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RESUMO

Determinacao da expressao génica, de microRNAs e proteinas envolvidos em vias

carcinogénicas do carcinoma adenoide cistico de cabeca e pescoco

O carcinoma adenoide cistico de cabeca e pescogo é uma neoplasia relati-
vamente rara e a segunda neoplasia maligna mais comum em glandulas salivares.
Até o presente momento sdo desconhecidos estudos que conseguiram tragar uma
avaliacdo que contemple expressdo génica, de microRNAs e de proteinas nos carci-
nomas adenoides cisticos. Neste estudo foi avaliado o perfil de expressdao de mRNAs
e microRNAs a partir de amostras parafinadas de carcinomas adenoide cisticos de
cabecga e pescoco e a avaliagdo da expressdo de proteinas fosforiladas a partir de
lisado de tecido tumoral congelado das amostras disponiveis dos mesmos pacientes.
As anélises estatisticas e bioinformaticas contemplaram uma avaliacao integrada
entre as vias de carcinogénese e o perfil de expressdo dos mRNAs e miRNAs, bem
como a associagao de critérios clinico patolégicos (topografia, padrao histolégico,
invasao perineural, invasao angiolinfatica, extravasamento capsular e status da mar-
gem cirurgica) e sobrevida global. Utilizando a plataforma NanoString que permitiu
uma maior acuracia na deteccdo de biomarcadores mesmo na utilizacdo de amos-
tras de RNA altamente degradadas, o presente trabalho permitiu a identificagdo
de mRNA e microRNAs utilizando um painel de genes sabidamente relacionados
ao cancer e esses achados foram associados especificamente as vias de carcinogé-
nese e expressao de proteinas em carcinoma adenoide cistico. Entre os 19 pacientes
avaliados, os principais achados mostraram a expressao aumentada de MYB em 7
pacientes e NFIB em 4, evidenciando a possivel co-expressdo de ambos em alguns

casos.No subtipo histologico sélido, trés principais genes da via de reparo de DNA



(RAD51, FANCA e H2AFX) encontraram-se induzidos. Ao avaliar a sobrevida
global a partir do agrupamento de padrio de crescimento cribriforme juntamente
com o tubular apreesentou uma sobrevida mediana de 215 meses. Em contraste,
o padrao de crescimento solido, sendo o subtipo mais agressivo, apresentou medi-
ana de 67 meses. Juntos, esses achados permitiram uma caracterizagdo completa e

aprofundada do carcinoma adenoide cistico de cabeca e pescoco.

Palavras-chave: 1. Carcinoma adenoide cistico 2. NanoString 3. Expressao de

microRNAs 4. Expressao génica 5. Proteinas fosforiladas



ABSTRACT

Determination of genic, microRNAs and protein expression of carcinogenic

pathways of adenoid cystic carcinomas of Head and Neck

Adenoid Cystic Carcinoma of the head and neck is the second most com-
mon tumor of salivary glands. To date, there is no studies that have been able to
perform an evaluation that contemplates gene expression, microRNAs and proteins
in cystic adenoid carcinomas. In this study, we evaluated the expression profile of
mRNAs and microRNAs from Formalin-Fixed Paraffin-Embedded (FFPE) samples
of head and neck Adenoid Cystic Carcinoma and the evaluation of phosphoryla-
ted protein expression from frozen tumor tissue lysate of samples available from
the same patients. Statistical and bioinformatic analyses included an integrated
evaluation between carcinogenesis pathways and mRNAs and miRNAs expression
profile, as well as the association of clinical-pathological criteria (topography, histo-
logical pattern, perineural invasion, angiolymphatic invasion, capsular leakage and
surgical margin status and overall survival). Using the NanoString platform that
allowed greater accuracy in detecting biomarkers even when using highly degraded
RNA samples, the present study allowed the identification of mRNA and microR-
NAs using a panel of genes known to be cancer-related and these findings were
specifically associated with the pathways of carcinogenesis and protein expression
in adenoid cystic carcinoma. Among the 19 patients evaluated, the main findings
showed increased expression of MYB in 7 patients and NFIB in 4, showing the
possible co-expression of both in some cases. In the solid histological subtype, th-

ree main genes in the DNA repair pathway (RAD51, FANCA and H2AFX) were



found to be induced. The overall survival from the cribriform growth pattern to-
gether with the tubular showed median survival of 215 months. In contrast, the
solid growth pattern, the most aggressive subtype, had a median of 67 months. To-
gether, these findings allowed a complete and in-depth characterization of adenoid

cystic carcinoma of the head and neck.

Keywords: 1. Cystic adenoid carcinoma 2. NanoString 3. MicroRNAs expression

4. Gene expression 5. Phosphorylated Protein



1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas Gerais do Carcinoma Adendide Cistico

1.1.1 Epidemiologia do Carcinoma Adendide Cistico

As neoplasias de cabega e pescogo acometem aproximadamente 900.000 pessoas
por ano, sendo considerada a sexta causa mais comum de morte por cancer!, podendo
comprometer diversos sitios anatomicos, por exemplo, cavidade oral, labios, glandulas
salivares, seios da face, cavidade nasal, faringe, laringe?.

De forma geral, os agentes associados com maior frequéncia a iniciacao e progres-
sao de alguns tipos classicos de tumores de cabeca e pescogo sao a exposicao aos agentes
presentes no cigarro e a ingestao frequente de alcool. Estima-se que aproximadamente
75% das neoplasias de cabeca e pesco¢o podem estar relacionadas com a combinacao de
ambos fatores?.

Assim, o total de 1% de todos os tumores malignos de cabega e pescogo sao
representados pelo carcinoma adenoide cistico, seguido por 10% dos tumores malignos
de glandulas salivares, o que apresenta um perfil de doenga. Sua incidéncia representa
0,4-2,0/100.000/ano. Nos EUA representa 6,0% dos diagnésticos de cancer de cabega e
pescoco, sendo apenas 0,3% de neoplasias de glandulas salivares, enquanto na Dinamarca
a incidéncia é de 1,1/100.000/ano?.

Em relagao a etiologia, devido a histologia complexa das neoplasias de glandulas
salivares, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS) as classificam em 20 tipos histolégicos
de tumores malignos. Caracteristicas como localizacdo anatomica, idade e género variam
entre elag® 6 7 8,

Além disso, a incidéncia dessa neoplasia varia conforme o tipo de glandula sali-



var. As glandulas salivares podem ser estratificadas em dois grupos: glandulas salivares

9 As glandulas salivares maiores possuem loca-

maiores e glandulas salivares menores
lizacao caracteristica, ja as glandulas salivares menores estao espalhadas pela cavidade
oral, labios, seios da face, cavidade nasal, faringe e laringe, contabilizando 600 a 1.000

unidades?.

A figura 1 ilustra a subdivisao anatomica das glandulas salivares maiores.

Glandula Parotida

Ducto da Parotida

Ductos
Sublinguais 4

Glandula Sublingual

Glandula Submandibular
Ducto Submandibular

Figura 1. Localizacdo anatdomica das glandulas salivares maiores. Modificado de
Panaccione!®.

Dentre os tumores malignos, o carcinoma adendéide cistico (CAC) é uma neopla-
sia relativamente rara, sendo a segunda neoplasia maligna mais comum das glandulas
salivares, com acometimento preferencial das glandulas salivares menores (60%). Entre
as glandulas salivares maiores, a glandula submandibular é o sitio mais frequente dessa
5 10; 11; 12

neoplasia

No contexto geral, o CAC apresenta uma incidéncia de 3 a 4.5 casos por milhao



de pessoas, abrangendo entre 10%-15% de todas as neoplasias de glandulas salivares e

13; 14; 15

correspondendo a 1% de todos os tumores de cabega e pescogo E comumente

diagnosticado em pacientes entre a 5* e 7* década de vida com predilecao pelo sexo

feminino, com razao F:M de 3:214 16:17: 18,

E importante considerar que o CAC néo se restringe apenas aos sitios topogra-
ficos de cabega e pescoco, sendo incidente também ainda que com menor frequéncia em
glandulas ex6crinas como mama, vulva, pele, prostata, vias aéreas e érgaos reprodutivos

12 14: 1516 () presente estudo concentra-se nos estudos moleculares de CACs de glandulas

salivares.

