tumoral em linhagens celulares deste tipo tumoral (SCC25, SCC35, SCCS58, SCC61,
SCC135, SCCI151, SQ20B e SQ38). Com a expressdao aumentada do hsa-miR-204-5p essas
linhagens celulares foram capazes de inibir a expressdo dos seus genes alvos funcionalmente
relacionados (APRCIB, FAP ¢ MMPY9),levando a diminui¢do da adesdo, migragdo e invasdo in
vitro. Portanto, em CCEL, este miRNA pode também atuar como um importante supressor
tumoral. Entre os trés genes descritos como sendo regulados pelo hsa-miR-204-5p, APRCIB, FAP

e MMPY, nos confirmamos a alteracio no nivel de expressdo dos genes FAP (FC= 2.6) e
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MMPI(FC= 2.2). Na analise integrada foi confirmada a correlagdo inversa da expressdo do hsa-
miR-204-5p (FC=-6.2) como alvo direto dos genes FAP e MMP9 em carcinomas de laringe.

Na andlise de microarrayfoi observadoum aumento de expressao do gene MMP3nos
tumores (FC= 2,5) e foi correlacionado negativamente com seu miRNA regulador predito o/sa-
miR-204-5p, que por sua vez mostrou-se significativamente menos expresso nos tumores (FC= -
6,2). Estes dados foram confirmados em um grupo independente de amostras sugerindo que em
CCEL, um dos mecanismos de regulacao da expressao do gene MMP3 ¢ por meio do hsa-miR-
204-5p.

O gene MMP3faz parte da familia de metaloproteinases da matriz, ¢ estd envolvido na
degradagdo e remodelamento da matriz extracelular podendo ativar outras metaloproteinases. O
aumento de expressao do gene MMP3 foi descrito comorelacionado com o processo de metastase
e invasdo em diferentes tipos tumorais como no carcinoma de mama, esofago e cabeca e pescogo
(Mendes et al., 2005; Zhang, C. et al., 2013; Uraoka et al., 2014). Em nosso estudo, 8 dos 28
casos que apresentaram aumento de expressao deste gene tiveram metéstase a distancia.

Em 42 carcinomas de laringe, Zhouet al.(2014) relataram um aumento de expressao dos
transcritos PLGF e MMP3. Para avaliar o efeito dos transcritos na neovascularizacdo que ¢
comum nos carcinomas de laringe, os autores utilizaram a linhagem derivada de laringe Hep-2
que expressa os dois genes. O silenciamento do gene PLGF levou a diminui¢do da expressao do
MMP3, entretanto a inibi¢do do MMP3 ndo afetou a expressao do PLGF, o que levou os autores
a sugerir que o PLGF aumenta a expressdo do MMP3 pela via de sinalizagio ERK/MAPK e,
como consequéncia levaria a neovascularizagdo. Em nosso estudo, ndo foi observada alteracao
significativa na expressdo do PLGF (FC=0.6). E importante salientar que os autores utilizaram
uma linhagem de laringe contaminada com células Hep-2 um modelo ndo ideal para provar o
mecanismo de regulacdo da expressdo desses genes.

O hsa-miR-143-3p apresentou expressao significativamente menor nos tumores quando
comparado aos controles (FC= -5,3). Este ¢ um dos miRNAs mais descritos em literatura com
diminui¢do de expressdo em varios tipos de cancer incluindo carcinoma nasofaringeo, bexiga,
cancer colorretal e osteosarcoma (Chen et al., 2009; Lin et al., 2009; Luo, X. et al., 2011; Ni et al.,
2013; Ouyang et al., 2013).

Em trés linhagens de osteosarcoma (MG63, U20S e HEK293) e uma linhagem de tecido
osseo normal (hFOB 1.19), foi demonstrado que a restauragdo da expressdo deste miRNA
suprimiu a proliferacdo. A predi¢do in-silico e o ensaio por luciferase confirmaram que a
proteina anti-apoptotica BCL-2 ¢ alvo deste miRNA (Zhang et al., 2010). Em cancer cervical,

esta mesma interacao foi relatada nos modelos celulares (HeLa) e nos xenotransplantes, onde o
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aumento de expressdo deste miRNA inibia a expressio de BCL2(Liu, L. et al., 2012).
Contrariamente a estes dois estudos, nés encontramos uma diminuicdo da expressdo de
BCL2(FC= -1,5) em CCEL. A nossa hipotese ¢ que em laringe, o BCL2 nao ¢ alvo dohsa-miR-
143-3ppodendo haver outros mecanismos de regulagao deste gene. O efeito deste miRNA
também foi avaliado em linhagens derivadas de cancer de préstata (DU145 e PC-3), mediante o
ensaio de luciferase e Western blot, revelando que a restauracdo deste miRNA inibe a migracio e
a invasao por inibicao da MMP]13, alvo confirmado pelo ensaio da luciferase (Wu, Huang, et al.,
2013). Este achado ¢ concordante com os dados do nosso estudo, onde encontramos aumento de
MMPI13 (FC= 4.1) presente nos 33 casos avaliados, 8 dos 11 casos com metéstase apresentaram
aumento de expressdo de MMPI3. Em adicdo, este gene na andlise integrada apresentou
correlagdo negativa com o Asa-miR-125b-5p, outro alvo deste miRNA em CCEL