1.1.2 Comportamento Clinico e Histopatologia do Carcinoma Adendide Cistico

Em termos histéricos, foram Foote e Frazell (1953) que descreveram em glandulas
salivares maiores e menores o CAC'. Com o passar dos anos e o maior conhecimento
sobre esse tumor, a histéria natural do CAC ficou bem estabelecida e caracterizada por
crescimento lento, curso indolente, alta capacidade de invasao perineural e metastases a
distancia tardias® 2.

Em relagao a metastases, os sitios mais frequentes sao os pulmoes, seguido pelos

rins, ossos e cérebro?’ 22

. Uma vez identificadas lesdes metastaticas, a sobrevida média
¢ de 20 a 32 meses, dependendo do local da metéstase!l. A taxa de sobrevida livre de
recorréncia em 3 anos apés o diagnostico varia de 41% a 46%'% 25 23, Dados recentes
da literatura mostram que a sobrevida livre de doenga em 5 anos ocorre em 65-70% dos
pacientes, porcentagem essa reduzida para 30-40% quando essa sobrevida é avaliada em

15 anos, caracterizando dessa forma o alto perfil de morbimortalidade apresentado pela

doenca, a qual é a causa de 6bito de 80%-90% dos pacientes nos 15 anos apds o diagndstico



inicial®% 24,

Além da importancia prognéstica dos sitios primario e metastatico da neoplasia,
outros fatores contribuem para um prognostico desfavoravel: tipo histolégico, infiltracao
perineural em nervos de maior didmetro, margens comprometidas a resseccao cirurgica e
a presenca de estadios avancados. Além disso, a pior taxa de sobrevida é conferida pela
presenca de metdstase ¢ssea?’.

Em relagao aos tipos histolégicos, o CAC é constituido por uma dupla populacao
celular, formada por células epiteliais e mioepiteliais. As células tém fenotipo basaldide,
nicleos pequenos, angulados, com cromatina densa e exibem citoplasma muito exiguo,
com capacidade de produzir matriz extracelular que pode variar de aspecto mixdide a
material hialino?*.

Patey e Thackray (1958) estabeleceram a importancia de se caracterizar o padrao
de crescimento deste tipo de tumor uma vez que a agressividade esta diretamente ligada
ao padrao morfolégico predominante® 1. Desta forma, conforme mostrado na Figura 2,
sao identificados trés padroes de crescimento no CAC, a partir da extensao predominante,
sendo estes: tubular (grau I), cribriforme (grau II) e sélido (grau III), nos casos que apre-

sentam extensao de area solida 30% % 19.

O padrao tubular é constituido por células arranjadas em ninhos circundadas por
variavel quantidade de material eosinofilico e frequentemente estroma hialinizado. Ocasi-
onalmente pode haver aumento importante do estroma, levando a compressao dos blocos
celulares que podem ficar com aspecto trabecular. Tibulos bem formados sao facilmente
reconhecidos, com uma camada interna epitelial e a externa mioepitelial. O subtipo cri-

briforme é o mais frequente, composto de ilhas de células basaldides circundando espagos



Figura 2. Aspecto histopatolégico dos padrdes de crescimento do carcinoma adenoide
cistico com coloragdo hematoxilina-eosina: (A) Tubular; (B) Cribriforme; (C) Sélido.

cisticos de tamanhos variados, dando um aspecto de queijo suico. O padrao sélido contém
agregados de células basaldides sem formacao tubular ou cistica. Nesse padrao as células

podem ser maiores e pode haver maior pleomorfismo nuclear e necrose?* 2,

E importante ressaltar que, segundo classificacdo atual da Organizacio Mundial
da Satde (OMS), o padrdo de crescimento deve ser relatado ao invés de se estabelecer

uma categorizacao numérica para sua classificagdo, pois acredita-se apresentar relagoes

com processos moleculares®.

1.1.3 Tratamento do Carcinoma Adendide Cistico

Conforme ja descrito, o CAC é uma neoplasia com curso clinico indolente e com
comportamento clinico bastante agressivo. Dessa forma, como conduta terapéutica, a
resseccao cirurgica constitui a principal modalidade de tratamento. Entretanto, a extensa
infiltracao local e a disseminagao através da invasao perineural caracteristica nesta neopla-
sia frequentemente causam dificuldades para a obtengdo de um controle efetivo oncolégico
26; 27

com a cirurgia isolada

De forma complementar a resseccao, o tratamento radioterapico adjuvante pode



beneficiar o paciente, uma vez que este tumor é radio sensivel. Entretanto, como modali-
dade tnica de tratamento a radioterapia nao propicia a cura da doenga, mas sim é efetivo
na maioria dos casos para reducao do volume tumoral e, concomitante a cirurgia, tem
papel importante no controle local da doenca?®. Logo, a radioterapia como opcao isolada
de tratamento nao se mostra como uma conduta terapéutica elegivel para fins de cura,
mas poder ser considerada isoladamente como tratamento paliativol® 29,

Com papel menos importante na adjuvancia que o apresentado pela radioterapia,
a quimioterapia vem sendo utilizada associada & radioterapia como método terapéutico'*.
As drogas mais comumente utilizadas sao a carboplatina e o paclitaxel, que exibem res-
posta terapéutica ndo muito efetiva 4. As drogas terapia alvo dirigidas como inibidor de
¢-KIT (Imatinib) e inibidor de EGFR (Gefitinib, Cetuximab), inibidor de proteossoma
(Bortezomib) e inibidor de HER-2 e EGFR (Lapatinib), ja foram testadas em CACs,
e todas elas mostraram-se promissoras na estabilizacao da doencga. Devido a expressao
imunohistoquimica de ¢-KIT no CAC, foi tentado o tratamento com Imatinib, com resul-
tados muito variados (30). No entanto, os trabalhos relatam a auséncia de uma resposta

objetiva frente a terapias alvo dirigidas e também relatam observar a progressao tumoral

durante o tratamento®!.

1.2 Caracteristicas Moleculares do Carcinoma Adendéide Cistico

1.2.1 Dados Moleculares obtidos por Imunohistoquimica em Carcinoma Adendide

Cistico

A principal caracteristica do CAC é sua constitui¢ao por uma dupla populagao

celular, no qual as células mioepitelias apresentam expressao de queratinas, actina de



musculo liso, calponina, p63, proteina S100 e proteina acida gliofibrilar (GFAP), enquanto,
as células epiteliais também expressam queratinas, porém, nao expressam marcadores
mioepiteliais2.

Em paralelo, aproximadamente 78% a 100% dos CAC expressam c-KIT, cuja
marcacao nao esta associada a presenca de amplificagao ou mutagoes do gene c-KIT, uma

vez que a frequéncia de mutacoes do c-KIT é muito rara ou praticamente ausente'? 29

€,
quando presente, mostrou-se nao funcional em culturas celulares 2®. Somente um traba-
lTho mostrou uma alta frequéncia (88%) de mutacoes no gene c-KIT?!, mas o estudo foi
severamente criticado pela falta de qualidade metodolégica3?.

Até o momento, alguns marcadores moleculares expressos pelo CAC e avaliados
por método imunohistoquimico descritos na literatura incluem EGFR, HER-2, p53, c-
KIT, COX-2 e BCL2 38. Usando essa mesma metodologia, dados obtidos pelo nosso
grupo incluem resultados acerca da imunoexpressdo de FGFRI1 total em 97.2% (35/36
casos), PI3K total em 75.7% (25/33 casos), PI3K fosforilado em 47.2%(17/36 casos),
AKT total em 100% (35/35 dos casos), AKT fosforilado 79.5% (35/37 casos) e PTEN em
71.8% (23/32 casos).