A importincia do hsa-miR-143-3p como marcador de diagnéstico, preditivo e de
resisténcia ao tratamento tem sido relatada nos ultimos anos. Borralho et al.(2009) avaliaram o
efeito deste miRNA no tratamento com 5-Fluoracil na linhagem celular HCT116 (derivada de
carcinoma colorretal). Os autores mostraram que a restauragcao deste miRNA melhora o efeito anti-
neoplasico e citotdoxico deste farmaco uma vez que o miRNA promove a diminui¢ao da expressao
dos transcritos ERKS5, NF-JB e BCL-2, os quais estdo envolvidos na progressao tumoral. No nosso
estudo nao foram detectadas alteracdes significativas nestes trés genes. Entretanto, os resultados
obtidos na andlise de alvos de drogas revelou alteracdo na expressao dos genes ALK7, MMP9 TK1
EMPI e BMP3 regulados por miRNA especificos associados com a resisténcia a 5-Fluoracil
(Figura 12). Em cancer de prostata foi verificada a interacdo do hsa-miR-143-3p e KRAS
confirmados por RT-qPCR e Western blot(Xu et al., 2011). Os autores utilizaram duas linhagens
(DU145 e PC3) para verificar o efeito deste miRNA no tratamento com docetaxel e verificaram
que a restauracdo deste miRNA melhora a sensibilidade e o efeito citotoxico deste farmaco. O
KRAS atua na via de sinalizagdo EGFR/RAS/MAPK, a qual ¢ alvo deste farmaco (Xu et al., 2011).
Em nosso estudo ndo foi observada alteracao significativa no nivel de expressdao do EGFR (FC=
0.28), KRAS (FC = 0.90) e MAPK4 (FC = 0.11), MAPK10 (FC = -0.67), MAPK11 (FC = -0.08),
MAPKI12 (FC = 1.137) e MAPK13 (FC = -0.13), sugerindo que o hsa-miR-143-3pndo seria um
regulador da via de sinalizagdo EGFR/RAS/MAPK em CCEL. A andlise de alvos de drogas revelou
os genes CHST3, NRG3, EMP1,PPARG e FMO?2 seriam alvos da regulacao dos miRNAs obtidos
na anélise de integrada e associados com a resisténcia ao docetaxel (Figura 12). Os dois farmacos
(5-fluoracil e docetaxel) usados nestes estudos sdo utilizados atualmente no tratamento de CCEL

de acordo com a guia de tratamento dos tumores em cabeca e pescoco (Pfister ef al., 2014).Desta
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forma, poderiam ser selecionados os pacientes cujas alteragdes seriam alvos compativeis com a
indicagdo destes tratamentos.

Como resultado da analise integrada foi observado o aumento de expressao do gene TOP2A4
(FC= 2,03), o qual foi confirmado pelo banco de dados TCGA e correlacionado negativamente
com seu miRNA regulador predito, hsa-miR-143-3p o qual apresentou diminuicdo de expressdo
comparado com os controles (FC = -5.3). Estes dados sugerem que um dos mecanismos de
regulacao da expressao dos genes TOP2A se da pelo Asa-miR-125b-5p em CCEL.

O gene TOP24 (mapeado em 17q21-q22) atua em varios processos como a sintese de
DNA, transcrigdo, segregacdo cromossomica ¢ mitose celular (Tsavaris et al., 2009). Um aumento
de expressdo de TOP2A foi relatado em varios tumores incluindo cancer de prostata, carcinoma
adrenocortical, nasofaringeo ¢ mama (De Resende ef al., 2013; Jain ef al., 2013; Engstrom ef al.,
2014; Lan et al., 2014). Atualmente existem varias drogas inibidoras do gene TOP2A4 e outras que
causam quebras no DNA e promovem apoptose (Nitiss, 2009). Alguns estudos em literatura
mostraram a resisténcia a estes inibidores assim como alguns mecanismos que tentam explicar esse
processo. Um estudo recente mostrou que o fator de transcricdo DLX4 localizado na mesma regido
gendmica de TOP2A induz expressdao de TOP2A e estimula o reparo das quebras em dupla fita do
DNA. Este estudo revelou que pacientes com cancer de mama e ovario, que apresentam aumento
de expressio de TOP2A e DXL4 nao respondem bem ao tratamento com antraciclinas
(doxorrubicina e daunorrubicina) quando comparados com pacientes que apresentam aumento de
expressdo de TOP2A4 e diminui¢do de DLX4(Trinh et al., 2013). A andlise de arrays ndo revelou
uma alteragdo significativa na expressdo de DLX4 (FC=0.9). Os nossos dados indicam que a
regulacdo de expressdo de 7TOP24 em CCEL ¢ mediada pela acao do Asa-miR-143-3p. Desta
forma, os casos contendo essas alteragdes poderiam ser alvos para o tratamento com antraciclinas
(uma das estratégias terapéuticas segundo o guia de tratamento dos tumores em cabeca e pescoco;
(Pfister et al., 2014). Os casos contendo essas alteragdes seriam melhor responsivos a esse
tratamento. Para o nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo relatando uma associagao entre
0 hsa-miR-143-3p ¢ o gene TOP24 em CCEL, alvo que poderia ser usado como marcador
molecular e terapéutico.