Em relagao as proteinas FGFR1 e PI3K a literatura é escassa, e a frequéncia
de expressao dos mesmos até o presente nao foi estabelecida. No entanto, sabe-se que a
proteina PISK pode controlar miltiplas vias de sinalizacao celular, estando diretamente
relacionado com a carcinogénese e pode ser ativada pelos RTKs3*. J4 a presenca de
fosforilagdo de AKT foi reportada por De Lima et al.*® nos 22 CACs estudados (100%)
e por Volker et al®0 em 18 dos 29 casos de CAC estudados (62%). Finalmente, o PTEN

é tido como o principal inibidor de PI3K/AKT. Desta forma, a auséncia de expressao de

PTEN pode acarretar em um aumento da sintese de PI3K e consequente fosforilacao da



mesma, apesar dessa co-expressao entre PTEN e PI3K fosforilado ndo ter sido encontrada
no estudo preliminar do nosso grupo.

A complexidade das vias de sinalizacao e a auséncia de estudos publicados sobre
esse assunto em CACs evidencia que esta é uma grande lacuna que precisa ser preenchida
para entendermos quais vias estao ativas nesses tumores e como elas podem estar sendo

reguladas.

1.2.2 Dados Moleculares obtidos por Analises Citogenéticas e de Expressao Génica

em Carcinoma Adendide Cistico

O primeiro estudo avaliando alteracgoes citogenéticas foi realizado por Sandros et
al. (1990)%7 utilizando bandeamento-G. Mesmo com as restrigoes inerentes da técnica, foi
possivel identificar a dele¢ao do brago longo do cromossomo 6 (6q) em 50% de 189 casos
de CAC de glandulas salivares. O que chamou a atencao foi que nessa regiao encontram-se
localizados os oncogenes, c-ROS, ¢-SYN e c-MYB.

Com o desenvolvimento da técnica Fluorescence in situ Hybridization (FISH),
a perda de 6q pode ser reavaliada com maior resolucao, demonstrando que se tratava
de translocacoes entre o brago longo do cromossomo 6 e o brago curto do cromossomo 9
(t(6;9)(q21-24;p13-23)), com alteracio ainda mais frequente do que previamente relatado®.

Trabalhos recentes, mostram alteragoes envolvendo a translocacao (6;9) (q22-23;
p23-24), gerando a fusdo oncogénica entre o oncogene MY B, que esta relacionado a proces-
sos basicos do ciclo celular, proliferagao, diferenciacao e apoptose e o gene NFIB, um fator
relacionado a transcrigdo génica'® 3. Assim, a fusdao oncogénica MYB/NFIB (Figura 2)
passa a ser analisada como uma assinatura genética do CAC, presente em até 79% dos

casos. Esta fusao pode ser considerada até determinado ponto um biomarcador efetivo e



auxiliar na detecc¢ao e confirmagao desta neoplasia, uma vez que nao foi documentada em

outras neoplasias de glandulas salivares!? 23 39 40,
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Figura 3. Representacao esquematica da translocagdo entre os cromossomos 6q22-23 e
9p23-24 na fusio oncogénica MYB/NFIB. Modificado de Persson!

Finalmente, a evolucao da técnica de Comparative Genomic Hybridization array
(aCGH) permitiu confirmar perdas na regiao 6q, dentre outros achados, como perdas
cromossomicas em 12q12-q13 e 1p32-36, e ganho em 22q12-q13, 8, 16p, 17q e 18%2. Den-
tre essas anormalidades, destaca-se o gene PDGF em 22q13 em aproximadamente 40%
dos casos*!. Além disso, dados recentes sugerem que alteractes nessas regioes poderiam
restaurar a expressao de genes associados ao desenvolvimento, tais como SOX/, AP-2 e
o cross-talk das vias Wnt/B-catenina®?.

Recentemente, técnicas de analise de expressao génica em larga escala tém iden-
tificado o perfil de expressao de transcritos em CAC, apontando alteragao de dezenas de
genes e vias carcinogénicas quando comparados com o tecido normal??. No entanto, nao
existe ainda um consenso entre os estudos, além de poucos genes em comum entre eles.
Recentemente, Bell et al. (2016)% mostraram, por meio da técnica de sequenciamento de

RNA (RNA-Seq), diferentes perfis de expressao entre amostras de CACs de acordo com
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um dos dois tipos celulares dominantes: células epiteliais ou mioepiteliais, um achado

importante nesse contexto.

1.2.3 Dados Moleculares sobre o Perfil de microRNAs em Carcinoma Adendide

Cistico

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs (19 a 22 nucleotideos) altamente con-
servados, nao codificadores de proteinas e que modulam negativamente a expressao gé-
nica em nivel poés-transcricional**. Assim, os estudos mais recentes tem demonstrado
a associacao dos miRNAs em varios processos biolégicos normais, tais como desenvolvi-
mento, diferenciacao, proliferacao, apoptose, motilidade e regulacao de vias de sinalizagao
celular!® 4% 46 Dessa maneira suas funcoes regulatérias estdo associadas a diversos tipos
de cancer e sua expressao induzida ou reprimida, podendo atuar como oncogenes ou su-
pressores tumorais?’, além de sugerir uma nova classe de biomarcadores a serem estudados
na tentativa de caracterizagdo molecular dos CACs.

Além disso, genes codificadores de miRNAs podem gerar a um tnico transcrito
primario, sendo conhecidos como clusters policistronicos. A ocorréncia desses clusters,
altamente conservados ao longo da evolugao, aumentam o potencial das fungdes dos
miRNAs*. Um dos clusters policistronicos mais bem estudados no cancer ¢ o cluster
miR-17-92%%. Esse cluster ja foi associado com o pior prognéstico de CACs*.

Além disso, dentre os miRNAs atualmente descritos para os CACs, destacam-se
miR15a/16 e miR-150, conhecidos por regular a expressdo de MYB. Esse gene apresenta,
varios sitios de ligagdo de ambos miRNAs na regiao 3’-UTR, que é a mesma regido onde
ocorre a translocagdo MYB-NFIB maioria dos casos de CACs, conforme previamente

descrito*S.
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146 com miRNAs em CAC em 30 amostras

Um estudo recente por Mitani et a
de tecido tumoral fresco comparados com 4 amostras de glandulas salivares normais,
evidenciaram varios miRNAs diferencialmente expressos, os quais puderam ser associados
com comportamento agressivo do tumor e pior prognostico. Além disso, alguns miRNAs
desregulados foram associados com a biologia de outros tipos de tumores de cabeca e
pescoco. No entanto, os autores sugerem que futuras pesquisas devem ser realizadas
para determinar diretamente o papel dos miRNAs diferencialmente expressos no contexto
biologico do CAC.

Chen et al*® avaliaram a expressao de miRNAs em linhagens celulares de CAC
nao-metastaticas e metastaticas, os achados evidenciaram um perfil de expressao em am-
bas linhagens de 38 dos 1,884 miRNAs humanos dos quais, 20 foram induzidos e 18 repri-
midos quando comparados com a linhagem controle de CAC. Ao executarem a predigao
de genes alvos, os miRNAs estavam relacionados com fungoes biologicas como apoptose,
proliferagao, ciclo celular, reparo e dano do DNA e vias de sinalizacao celular. Assim, os
achados experimentais demonstraram que alteracoes no perfil de expressao de miRNAs
especificos, podem ser associadas com a progressao metastatica.