O nosso estudo revelou aumento de expressdo do hsa-miR-21-5pnos tumores quando
comparado aos controles (FC= 1.2). Ohsa-miR-21-5p ¢ descrito em literatura como alterado em
varios tipos de cancer incluindo carcinoma géstrico, adenocarcinoma ductal de pancreas,
carcinomas de cabega e pescoco, incluindo de cavidade oral (Chang ef al., 2008; Zhang, Z. et al.,
2008; Kadera et al., 2013; Kawakita et al., 2013). Este miRNA tem como alvos diferentes

transcritos expressos em diversos tipos celulares. Um estudo utilizando varias linhagens celulares
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de carcinoma de esdfago e cabega e pescogo relatou o aumento de expressdo deste miRNA, sendo
confirmado por RT-qPCR em amostras tumorais fixadas em parafina (Kimura et al., 2010). Dados
semelhantes foram relatados em 121 carcinomas renais, sendo confirmado por RT-qPCR. As
alteracdes no hsa-miR-21-5p foram associadas com sobrevida diminuida (Faragalla et al., 2012).
Estes estudos fazem correspondéncia com nosso achado, além disso o nosso estudo detectou
aumento de expressdo do Asa-miR-21-3p (FC=2.3), fita contraria ao hsa-miR-21-5p contida no
harpin do pré-miRNA.

Em carcinomas de laringe, Liuet al. (2009) relataram o aumento de expressao do hsa-miR-
21-5p. Os autores utilizaram a linhagem celular Hep-2e demonstraram que a expressao ectopica
deste miRNA suprime a proliferagdo (ensaio de formacao de colonias). Além disso, foi relatado
que o gene BTG2 ¢ alvo deste miRNA. Foi observada uma diminui¢do na expressdo do gene
BTG2 (FC= -1,0) na andlise de arrays, embora nao significativa pelos critérios adotados no
nosso estudo. Um outro alvo deste miRNA relatado em literatura ¢ o gene supressor de tumor
PDCD4. Em linhagens celulares de carcinoma do conduto biliar (colangiocarcinoma), a inibi¢ao
deste miRNA aumentou os niveis do supressor PDCD4 e do inibidor de metaloproteinase
TIMP3(Selaru et al., 2009). Em carcinomas orais, Reis et al.(2010) relataram a diminuicdo da
expressao do supressor tumoral PDCD4e aumento da expressdo dokisa-miR-21-5p, os quais foram
associados com invasdo e metastase linfonodal. Na linhagem celular TPC-1 (derivada de
carcinoma papilifero de tiredide), o aumento de expressdo deste miRNA promoveu a proliferagdo e
a invasdo celular, além de mostrar uma correlacdo negativa com o nivel de expressdo do gene
PDCD4(Zhang, J. et al., 2014). Em nossoestudo foi detectada diminui¢ao de expressao de PDCD4
(FC = -1.4), e uma tendéncia a diminuicao na expressao de 7/IMP3 (FC = -0.9). Estes achados
reforcam a nossa hipotese de que o hsa-miR-21-5p regula a expressao destes genes. A alteragdo
destes drivers esta associada com processos de proliferacdo e invasado celular os quais poderiam ser
confirmados em analises funcionais em culturas celulares de CCEL.

A importancia do hsa-miR-21-5p como marcador de diagndstico, preditivo e de resisténcia
ao tratamento tém sido relatada recentemente onde varios autores usaram técnicas ndo invasivas de
deteccdo como em plasma ou soro de pacientes. Tsujiuraet al.(2010) avaliaram o plasma de 10
pacientes com cancer gastrico (antes e apoOs a cirurgia) e relataram o aumento na expressao de
quatro miRNAs, incluindo o Asa-miR-21-5p no plasma obtido antes da cirurgia. Um enfoque
similar foi aplicado em cancer de pulmao detectando o aumento de expressao de hsa-miR-21-5p e
hsa-miR-24-5p no soro dos pacientes antes da cirurgia (Le et al., 2012). Em carcinomas de mama
também foram detectados os hsa-miR-21-5p e hsa-miR-92a-5pno soro dos pacientes, sendo a

expressdo aumentada destes miRNAs associada com tamanho tumoral e metastase em linfonodos
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(Sietal.,2013). Além disso, a expressdo aumentada do hsa-miR-21-5p também foi encontrada nos
exossomos dos pacientes com cancer colorretal (Ogata-Kawata et al., 2014). A presenga de altos
niveis do Asa-miR-21-5p no soro de pacientes com osteosarcoma foi associada com estadio
avancado e resisténcia ao tratamento com quimioterapia adjuvante (cisplastina, metrotexato e
fosfamida) (Yuan et al., 2012). Estes achados poderiam ser confirmados no soro ou plasma dos
pacientes com CCEL para confirmar o papel destes miRNAs como drivers.

Em cancer de ovario, este aumento de expressao do hsa-miR-21-5p foi associado com a
resisténcia a cisplatina, uma vez que o miRNA inibe o alvo PDCD4(um gene envolvido no
processo de apoptose), a restauracdo da expressao de PDCD4 atuaria sensibilizando as células e
melhorando o efeito da cisplatina (Chan, Blansit, e al., 2014). Assim, este miRNA poderia ser
usado como marcador para auxiliar na decisdo da melhor estratégia de tratamento quimioterapico
em CCEL pelo fato da cisplastina ser um dos agentes quimioterapicos usado nestes pacientes.

Um recente estudo revelou o potencial de Berberine (alcaldide natural usado na medicina
tradicional chinesa) para diminuir a expressdo deste miRNA (hsa-miR-21-5p) e aumentar a
expressdo do gene supressor PDCD4 nas células de mieloma multiplo (Luo ef al., 2014), um
farmaco que poderia ser testado como terapico em CCEL. No nosso estudo o gene supressor
tumoral PDCD4 foi encontrado com diminui¢do de expressao (FC= -1.4), demonstrando que este
gene ¢ regulado pelo hsa-miR-21-5p em CCEL, concordante com os estudos funcionais relatados
em literatura.

A diminui¢do da expressdo do gene ERBB4 (FC= -3,3) e PDCD4(FC= -1,4) nos arrays de
expressao foi confirmada pelo banco de dados TCGA. A andlise de expressdo desses transcritos
por RT-qPCR foi realizada apenas para o gene ERBB4. A expressdao destes genes foi
correlacionada negativamente com seu miRNA regulador predito, o Asa-miR-21-5p o qual
apresentouaumentosignificativo de expressao nos tumores (FC = 1,2). Estes dados sugerem que
um dos mecanismos de regulacdo da expressdao dos genes ERBB4 ¢ PDCD4 em CCELocorrepelo
hsa-miR-21-5p.

O gene ERBB4 (2q33.3-q34) faz parte da familia de receptores EGFR, a qual compreende o
EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, HER3/ErbB3 e HER4/ErbB4. As proteinas desta familia tem
atividade tirosina quinase (Carpenter and Cohen, 1990). O gene ERBB4 tem sido relatado com
aumento de expressao em varios tumores incluindo meduloblastoma, melanoma, mama e
carcinoma oral (Gilbertson et al., 2001; Prickett et al., 2009; Kurppa et al., 2014; Silva et al.,
2014). Em sarcomas de Ewing, o aumento e a ativagdo do ERBB4 suprime o anoikis e induz a
resisténcia a quimioterapia, além de promover o fendtipo metastatico em linhagens celulares pela

ativacao das vias PI3K-Akt e de adesao focal dependente de quinase (FAK) (Kang et al., 2007). O
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achado de diminuicao da expressao deste oncogene (FC= -3,2) em CCEL, confirmada pelo banco
de dados externos e na analise em amostras independentes, revela que nestes tumores este evento ¢
critico e pode ser regulado pelo Asa-miR-21-5p. Entretanto, experimentos funcionais sao
necessarios para confirmar esses achados. No entanto, o gene PDCD4 apresentou diminuigdo de
expressao por ser um alvo confirmado de regulacio por este miRNA (Reis ef al., 2010; Bronnum
et al., 2013). Para o nosso conhecimento, esse ¢ o primeiro relato quemostra uma associagao entre
0 hsa-miR-21-5p e os genes ERBB4 ¢ PDCD4, os quais poderiam ser usados como marcadores
moleculares e terapéuticos, especialmente na hora de decisdo pelo uso de inibidores do receptor
EGFR.

O nosso estudo revelou aumento da expressao (FC= 6.1) do Asa-miR-92a-3p nos tumores
quando comparado aos controles. Este miR faz parte do clustermiR-17-92 mapeado em 13q31.3, o
qual tem funcdo oncogénica descrita em algumas doengas malignas (Hayashita et al., 2005). A
expressdo elevada do hsa-miR-92a-3p foi relatada em varios tipos de cancer, incluindo pulmaoe
suas metastases, carcinoma hepatocelular, carcinoma de esdfago e cancer colorretal (Hayashita et
al., 2005; Huang et al., 2010; Shigoka et al, 2010; Chen et al., 2011). Recentemente e
contrariamente a esses dados prévios, foi relatada a diminuigdo de expressao do hsa-miR-92a-3p em
linfoma ndo Hodgkin, mieloma multiplo e cancer de mama(Ohyashiki et al., 2011; Nilsson et al.,
2012; Yoshizawa et al., 2012).

Em uma meta-analise, Luo ef al.(2011)relataram 20 estudos de expressao de miRNAs em
tecidos tumorais e trés estudos realizados no plasma de pacientes com carcinoma colorretal. Os
autores verificaram que o hsa-miR-92a-3p apresentava expressdo aumentada em uma parcela
significativa destes estudos, tornando-o um marcador de progndstico de facil deteccao utilizando o
plasma dos pacientes com CCEL.

Os nossos resultados mostraram o aumento da expressao do hsa-miR-92a-3p na andlise de
microarrayo qual foi confirmado por RT-qPCR em um grupo de amostras independentes.
Semelhante aos nossos achados,Chen ef al. (2011)relataram a expressao aumentado deste miRNA
em amostras de carcinoma de esofago. Os autores também encontraram correlagdo significativa
deste achado com a presenca de metastase linfonodal, estadiamento TNM (III) e pior prognostico.
Por ensaios funcionais, o hsa-miR-92a-3p modulou migragdo e invasdo tumoral, mas ndo mostrou
relacdo com os processos de apoptose e proliferacdo nas linhagens celulares derivadas de
carcinoma de esdfago. Os autores ainda mostrarama regulacdo direta deste miRNA com o
supressor tumoral CDH(E-caderina), responsavel pela adesdo celular entre células. A restauracao

da funcdo da CDHI foi capaz de inibir a invasdo e a progressdo tumoral. O nosso estudo nao

75



detectou alteracao significativa de CDHI (FC= -0.3) na analise de arrays, sugerindo outros alvos
para este miRNA em carcinomas de laringe.

O gene KLF2 (mapeado em 19p13.11) apresentou diminui¢do de expressao do transcrito
(FC= -2,1) na anélise de array do nosso estudo e pelo banco de dados TCGA. Foi também
correlacionado negativamente com seu miRNA regulador predito, hsa-miR-92a-3p, que por sua
vez foi encontrado com aumento de expressao nos tumores (FC = 6,1). Estes dados sugerem que
em CCEL um dos mecanismos de regulagao da expressao do gene KLF2 se da pelo hsa-miR-92a-
3p.