Considerando o exposto, o presente trabalho visa a identificacdo de transcritos e
microRNAs utilizando um painel de genes sabidamente relacionados ao cancer, utilizando
a tecnologia Nanostring que permite a utilizacdo de amostras de RNA altamente degra-
dadas. Além disso, devido a sua robustez ja descrita, a plataforma Nanostring permite
uma maior acuracia na deteccao de biomarcadores, mesmo com baixo ntimero de réplicas

biologicas.
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2 HIPOTESE

O Carcinoma Adenoéide Cistico pode ser caracterizado por avaliacao da expressao
génica (RNA mensageiro e microRNA) e de proteina, cujos marcadores podem estar

relacionados com mecanismos da carcinogénese e progressao tumoral.
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3 JUSTIFICATIVA

O Carcinoma Adenoide Cistico é uma neoplasia rara que acomete predominan-
temente glandulas salivares. Este tipo tumoral tem perfil mutacional baixo, assim a
compreensao mais aprofundada dos mecanismos moleculares podera melhorar a rotina di-
agnostica, ou mesmo a conduta terapéutica pela descoberta de novos biomarcadores e vias
de carcinogénese envolvidas. O presente estudo parte de uma casuistica bem represen-
tativa e consolidada, buscando abranger tanto transcritos (RNAm e microRNAs) quanto
proteinas. Essa avaliacdo sera realizada utilizando um painel de moléculas relacionadas
ao cancer, utilizando a tecnologia Nanostring, mais sensivel e acurada, que permite a
utilizagdo de amostras de RNA altamente degradadas (FFPE). Esses marcadores poderao

indicar possiveis vias carcinogénicas com papel importante na patogénese do CAC.
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4 OBIJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de expressao de transcritos, microRNAs e proteinas nos CACs de

cabeca e pescoc¢o buscando associagoes com dados clinico-patologicos.

4.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar o perfil de expressao de mRNAs e microRNAs em amostras parafinadas
de Carcinomas Adenéide Cisticos.

2. Avaliar a expressdo de proteinas fosforiladas a partir de lisado de tecido tumoral
congelado.

3. Realizar uma anélise integrada entre as vias de carcinogénese e o perfil de expressao
génica de mRNAs e microRNAs.

4. Associar os critérios clinico-patolégicos (topografia, padrao histolégico, invasdo peri-
neural, invasao angiolinfitica, extensao extranodal e status da margem cirtrgica) com a
expressao de mRNAs e microRNAs.

5. Avaliar um painel customizado de mRNAs e proteinas fosforiladas associados ao perfil

celular e imunolégico do Carcinoma Adendide Cistico.



5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Selecdo dos espécimes em parafina com area neoplasica representativa

15

Extragédo de RNA total das amostras parafinadas

Avaliagdo da expressdao de mRNAs (PanCancer) e microRNAs (NanoString)

Avaliagdo da expressdo de mRNAs (customizado) e proteinas do lisado (NanoString nCounter® Vantage 3D)

Andlise bioinformatica dos dados

NERRRRRRN

Andlise estatistica dos dados (dados clinico-patologicos)
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Aspecto Etico

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer
de Barretos e aprovado em 07/01/2016 sob o niimero 1.384.902/2016.

Por se tratar de um estudo retrospectivo de casos, nao foi aplicado o termo de con-
sentimento livre e esclarecido. Os dados clinicos foram obtidos exclusivamente por meio
de revisao de prontudrios arquivados no Servigo de Arquivo Medico Estatistica (SAME).
O estudo oferece risco minimo aos participantes, sendo o principal deles relacionado a
quebra acidental de sigilo. No entanto, a equipe do estudo se compromete em adotar
medidas para evitar que tal fato ocorra. Além disso, o estudo nao traz beneficios diretos

aos seus participantes, mas gera conhecimentos que trarao beneficios futuros.

6.2 Critérios de inclusao

1. Pacientes com diagnostico histolégico de carcinoma adendide cistico de cabeca
e pescogo.

2. Presenca de pelo menos um bloco de parafina e de tecido criopreservado do
tumor primario que nao foi submetido a qualquer tratamento radioterapico ou quimiote-

rapico prévio, e que esteja disponivel no Biobanco do Hospital de Céncer de Barretos.
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6.3 Critério de exclusao

1. Material parafinado e congelado insuficientes para extracao de RNA para ava-

liacao de expressao de microRNAs e de expressao génica.

6.4 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal com coleta retrospectiva de da-

dos.

6.5 Casuistica estudada

A busca dos pacientes com diagnéstico de Carcinoma Adenoide Cistico foi reali-
zada junto ao departamento de Registro Hospitalar de Cancer e nos arquivos do depar-
tamento de patologia do Hospital de Cancer de Barretos (HCB).

Foram selecionados retrospectivamente 119 pacientes com diagnéstico histologico
de CAC atendidos no HCB até o ano de 2012. Para cada paciente, foi solicitado junto ao
SAME o seu prontuario médico e utilizando o instrumento de pesquisa como guia, foram
coletadas informacgoes necessarias para obtermos dados sobre a avaliagao clinicopatolégica,
informagoes sécio demograficas, estadiamento clinico, nimero de identificacao de blocos
referente a bidpsia ou peca cirtirgica tumoral incluidas em parafina, tratamentos realizados
e informacoes de seguimento.

Durante a avaliacdo do prontuario médico, as informagoes referentes a tabagismo
e etilismo (sim atual/sim passado; nado atual/nao passado) foram consideradas apenas

quando relatadas de maneira clara durante a anamnese do paciente, na auséncia desta
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informacgao no prontuério consideramos como informagao ignorada.

Apds, a revisdo dos prontuarios, todas as laminas referentes a bidpsia ou peca
tumoral que estavam fixadas e coradas com hematoxilina-eosina (HE) foram revisadas
quanto aos parametros histopatologicos de maior interesse nesta neoplasia, sendo: topo-
grafia, padrao histolégico (tubular/cribriforme/sélido), invasdo perineural (presente/au-
sente), invasao angiolinfatica (presente/ausente), extravasamento capsular (presente/au-
sente) e o status das margens cirtrgicas (livres/comprometidas). Nos casos em que os
pacientes possuiam apenas material de bidpsia e/ou que houve dificuldade em avaliar
presenca ou auséncia de invasdo perineural e angiolinfatica estes parametros nao foram
descritos como ausentes e sim classificados como nao-avalidveis. Nos casos em que nao
observamos a identificagdo dos blocos nos respectivos laudos anatomopatologicos, consi-
deramos as margens cirirgicas como nao avalidveis.

Posteriormente, todas as informacgoes registradas no instrumento de pesquisa fo-
ram tabuladas em programa SPSS for Windows, versao 21.0, o que permitiu a confec¢ao
de banco de dados com informacgoes para triagem completa de cada pacientes. Todos esses
dados foram coletados para a dissertacao de mestrado ja concluida e aprovada pelo CEP
do Hospital de Céancer de Barretos, sob o nimero 135.352 em 29,/10/2012.