O gene KLF?2 faz parte da familia de fatores de transcri¢do (zinc finger), sendo relatado na
regulagdo de diversos processos biologicos, como crescimento, diferenciacdo e inflamagdo
(Tetreault et al., 2013; Limame et al., 2014). O gene KLF?2 apresenta-se com diminui¢do de
expressdo em varios tumores incluindo leucemia mieldide aguda, prostata, mama e ovario (Wang
et al., 2005; Duhagon et al., 2010; Humbert ef al., 2011). Este gene é considerado um supressor de
tumor por atuar como inibidor de crescimento (Tetreault, Yang and Katz, 2013) e na angiogénese
por inbir a expressdo de HIF-1o (Kawanami ef al., 2009) sendo também o regulador critico do
VEGFR2(Bhattacharya et al., 2005). Além de ser regulado epigeneticamente, o gene KLF2 pode
ser regulado por vias de sinaliza¢do (upstream). Um estudo utilizando as linhagens tumorais de
mama (MDA-MB-231 e MCF-7), prostata (PC3 e LNCaP) e osteosarcoma (U20S) revelou que o
silenciamento do gene KLF2 ¢ mediado pelo complexo repressor polycomb (EZH?2) que se liga no
final 5> do gene KLF2. Tal ligagdopromove a metilagdo do promotor do gene KLF2, fato que
promove a inibigdo de ligacdo entre a RNA polimerase e o promotor. As analises funcionais
mostraram que a restauragdo da funcdo deste gene mostrou efeitos antitumorais nessas linhagens
celulares (Taniguchi et al., 2012). Outro estudo utilizando a linhagem celular H1299 derivada de
cancer de pulmao revelou que o gene KLF2 ¢ alvo da proteina SMURF1 ubiquitina ligase que leva
o gene para uma degradagdo proteossomica (Xie ef al., 2011). Recentemente, Wanget al. (2013)
relataram que o gene KLF?2 ¢ alvo de FBW7, uma proteina que medeia a degradacdo de varias
proteinas, incluindo c-Myc, Ciclina E, c-Jun, C/EBPa, Notch e KLF5. Os autores mostraram que o
FBW7 identifica os dois sitios conservados de forsforilagio conhecidos como
phosphodegronCDC4 (CPD)do KLF2 promovendo a sua degradacdo. Em nosso estudo ndo foi
detectada alteragdo significativa na expressao dos gene EZH2 (FC= 0.05), SMURFI (FC=0.3) e
FBW?7 (FC=-0.5), o que confirma o nossa hipotese de que a regulagao do gene KLF2em CCEL ¢
mediada pelo hsa-miR-92a-3p.

Foi também detectado neste estudo a diminui¢dao da expressdo do hsa-miR-92a-3p (FC=

3.2) nos tumores quando comparado aos controles. A expressao dohsa-miR-93-5p foi relatada
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como alterada em varios tipos de cancer incluindo o carcinoma nasofaringeo, glioma, cancer de
mama e pulmao (Deng et al., 2014; Tang et al., 2014; Yang, F. et al., 2014; Zhu et al., 2014). Shi
et al. (2014) utilizando as linhagens 786-O e 796-P derivadas de carcinoma renal, revelaram
mediante ensaios in vitro e in vivoque o tratamento com TFG-beta nas células induz a parada de
ciclo celular, suprime o crescimento e regula a expressdo de RBL2, além de inibir a expressao do
hsa-miR-93-5p, e este mecanismo de interagdo induz a inibicao de crescimento nestas células. A
hipotese deste mecanismo sugerido pelos autores poderia ser confirmado em nivel funcional
utilizando células derivadas de CCEL.

Um recente estudo em carcinomas de laringe relatou um aumento de expressao do /sa-
miR-93-5p e uma diminui¢do de expressao do gene CCNG2, os quais estdo associados com
metastase em linfonodos e com alto grau histoldgico (Xiao et al., 2014). Os autores utilizando
células Hep-2 e ensaio da luciferase demonstraram que CCNG?2 ¢ alvo direto deste miRNA e que o
silenciamento deste miRNA inibe o processo de carcinogénese (Xiao et al., 2014). Concordante
com estes achado nds detectamos um aumento deste miRNA e uma diminui¢do na expressdo do
CCNG?2 (FC= -0.7), entretanto ndo foi observada associacdo com metastase em linfonodos e grau
histologico avancado.

A importancia do hsa-miR-93-5p como marcador diagnostico, preditivo e de resisténcia a
tratamento tem sido relatado por técnicas ndo invasivas de deteccao utilizando plasma ou soro de
pacientes. Wang et al.(2013) avaliaram o plasma de 241 de pacientes com cancer colorretal
(triagem = 80, teste =112, validacdo = 49). Os autores detectaram diminui¢@o na expressao do /sa-
miR-93-5p no plasma dos pacientes em relagdo aos doadores normais de plasma. Um enfoque
similar em cancer de cabega e pescoco detectando revelou a diminuigdo de expressao de quatro
miRNAs incluindo Asa-miR-21-5p e hsa-miR-93-5p no soro dos pacientes e nas linhagens
celulares apos quimioterapia e radioterapia., Oos autores concluiram que a resposta ao tratamento
pode ser monitorada por estes miRNAs, sendo que o aumento de expressdo dos mesmas estaria
associado com baixa resposta a quimioterapia e radioterapia (Summerer ef al., 2013). Esses dois
miRNAs foram detectados no presente estudo e poderiam ser avaliados no soro e plasma de
pacientes com CCEL e teriam potencial para serem novos marcadores preditivos em CCEL.

A diminuigdo da expressdo do gene HLF (FC= -3,5) também verificada no banco de dados
TCGA e no presente estudo foi correlacionada negativamente com seu miRNA regulador predito,
hsa-miR-93-5p, o qual apresentou aumento de expressao nos tumores (FC = 6,1). Estes dados
sugerem que em CCEL um dos mecanismos de regulacdo da expressdo do gene HLF se da pelo

hsa-miR-93-5p.
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O geneHLFcodifica o fator de leucemia hepatica, proteina que faz parte da familia de
fatores de transcricdo (PAR bZIP) (Falvey et al., 1995). A expressao do gene HLF esté relacionada
com a regulacao do ritmo circadiano (Gachon, 2007) e relatada como alterada em tumores
humanos. Por exemplo,em leucemias a expressao aberrante ¢ devido a translocacao t(17;19) que da
origem a uma proteina quimérica (E2A-HLF) (Look, 1997), a qual atua inibindo a morte celular
por inativagdo da apoptose. Esse mesmo efeito foi relatado em células epidérmicas de camundongo
(Waters et al., 2009) e possivelmente em células tronco tumorais (Dorn et al., 2009). Em nosso
estudo foi observado a diminui¢dao da expressao do gene HLF , achado contrario ao relatos em
literatura, que indicam que o produto do gene HLF atua inibindo a apoptose e, portanto, atua como
um oncogene especialmente em leucemias (Smith et al, 2002). Estudos funcionais serdo
necessarios para desvendar o papel de HLF no processo de carcinogénese em CCEL.

No presente estudo foram descritos genes e seus respectivos miRNAs reguladores preditos
obtidos da andlise integrada descritos na Tabela S8. Os nossos resultados foram contrastados com
os achados descritos em literatura dando suporte adicional para os mecanismos de regulacdo de
genes alvos por miRNAs em CCELs, por exemplo, o aumento de expressdo de MMP9 e mediada
pelo Asa-miR-218-5p, assim como o aumento de expressao de MMP3 e mediada pelo Asa-miR-
204-5p, o aumento de expressdo de TOP2A mediada pela agdo do hsa-miR-143-3p e ndo pela agdo
do fator de transcricdo DLX4. Também foram descritos genes alterados e seus respectivos
inibidores como possiveis alternativas de tratamento, por exemplo, uso do farmaco SAHA ¢ a
colagenase de Clostridium histolyticum como inibidores de COL34, o farmaco Berberine que
inibe a expressdo do hsa-miR-21-5p, além disso, aplicacdo de antagomirs e mimics para aumentar
ou diminuir os niveis de miRNAs cujos genes alvos estdo associados com processos de invasdo e
metastase (HMGA2, LAMC2, COLIAI, COLI10A1, MMP3, MMP9, MMP13 e COL3AI). Desta
forma, as células tumorais de laringe seriam mais sensiveis a tratamentos especificos baseados nos
achados moleculares ou haveriam alternativas quando ha evidéncias de que determinados genes
alvos de terapias ndo estdo alterados (por exemplo, ERBB4). Andlises funcionais em in vitro e in
vivo poderdo ser realizados utilizando células derivadas de CCEL, para dar validade aos achados e
hipdteses geradas no presente estudo.

A analise para avaliar a relagdo entre as alteragdes da expressao de transcritos € de miRNAs
como alvos para tratamentos usando quimioterapicos especificos revelou alvos de drogas e
diversas interagdes entre miRNA-gene-droga que poderiam ser utilizadas como testes de screening
como analise preditiva para uma melhor conduta a ser utilizada no tratamento de pacientes com

CCEL.
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Essa abordagem foi capaz de demonstrar que o celecoxibe poderia ser uma nova droga a
ser considerada no tratamentodos pacientes com CCEL. Esse fAirmaco possui a habilidade de inibir
a expressao COX-2 e aumentar expressao de PPARG, uma proteina que tem um efeito anti-
neoplasico relatada em cancer gastrico (Zhang et al., 2009). Também ja foi relatado que este
inibidor de COX-2 inibe a expressdo das metaloproteinases 2 e 9 relacionadas em processos de
metastase(Steenport et al., 2009; Jendrossek, 2013; Li, W. W. et al., 2014). No presente estudo, os
genes que codificam as metaloproteinases 2 e 9 apresentaram aumento de expressao e os miRNA
reguladores também apresentaram alteracao inversa. Para o nosso conhecimento, esse € o primeiro
estudo a relatar as interagdes entre alvos (genes e miRNAs)em pacientes com CCEL. Celocoxibe
ndo s6 inibe metaloproteinases mas também participa em diversas vias com efeitos anti-
tumorais(Figura Suplementar 1S) e seria uma alternativa para casos apresentando essas alteracoes.

Um outro farmaco que poderia ser utilizado nos pacientes com CCEL segundo os dados do
nosso estudo ¢ o Cilengitide. Esta droga sintética contem peptideos conhecidos como RGD
(formados por sequéncias de Arg-Gly-Asp), que se ligam a proteinas e integrinas da matriz
extracelular, reconhecendo e interagindo com as integrinas avB3 e avPB5 para inibi-las (Mas-
Moruno ef al., 2010). Wang et al. (2014) em estudos prévios detectaram aumento de expressdo das
integrina av (/ITGAV) em amostras de laringe e hipofaringe (Lu et al., 2009; Lu et al., 2011; Li et
al., 2013). Utilizando a linhagem Hep-2 os autores relataram que cilengitide diminui a expressao
de ITGAV uma vez que os peptideos da droga impedem que as integrinas se liguem com seus
ligantes.Dessa forma sdo bloqueadas as vias de sinalizacdo mediada por integrinas reduzindo o
risco de invasdo e metéastase (Wang et al., 2014). Em nosso estudo foi detectado um aumento de
expressao desta integrina a qual € potencialmente regulada pelo ssa-miR-140. Estes dados sugerem
que cilengitide poderia ser usada no tratamento de pacientes com CCEL que apresentam aumento
de expressdo ITGV e o efeito desse fArmaco poderia ser reforgado com a restauragdo da expressao
ectopica do hsa-miR-140.