No presente estudo, foram avaliados, em nivel transcriptomico e proteémico, 20
espécimes de tecidos tumorais embebidos em parafina (para utilizacdo em painéis de
mRNAs e microRNAs) e seus respectivos espécimes de tecido fresco (para utilizagdo em
avaliagoes proteicas) alinhados com informagdes importantes de seguimento disponiveis

em banco de dados.
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6.6 Extracdao de RNA total das amostras parafinadas

Os blocos de parafina representativos dos 19 pacientes avaliados, tiveram sua
lamina original HE avaliados pelo patologista Dr. Cristovam Scapulatempo Neto, que
demarcou a area neoplasica mais representativa, evitando areas de necrose e nao tumoral.
Dos blocos de pecgas cirtrgicas foram realizados 2 cortes com 10 pm de espessura e das
bidpsias 3 cortes com a mesma espessura, para extracdo de RNA. As areas marcadas foram
raspadas manualmente com agulha BD Precision Glade (1,20 x 40 mm) e transferidas
para microtubos estéreis de 1.5 mL. De acordo com as recomendagodes do protocolo do
kit Recover All Total Nucleic Acid Isolation (Ambion by Life Technologies, Austin, TX,
USA), os cortes raspados anteriormente foram imersos em xilol para remog¢ao da parafina
e submetidos a incubagao em termobloco (50°C/ 3 minutos), seguido de centrifugagao
(10.000 rpm/ 2 minutos) para obtengao do pellet de células. O xilol foi em seguida
removido, tendo sido realizadas duas lavagens com 1 mL de etanol absoluto a temperatura
ambiente para remocao do xilol residual, seguido de centrifugacao (10.000 rpm/ 2minutos).
Posteriormente removeu-se o sobrenadante, reservando apenas o pellet de células que foi
submetido a secagem a vacuo no Speedvac Concentrator (Thermo Scientific, Asheville,
NC, USA) por 45°C durante 15 minutos em velocidade padrao.

Na sequéncia, ocorreu a etapa de lise celular, em que foram adicionados 4 ul. de
protease e 100 puL. de tampao de digestao, tendo sido as amostras incubadas por 50°C/
4 minutos). A etapa de inativagdo da protease realizou-se por aquecimento (80°C/ 15
minutos). Apdés a inativagdo da protease, iniciou-se a etapa de separagao dos acidos
nucleicos e para isso, adicionou-se 275 pL de etanol absoluto e 120 L de isolation additive
(reagente fornecido pelo kit) a cada amostra.

O proximo passo foi a etapa de purificagdo das amostras em colunas de adsorcao
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para retencao do RNA total, no qual o material filtrado é descartado. Assim, duas etapas
de lavagens foram realizadas: a) Adicionou-se a coluna 700 pL da solugao Wash 1, seguido
de centrifugagao a temperatura ambiente (10.000 rpm/ 30segundos). O material filtrado
foi descartado e na mesma coluna adicionou-se 500 pl. da solugao Wash 2, seguido de
centrifugacdo a temperatura ambiente (10.000 rpm/ 30 segundos). b) As colunas de puri-
ficagao foram submetidas a nova centrifugagao (10.000 rpm/ 30 segundos) a temperatura
ambiente para remocao das solugoes residuais das lavagens anteriores.

A préxima etapa consistiu no tratamento com DNAse (4 puL de enzima DNAse,
6 uL de 10X DNA buffer e 50 puL. de 4gua nuclease free). Cada amostra recebeu 60 pL do
master mix de reagdo no centro da coluna que foram incubadas a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Em seguida foram realizados os processos de lavagem com as solugoes
Wash 1 e por duas vezes com Wash 2.

No final do procedimento, colunas foram transferidas para novos tubos coletores
e dispensou-se no centro de cada filtro 30 puL. de agua livre de RNAs. Apds 1 minuto
da incubagdo a temperatura ambiente, submeteu-se as amostras a centrifugacao (13.400
rpm/ 1 minuto) para obtengdo do RNA total eluido, sendo armazenado em freezer -80°C

até o momento do uso.

6.7 Avaliacdao da qualidade do RNA total extraido

As amostras de RNA total foram submetidas a quantificagdo em NanoDrop ND-
200 espectrofotémetro (NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA), para obtencao da

concentragdo de RNA na escala de ng/ul e as razoes 280/260 e 280/230.
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6.8 Avaliacdo das vias de carcinogénese e de microRNAs pela plataforma NanoS-

tring

6.8.1 Principio da tecnologia de NanoString

A tecnologia NanoString é uma técnica de contagem digital que permite a detec-
cdo de centenas de moléculas em um dnico ensaio. E considerado atualmente o método
de deteccao em larga escala mais sensivel, superando as técnicas de microarrays e sequen-
ciamento de nova geracao. Além disso, a principal vantagem desse sistema é que, por
utilizar um método de contagem, nao possui erros comuns de hibridacao, amplificagao
de acidos nucléicos e sequenciamento. Por essa razao, ensaios moleculares realizados por
NanoString nao necessitam de validacao posterior por PCR ou sequenciamento capilar,
apresentando maior sensibilidade e reducao de custos, sendo de grande interesse na pratica
clinica.

O principio da técnica NanoString inclui a utilizacao de barcodes moleculares e a
geragao de uma imagem microscopica de alta resolugao, que juntos permitem a contagem
de diversas moléculas tinicas em uma tnica reacao. Um esquema ilustrativo do método

encontra-se descrito na Figura 4.
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Figura 4. Esquema ilustrativo da técnica NanoString.
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O processo inicia-se com a adi¢ao de uma probe especifica que possui tanto uma
sequéncia de pares de bases complementar para cada alvo de interesse (DNA, RNA ou mi-
croRNA) como barcodes moleculares fluorescentes tinicos. No primeiro passo, cada probe
contendo um barcode tnico ird hibridizar com um alvo de interesse na solu¢ao (um trans-
crito de fusdo, por exemplo). Assim, varias probes com barcodes diferentes sao adicionadas
(de acordo com o nimero de alvos), permitindo que os mesmos sejam identificados (Figura
3a e b). Essas probes sao conhecidas como reporters, pois carregam o sinal, enquanto uma
segunda probe (probe de captura), que contém biotina, permite que o complexo probe/alvo
seja imobilizado para a coleta de dados. A segunda etapa inclui a purifica¢ao (Figura 4c)
e imobilizagdo das moléculas (Figura 4d), na qual o excesso de probes é removido e os
complexos probes/alvos sao alinhados e imobilizados. A imobilizagdo ocorre dentro de um
cartucho revestido com estreptavidina, o nCounter Cartridge, que se liga a biotina das
probes de captura, permitindo assim o processo de contagem digital (Figura 4e).

O fluxo de trabalho da técnica de NanoString passa por uma etapa inicial de
preparacao das amostras e incubagao, as amostras sao colocadas em uma estacao de
preparagao automatizada (PrepStation), cuja fungao é realizar a etapa de purificagao,
removendo o excesso de sondas e a mobilizagao dentro dos cartuchos, sem contato ma-
nual. A coleta de dados ocorre em um segundo aparelho no qual os cartuchos prontos sao
inseridos, o nCounter, que gera diversas imagens de alta resolucao e conta as moléculas
de acordo com o padrao de fluorescéncia determinado pelos barcodes na superficie dos

cartuchos. Os dados de contagem sao tabulados e exportados para andlise posterior.
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6.9 Analise de Expressdao Génica em material parafinado por meio da técnica Na-

noString

Seguindo o protocolo recomendado pelo kit nCounter Gene Expression 12 Assays,
foi preparado um master miz: adicionou-se 130 pl. do buffer de hibridizagdo em um
microtubo contendo a sonda reporter (fornecido pelo kit). Foi entdo adicionado 20 ul
do master miz em cada um dos tubos. Posteriormente adicionou-se 5 pL (100 ng) de
RNA total a cada um dos microtubos, seguido da adigdo de 5 puL. da sonda capture.
Imediatamente, foi realizada a etapa de hibridagao a 65°C durante 21 horas.

Apos a finalizagao da etapa de hibridizagao, as amostras foram transferidas para
uma estacao de preparacao automatizada (PrepStation) para purificagao e preparagao dos
cartuchos (nCounter® Cartridge) durante 3h e 30m. Finalmente, os cartuchos contendo os
complexos imobilizados e alinhados foram transferidos para o nCounter Digital Analyzer

(NanoString Technologies), utilizando alta resolugao que fornece 600 imagens por amostra.