Além dos dados descritos, também foram identificados varios genes envolvidos no
mecanismo de resisténcia a cisplatina os quais também foram relatados em alguns tipos de cancer.
O aumento de expressao do gene GJAIfoi associado com a resisténcia a cisplatina em cancer de
ovario (Li et al., 2007), e no nosso estudo foi observado um aumento de expressdo deste gene,
além da diminui¢do da expressao do seu regulador predito, ohas-miR-29a-3p. O aumento da
expressao de GPX7 também esta relacionado com a resisténcia a cisplatina em cancer de pulmao
(Li, Sun, et al., 2011). Em nosso estudo esse gene também apresentou aumento de expressao, além
do cluster de miRNAs has-miR-29, reguladores preditos deste gene, apresentarem diminui¢do de

expressdo. O aumento de expressdo de HOXB9 também foi relacionado com a resisténcia a
79



cisplatina e carboplatina em cancer de pulmao e varios outros tipos de cancer (Tang et al., 2011;
Seki et al., 2012; Sha et al., 2013; Huang et al., 2014). No presente estudo esse gene apresentou
aumento de expressdo ¢ uma correlagdo negativa com o has-miR-29b-3p, um regulador predito
deste gene. Em cancer colorretal, a resisténcia a cisplatina foi relacionada com o aumento de
expressdo de NEK2(Suzuki et al., 2010). Esse gene também apresentou aumento de expressao no
presente estudo, mediado em parte pela diminui¢do da expressdo do has-miR-27b-3p. Em resumo,
a investigacao da expressao destes genes e miRNAs poderia auxiliar na melhor conduta terapéutica
a ser utilizada em pacientes com carcinomas de laringe.

A diminuicdo de expressdo do gene ATP7B foi relacionada com a resisténcia a cisplatina em
cancer de pulmao (Nakagawa et al., 2008; Inoue et al., 2010). Em nosso estudo este gene
apresentou diminui¢do de expressdo, e seu regulador predito, o has-miR-92a-3p apresentou
aumento de expressao. A diminui¢ao de expressao de TOP2Afoi relacionada com a resisténcia a
cisplatina e carboplatina em cancer de bexiga e outros tipos de cancer (Takata et al., 2005; Burgess
et al., 2008; Le Scolan et al., 2008).Em nosso estudo o gene7TOP2A apresentou aumento de
expressao, além disso, o0s miRNA hsa-miR-376¢-3p, hsa-miR-23b-3p, hsa-let-7c-5p e hsa-mir-143-
3p reguladores preditos deste gene apresentaram diminui¢do de expressdo. Estes dados mostram
novamente que ha alteragdes moleculares capazes de auxiliar na a decisdo terapéutica para
pacientes com carcinomas de laringe. Ha relatos indicando queocorre resisténcia a este tratamento
por diferentes mecanismos (Shen et al., 2012; Jacobsen and Honecker, 2014). A diminui¢dao de
expressao de PDCD4foi relacionada com resisténcia a cisplatina em cancer de ovario e lingua (Liu,
S. et al., 2013; Sha et al., 2013; Li, H. et al., 2014). No6s tambémencontramos diminui¢do da
expressao deste gene o que poderia ser explicado pela diminui¢do de um dos reguladores preditos
para esse gene, o has-miR-21-5p e como consequéncia estes pacientes teriam resisténcia ao
tratamento. Uma alternativa poderia ser o uso de um inibidor (antagomir) para o has-miR-21a qual
poderiarestaurara expressdo do gene PDCD4, que por vez faria com que as células tumorais
fossem mais sensiveis a docetaxel (Shi et al., 2010).

Assim, a construcao de um painel de genes e miRNAs capazes de auxiliar na decisdao
terapéutica para pacientes com carcinomas de laringe teria extrema importancia, diminuindo o uso
tratamentos ineficazese selecionando aqueles mais efetivos segundo o perfil molecular. Em
conjunto estes achados sugerem que ¢ possivel modular a resposta ao tratamento nos pacientes
com CCEL com as drogas disponiveis no mercado, as quais interagem diretamente com o produto

dos genes ou que modulam indiretamente a expressao do gene por meio do miRNA alvo.
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7. CONCLUSOES

Foram identificados 89 miRNAs diferencialmente expressos (FC>2) em CCEL sendo 35
miRNAs confirmados em banco de dados externo (TCGA), os quais apresentram a
mesma direcdo de expressdao; entre os 1.680 transcritos codificadoresconsiderados
significativos, 846 foram confirmados como alterados pelo TCGA.

A andlise integrada entre dados de expressao de transcritos codificadores e de miRNAs,
revelou 42 interagdes significativas experimentalmente observadas com correlacdo
inversa envolvendo 15 miRNAs e 33 genes como potenciais marcadores moleculares
associados aos carcinomas de laringe.

A avaliagdo de vias moleculares in silico revelou alteragdo na expressdo de genes
regulados por miRNAs, cujos produtos protéicos foram associados com a composicao e
remodelagdo da matriz extracelular (MMP3, MMP9, MMP10, MMP13, COLI0AI e
COL3AI) e genes associados com processos de carcinogénese (CAVI, ERBB4, HLF,
HMGA2, HOXB6, KLF2, LAMC2, PDCD4, PPPIR3 e TOP2A). Foi também detectado o
envolvimento demiRNAs candidatos a reguladores desses genes (hsa-miR-199b-5p, hsa-
miR-218-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-143-3p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-29¢-3p, hsa-
miR-21-5p, hsa-miR-93-5p, hsa-miR-92a-3p e hsa-let-7c-5p).

O hsa-miR-199b-5p regula epigeneticamente os genes CAVI, HOXB6 e LAMC2,
associados com diferentes processos tumorais incluindo o CCEL.

O hsa-miR-218-5pregula os genes COLIAI, COL10A1 e MMP?9 os quais estdo associados
com invasao e metastase em CCEL sendo um candidato a alvo para terapia.

Foi verificada uma associag@o entre o aumento de expressdao de MMP9,MMP3 e TOP24 e
a diminuicdo da expressdo do hsa-miR-218-5p,hsa-miR-204-5p e hsa-miR-143-3p,
respectivamente, € nao por outros mecanismos como descritos em literatura .

O nosso estudo deu evidéncias adicionais que o hsa-miR-125b-5p regula os genes
HMGA2 e MMPI3, os quais estdo associados com o céancer de laringe e o
desenvolvimento de metastases. A expressdo do hsa-miR-29c-3p foi detectada como
associada inversamente com a expressao do gene COL3A41, o qual estd associado com a
transicao epitélio-mesénquima (EMT). Este gene poderia ser inibido usando o farmaco
SAHA ou a colagenase de Clostridium histolyticum como previamente relatado em

estudos funcionais que apresentaram alteracao no COL3A1.

81



Uma estratégia proposta ¢ a analise dos hsa-miR-21-5p, hsa-miR-93-5p € hsa-miR-92a-3p
no plasma e soro de pacientes com CCEL, os quais poderiam ser usados como marcadores
preditivos. Uma alternativa para casos com alteragdo do hsa-miR-21-5p seria o uso de
berberine ja demonstrado como capaz de inibir a sua expressao.

Estratégias usando antagomirs e mimics poderiam ser Uteis para aumentar ou diminuir 0s
niveis de miRNAs reguladores de genes que foram associados com processos de invasao e
metastase e resisténcia ao tratamento (HMGA2, LAMC2, COLIAI, COLI10AI, COL3Al,
MMP3, MMP9, MMP13, PDCD4, TOP2A, KLF2 ¢ LAMC?2).

Foram confirmadas em amostras independentes as alteragdes nos niveis de expressao dos
miRNAs hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-218-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-
miR-29¢-3p e hsa-miR-92a-3p, evidenciando seu papel como marcadores moleculares em
carcinomas de laringe.Foram também confirmados os niveis de expressdo dos
transcritosERBB4, HLF, HMGA2, COL10A1, COL3A41, MMP3, MMPI0, MMPI3,
PPIR3C e TOP2A.

O aumento de expressdo do Ahsa-miR-99a foi associada com pacientes tabagistas. Uma
andlise exclusivamente em 11 pacientes do género feminino revelou miRNAs alterados
associados significativamente com consumo de tabaco (hsa-miR-1238, hsa-miR-1281 ¢
hsa-miR-149), alcool (hsa-miR-183), grau histologico (9 miRNAs), recidiva (hsa-miR-
197, hsa-miR-3127, hsa-miR-3907 e hsa-miR-4291) e invasdo perineural(hsa-miR-432).
Em pacientes de género masculino foram detectados alteragdes nos niveis de expressao
dos miRNAs com consumo de tabaco (hsa-miR-99a) e 6bito pela doenca (hsa-miR-134,

hsa-miR-640 e hsv2-miR-H24).
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9. FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura S1. Celecoxib (Celebrex) inibidor seletivo de (PTGS2/ COX-2) usado no tratamento de osteoartrite e
artrite reumatoide. Atua diminuindo a sintese de prostaglandinas por meio da inibigdo de COX-2. Os
mecanismos anti-tumorais de celecoxib envolve indu¢do de apoptose, parada de ciclo celular e regulagdo de
angiogénese;este Ultimo por diminuir a expressio VEGFA e inibirMMP9.Imagem modificada da fonte:
//'www.pharmgkb.org/
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Figura S2.Dendogramas representativos dos miRNA diferencialmente expressos na comparagdo com os dados clinicos dos 33 pacientes com carcinomas de laringe. A —Analise de
clusterizag@o supervisionada entre tabagistas (azul) e ndo tabagistas (vermelho) B —Observa-se a analise de agrupamentos entre os pacientes responsivos ao tratamento (azul) versus
aqueles responsivos (vermelho) C- Comparagio entre os pacientes HPV positivos (vermelho) e negativos (azul). D — Principal component analysis(PCA), mostrando dois
agrupamentos distintos segundo a genotipagem do HPV (HPV16 : preto e HPV negativo: vermelho). Azul: miRNAs com expressdo diminuida; vermelho: miRNAs com expressao

aumentada.

Figuras geradas software GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies).
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de grau I (vermelho) versus grau II (azul). O azul corresponde a miRNAs com expressdo diminuida e vermelho corresponde a miRNAs com expressdo aumentada dentro da escala.

Figuras geradas software GeneSpring 12.6 (Agilent Technologies).
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10. TABELAS SUPLEMENTARES

As tabelas suplementares estardo disponiveis apds publicagdo do artigo, para maior informacdo sobre
as tabelas podem ter acceso apds previa consulta utilizando o email: rogatto@fmb.unesp.br ou
silvia.rogatto2(@gmail.com.
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