6.10 Analise de Expressao de miRNA por meio da técnica NanoString

Nesse procedimento, foi utilizado 100 ng de RNA total, de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. Foi utilizado o kit miRNA Sample Preparation 12 Assays,
com a dilui¢do prévia dos controles positivos da reacao (fornecido pelo kit), por diluigdo
1:500 do miRNA Assay Controls: adicionou-se 499 uLL de agua ultra pura no tubo contendo
1 uL. de miRNA controle, estocou-se em gelo. Esse controle é utilizado como padrao para
avaliacao da qualidade da reacao.

A proxima etapa é o anelamento, sendo adicionados 13 uli de buffer de anela-

mento, 26 pL. de reagente Tag de nCounter miRNA e 6,5 ul. do controle de miRNA
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diluido anteriormente. Em seguida acrescentou-se 3,5 pl. do master mix de anelamento
em cada um dos tubos juntamente com 3 uL (100 ng) de RNA e realizou-se o protocolo

de anelamento no termociclador, conforme apresentado abaixo:

Tabela 1. Protocolo de anelamento (etapa de avaliacao da expressao de microRNAs)

Temperatura Tempo
94°C 1 minuto
65°C 2 minutos
45°C 10 minutos
48°C hold

2.5 pLL master mix de ligacdo 5 minutos
Tempo total 20 minutos

Em seguida foi preparado o master miz de ligacdo, por adi¢ao de 19,5 uL. de PEG

ao tubo contendo 13 uL de buffer de ligacao, conforme apresentado abaixo:

Tabela 2. Protocolo de ligagdo (etapa de avaliagdo da expressao de microRNAs)

Temperatura  Tempo

48°C 3 minutos
47°C 3 minutos
46°C 3 minutos
45°C 5 minutos
65°C 10 minutos
4°C hold

Tempo total 24 minutos

Ap6s atingir a temperatura de 48°C no protocolo de anelamento, adicionou-se 2,5
pL do master miz de ligagdo em cada tubo (48°C/ 5Sminutos). Finalmente, adicionou-se
1 pl de enzima de ligacao clean-up em cada tubo e iniciando assim o protocolo de purifi-

cacao, conforme apresentado abaixo:
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Tabela 3. Protocolo de purificacdo para avaliagao da expressao de microRNAs

Temperatura Tempo
37°C 1 hora
70°C 10 minutos

4°C hold

Tempo total 1 hora e 10 minutos

Finalizada a etapa de purificacdo das amostras, adicionou-se 40 uL. de agua ultra
pura em cada tubo, sendo imediatamente transferido para o gelo.

Logo apds a preparacao das amostras, foi utilizado o protocolo miRNA Hybri-
dization up 12 nCounter Assays. Iniciou-se com a preparacao do master miz, a saber:
130 pLi de buffer de hibridizacao ao tubo contendo 130 pL. da sonda reporter. Em se-
guida acrescentou-se 20 pl. do master miz em cada um dos tubos juntamente com 5 ul. de
amostra de miRNA denaturado previamente (85°C/ bminutos), na sequéncia foram acres-
centados 5 pul. da sonda capture. Imediatamente, seguido de incubacao a 65°C durante
21 horas para realizacao da etapa de hibridizacao.

Finalizada a etapa de hibridizacdo, as amostras processadas foram transferidas
para uma estagao de preparagdo automatizada (PrepStation) para purificagdo das amos-
tras e transferéncia para o cartucho (nCounter® Cartridge) durante 3h e 30m. Finalmente,
os cartuchos contendo os complexos imobilizados e alinhados foram transferidos para o
nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies), utilizando alta resolugao que for-

nece 600 imagens por amostra.
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6.11 Protocolo nCounter Vantage 3D RNA-Protein Solid Tumor Assay for Lysates

6.11.1 Lise das Amostras

A partir de tecido congelado de amostras de carcinoma adenoide cistico, lisou-se
as células utilizando o tampao de lise (SDS) diretamente em uma placa de célula de cul-
tura. O procedimento assegurou uma quantidade entre 0.5-1.5 mg/mL de concentracao
de proteina. A partir das possiveis perdas durante as etapas, iniciou-se o procedimento

com uma concentragao de proteinas > 0.5 mg/mL.

6.11.2 Preparacao do lisado (amostra de RNA e Proteinas)

A partir da concentracao determinada pelo kit de determinacao de proteinas a 660
nm, diluiu-se uma pequena aliquota de 0.25 mg/mL usando HO livre de DNAse/RNAse.

Diluiu-se o lisado em uma concentragao de proteina de 5 ug/mL utilizando PBS
pH 7.2 2 mM de azida (NaN3), pipetou-se 50 pl do lisado diluido em um pogo de uma
placa com afinidade de proteina (MAXISORP) e selou-se com um parafilme. Incubou-se
por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente adiciou-se 200 ul do tampao de
bloqueio (blocking buffer) pré-aquecido a temperatura ambiente, diretamente nos pogos
da placa contendo o lisado. Incubou-se a placa por 1 hora a temperatura ambiente. Na
sequencia, descartou-se o sobrenadante invertendo a placa na pia, pressionou-se a placa
para blotting o suficiente para remover o liquido residual. Lavou-se 3x adicionando 250
1l de TBST a temperatura ambiente por 1 minuto. Removeu-se e descartou-se o sobre-
nadante invertendo a placa na pia, pressionando sobre o papel para blotting o suficiente
para remover o liquido residual.

Preparou-se uma solugao de uso de anticorpos adicionando o mix de anticorpos
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em tampao de bloqueio (blocking buffer), conforme tabela abaixo:

Tabela 4. Componentes do tampao de bloqueio (etapa da avaliacio da expressao de
proteinas)

Reagente Volume
Mix de anticorpos 16 pl
Tampao de bloqueio 625 ul
TOTAL 641 pl

Adicionou-se 50 pl de solugdo de uso do mix de anticorpos em cada pogo da
placa contendo as amostras. Selou-se a placa com parafilme e incubou-se a temperatura
ambiente entre 2 a 3 horas em um orbiter shaker a 350 a 400 rpm. Cuidadosamente
retirou-se toda a solugdo de anticorpos com uma pipeta e descartou-se o sobrenadante.

Realizou-se um total de 6 lavagens, adicionando-se 250 ul de TBST a temperatura
ambiente, seguido de uma incubagdo por 5 minutos. Removeu-se o sobrenadante inver-
tendo a placa na pia, pressionando sobre papel para blotting o suficiente para remover o
liquido residual. Repetiu-se as etapas 1 e 2.

Na sequencia, adicionou-se 50 pl de RLT (do kit de extracdo de RNA) em cada
poco e selou a placa com parafilme. As placas foram colocadas em um orbiter shaker por
5 minutos a 350-400 rpm. Transferiu-se o lisado para uma strip de 12 pocos. Na sequen-
cia submeteu-se a denaturacao a 95°C por 5 minutos em um termociclador com tampa
aquecida a 100°C. Apds o termino da reacdo, imediatamente transferiu-se a amostra para

o gelo, seguido de vortex.
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6.11.3 Hibridizacao de RNAs e Proteinas

Inicialmente preparou-se um master mix dentro do tubo de reporter CodeSet-
RNA, adicionou-se 70 pl. de Hybridization Buffer e 28 uL. de Protein Plus Reagent (kit
de proteina). Inverteu-se o tubo levemente para homogeneizagao e seguiu-se para centri-
fugacao. Adicionou-se 10 pl do mix preparado ao tubo de sonda Reporter e distribuiu-se
a cada um dos 12 tubos da strip. As amostras de proteinas foram denaturadas em termo-
ciclador a 95°C por 5 minutos e imediatamente transferiu-se para o gelo por 2 minutos.

Adiciou-se a cada um dos 12 tubos 4 pL do lisado de RNA juntamente com 1 plL
do lisado de proteina. Homogenizou-se por inversao no tubo de Capture ProbeSet seguido
de um spin. Adicionou-se 2 ul. de Capture ProbeSet a cada um dos 12 tubos da strip
imediatamente. Os tubos foram homogeneizados por inversao seguida de uma centrifu-
gacao rapida, e imediatamente transferiram-se as amostras para termociclador a 65°C.
As reagoes foram incubadas por 24 horas. O tempo foi definido a partir da observacao
fornecida pelo manual de que as contagens podem acumular com o tempo estimado em

5% por hora entre 16 e 24h.

6.12 Analise Bioinformatica

Tanto para os dados obtidos de mRNA (PanCancer) quanto para os microRNAs
e proteinas, os valores brutos obtidos pelo NanoString foram submetidos a uma etapa
de normalizacdo dos dados, cujo objetivo é corrigir as varidveis experimentais entre as
amostras, tais como diferencas na eficiéncia de hibridizagao, purificacao ou de ligagao.
Esta normalizacao é feita pela multiplicagao dos valores de contagem das moléculas por

um fator de normalizacdo, que é calculado pela média dos valores dos controles positivos
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dividido pela soma de cada amostra. Os arquivos em formato RCC foram importados no
ambiente matematico e estatistico R e convertidos em uma matriz de expressao de dados
brutos. Avaliacdo do controle de qualidade foi realizada conforme descrito:

- Avaliacao da dispersao dos dados pela relacgao Média versus desvio padrao de
todas as probes, incluindo controles positivos e negativos;

- Célculo do coeficiente de variacao (CV) das amostras;

- Avaliagao dos efeitos de batch entre as amostras, e entre cartuchos por meio de
regressao linear;

- Relacao entre a proporcao de probes nao detectadas pela média das amostras
nos dados brutos;

- Estimativa de contetido de RNA pela relagdo entre genes housekeepings pelos
genes de maior expressao nos dados brutos;

- Inspecao dos controles positivos e negativos por meio da relagao entre as con-
tagens observadas em log2 pela concentracao esperada em log2 de fM;

A etapa de normalizacao foi realizada utilizando trés métodos, em carater com-
parativo:

- Sele¢ao dos microRNAs com os menores CVs para serem utilizados como hou-
sekeepings.

- MicroRNAs com menores CVs identificados a partir de um valor de corte deter-
minado pela média geométrica de todos os microRNAs avaliados (housekeeping.geo.mean),

- Média geométrica de 75% dos microRNAs de maior expressao (top.geo.mean),

A partir da defini¢do dos housekeepings, foi calculado o scaling fator (sf) ou fator
de normalizacao para cada lane do cartucho de NanoString, por meio da razao entre a

média das médias geométricas de todas as lanes pela média geométrica de cada lane. A
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partir deste valor de sf calculado, procede-se o processo de a normalizacdo das amostras
pela multiplicacao de cada valor bruto de microRNA pelo sf da lane correspondente.

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o método padrao de Teste t de
Student, considerando-se o nivel de significancia de P < 0.05 e Fold-change > 2.0, por meio
do pacote multtest (http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/multtest.-
html). Para construcao dos heatmaps foi utilizado o pacote ComplexHeatmaps (http://ww-
w.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ComplexHeatmap.html).

Finalmente, os alvos de miRNAs foram identificados utilizando a ferramenta mir-
DIP (http://mirdip.ophid.utoronto.ca/mirDIP/), que integra diversos algoritmos de pre-
digdo (DIANA micro T, microrna org conserved, microrna org nonconserved, mirbase,
MirTar2 v4.0, ver2 hg18 Mar2006 mammals, PITA ALL, PITA TOP, RNA22 v2, targets-
can conserved, targetscan nonconserved), calculando um score entre eles, que varia de 0 a
0.3. Foram selecionados alvos presentes em pelo menos 3 algoritmos e que apresentaram
um score regular (score > 0.05), considerando que pelo menos um que esteja acima da
faixa considerada boa (score > 0.1). Foram identificados dentre os alvos os transcritos
que estavam diferencialmente expressos pelo NanoString e os achados foram organizados
em forma de redes utilizando o software Cytoscape (http://www.cytoscape.org), assim

como seus aplicativos de enriquecimento funcional.

6.13 Analise Estatistica

A analise de sobrevida livre de doenga foi analisada considerado o tempo, em me-
ses, da data de cirurgia até o aparecimento da primeira recidiva local, regional, a distancia

ou ultima informacao de seguimento. Somente os pacientes que sofreram tratamento com
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intencao curativa e que nao apresentam metastase ao diagnéstico tiveram calculada a
sobrevida livre de doenca. Para andlise de sobrevida global, o tempo foi determinado
em meses, decorrente entre a data de cirurgia e data de 6bito ou ultima informacao de

seguimento.

6.14 Informacdes Adicionais do kit RNA-proteinas em lisado de tecido tumoral

A partir dos achados de vias de carcinogénese, e genes isolados identificados nos
ensaios de PanCancer e painel de microRNA, foi realizado levantamento no Biobanco da
instituicao, sobre o nimero de pacientes incluidos na casuistica do projeto, que apresen-
tavam material tumoral criopreservado. Dos 44 pacientes selecionados pelos critérios de
inclusao descritos anteriormente, apenas 12 pacientes apresentam material criopreservado,
que foi submetidos ao ensaio de proteinas, para validacao dos achados.

O kit utilizado para essa etapa foi o nCounter® Vantage 3D: RNA: Protein Solid
Tumor Assay for Lysates. Esse ensaio, a partir da tecnologia de nanoString, permite
realizar a analise da expressao de 28 fosfoproteinas por meio de anticorpos especificos,
concomitantemente com probes de RNA, conforme descrito na Tabela 5. No presente tra-
balho foram incluidos alvos de RNA especificos de carcinoma adenoide cistico de destaque
na literatura recente, tais como os transcritos de fusao MYB, MYBLI1 e NFIB, genes do

sistema imune, marcadores de células epiteliais e mioepiteliais, dentre outros (Tabela 6).
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Tabela 6. Painel descritivo dos 32 mRNAs que serao avaliados concomitantemente com

as proteinas

Alvos (mRNAs) Identificagdo  Posigao da probe
CXCR7 (ACKR3)  NM_020311.1 376-475
ACTB NM 001101.2 1011-1110
ACVRL1 NM_000020.1 1711-1810
AQP5 NM_ 001651.3 546-645
BID NM_ 197966.1 2096-2195
PDL1 (CD274) NM 014143.3 50-149
CDKN1B NM_ 004064.3 803-902
CTLA4 NM_ 005214.3 406-505
CXCRA4 NM_ 003467.2 1336-1435
DLX6 NM_ 005222.3 479-578
DUSP6 NM_001946.2 1536-1635
EN1 NM 001426.3 2361-2460
FOXO03 NM_001455.2 1861-1960
HOXC5 NM_ 018953.2 571-670
HPRT1 NM_000194.1 241-340
KRT16 NM_ 005557.3 1391-1490
LAT NM_001014987.1 1291-1390
MAGEA1 NM_ 004988.4 477-576
MYB NM_001130173.1 184-283
MYBL1 NM_001080416.3 1031-1130
NCAM1 NM_000615.5 1621-1720
NFIB NM_ 005596.2 3831-3930
NOTCH1 NM 017617.3 8212-8311
NRP1 NM_ 003873.5 371-470
NTRK3 NM_001012338.2 1591-1690
PD2 NM_ 019088.2 576-675
PD1 (PDCD1) NM_ 005018.2 311-410
SOX10 NM_ 006941.3 2160-2259
SOX11 NM_ 003108.3 5651-5750
SOX4 NM_ 003107.2 3041-3140
STATH NM_001009181.1 221-320
TARP NM_ 001003799.1 561-660
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7 RESULTADOS

No presente trabalho, foram selecionados 20 pacientes que passaram nos critérios
de inclusao previamente definidos. Destes, 1 paciente nao passou nos critérios de qualidade
do NanoString, mesmo apds a repeticao do ensaio. O sinal apresentou-se muito baixo,
impossibilitando a realizacao de anélises posteriores. Restaram, assim, 19 pacientes, cujos

principais dados clinicos encontram-se representados na Tabela 7.
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Tabela 7. Dados clinico-patologicos dos pacientes avaliados
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Uma caracteristica clinica em que tém sido relatadas diferencas entre os pacien-

tes de CAC ¢é sexo. A Figura 5 mostra os mRNAs diferencialmente expressos entre os

pacientes do sexo masculino e feminino.

sexo
Masculino
M Feminino

FGF17
GATA1
DUSP2
COL3A1
COL1A1
COL1A2
CREB3L1
SIX1
IL2RB
B2M

ID1
CDKN2C
NGFR
NFATC1

Figura 5. Heatmap dos mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes do sexo

masculino e feminino com nivel de significancia de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

De forma similar, foram identificados 13 microRNAs diferencialmente expressos

entre o sexo masculino e feminino, conforme mostrado no heatmap da Figura 6.

sexo
Masculino
M Feminino

hsa-miR-1910-3p
hsa-miR-573
hsa-miR-217

hsa-miR-3934-5p
hsa-miR-449a
hsa-miR-941
hsa-miR-150-5p
hsa-miR-661
hsa-miR-874-3p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-296-5p

| | hsa-miR-139-3p

)
a

P12
P10
P15
P04
P07
P13
P17
P14
P02
P05
P06
PO1
P16
P08
P03
P18
P09
P11

Figura 6. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes do sexo
masculino e feminino com nivel de significancia de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

As possiveis interagoes entre os mRNAs e seus alvos, ou seja, as que apresentaram
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maior score em pelo menos trés bancos de predigdo, encontram-se esquematizadas na
Figura 7, com destaque para os genes COLIA3 e COL1A1 que compartilham possiveis

microRNAs de interesse.

CREBSL1 IL2RB

COL3A1 COL1A1

Figura 7. Rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
entre pacientes do sexo masculino e feminino.

Outra caracteristica clinica de relevancia para o CAC é a topografia, representada
por glandulas salivares menores e maiores. A Figura 8 mostra os mRNAs diferencialmente

expressos entre os respectivos tipos de glandulas abordadas neste estudo.
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topografia
Glandulas salivares menores
W Glandulas salivares maiores

PKMYT1
HIST1H3H

Figura 8. Heatmap dos mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes com acome-
timento de glandulas salivares maiores e menores com nivel de significancia de p < 0.05
e Fold-change > 2.0.

A Figura 9 aborda os microRNAs diferencialmente expressos entre as glandulas

salivares maiores e menores.
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topografia
Glandulas salivares menores
B Glandulas salivares maiores

hsa-miR-758-3p+h:
hsa-miR-3190-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-455-5p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-433-3p
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-323a-3p
hsa-miR-154-5p
hsa-miR-654-3p
hsa-miR-151b
hsa-miR-320b
hsa-miR-4755-5p
hsa-miR-1249-3p
hsa-miR-4461
hsa-miR-631
hsa-miR-146b-3p
hsa-miR-770-5p
hsa-miR-620
hsa-miR-590-3p
hsa-miR-649
hsa-miR-1297

Figura 9. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes com
acometimento de glandulas salivares maiores e menores com nivel de significancia de p <
0.05 e Fold-change > 2.0.

Um grande ntmero de interagoes pdde ser observada entre os mRNAs e microR-
NAs diferencialmente expressos entre as glandulas salivares maiores e menores. O formato
da rede, conhecido como organico coloca no centro os nés com maior nimero de intera-
¢oes. Destacam-se nessa rede os mRNAs MET e NR4AS3 e os microRNAs hsa-miR-23b-3p

e hsa-miR-590-3p com muitas interagoes (Figura 10).
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H2AFX
KLF4
GPC4 CACNA2D2
CDH1
ITGA2
MET
CCNB1
NFKBIZ
NR4A3
THBS1
FOS

CASP9
PIK3R1
SOCS3

WNT11 RAD51

Figura 10. Rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
entre pacientes com acometimento de glandulas salivares maiores e menores.

Conforme relatado previamente, a padrao de crescimento dos tumores CACs sao
distintos, sendo o tipo s6lido o descrito como mais agressivo. Dessa forma, foram realiza-
das comparagoes do padrao de crescimento, utilizando o padrao sélido como referéncia,

conforme exemplificados nos heatmaps das Figuras 11 (mRNAs).
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crescimento

M Cribritorme

B Tubutar
Sohdo

Ignorado

P08
P17
PO
PO
P19
PO:
P16
P03
PO4
P15
P05
P18
P10
P13
P14
P09
P12
P11

Figura 11. Heatmap dos mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes com tumores
de padrao sélido (mais agressivo) comparado com os demais (tubular e cribriforme) com
nivel de significincia de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

De forma similar, foi avaliado o perfil de expressao diferencial dos miRNAs dos

subtipos histolégicos dos pacientes com CAC avaliados (Figura 12).
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crescimento

M Cribriforme
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W Sokdo
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hsa-miR-766-5p
hsa-miR-330-5p
hsa-miR-3190-3p
hsa-miR-758-3p+t
hsa-miR-181d-3p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-455-5p
hsa-miR-376a-3p
hsa-miR-543
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-433-3p
hsa-miR-487b-3p
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-323a-3p
| hsa-miR-154-5p
hsa-miR-320b
hsa-miR-5196-3p+
hsa-miR-3127-5p
hsa-miR-34¢c-5p
hsa-miR-631
hsa-miR-516b-5p
hsa-miR-4461
hsa-miR-326
hsa-miR-4755-5p
hsa-miR-1249-3p
hsa-miR-146b-3p
hsa-miR-770-5p
hsa-miR-491-3p
hsa-miR-1297
hsa-miR-370-5p
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Figura 12. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes com tu-
mores de padrao sélido (mais agressivo) comparado com os demais (tubular e cribriforme)
com nivel de significancia de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

PO1
PO7
P17
P06
P11
P14
Po9
P12

P18
P15
P03
P02
P16
P10
P04

A rede de interagoes entre os mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
em tumores de padrao de crescimento sélido apresentaram-se extremamente conectadas,
inclusive com nés similares aos observados na topografia, tais como MET e NR4/AS3 e o

microRNA hsa-miR-23b-3p (Figura 13).
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PIK3R1 CASP9

RADS1

CACNA2D2

1

ITGA2
CDC25A

MAP3K1 DUSP5

-

CDH1

COL4A3

PLCG2
FANCA

Figura 13. Rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
entre pacientes com tumores de padrao sélido (mais agressivo) comparado com os demais
(tubular e cribriforme).

Os processos de invasao perineural e angiolinfatica sao de extrema relevancia
na patologia de CACs. A figura 14 mostra os mRNAs diferencialmente expressos entre

pacientes que possuem ou nao invasao perineural.
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inv_peri
W Sim
M Nao

Figura 14. Heatmap dos mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes que apre-
sentam invasao perineural em relacao aos que nao possuem, com nivel de significancia de
p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

Foram identificados 17 mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes que

possuem invasao perineural, em relagdo aos que nao apresentam (Figura 15).
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Figura 15. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes que
apresentam invasao perineural em relagao aos que nao possuem, com nivel de significancia
de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

A rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos re-

lativos a invasao perineural encontra-se representada na Figura 16. Destacam-se os genes

COL4A3, CACNA1C e PRLR com o maior numero de alvos.
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PLA2G2A

WNT11

CACNA1C
Mt —- h
FLNC

Figura 16. Rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
entre pacientes que apresentam invasao perineural em relagao aos que nao possuem.

Finalmente, a Figura 17 mostra os mRNAs significativos em relagdo a invasao

angiolinfatica.
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inv_angio
M Sim
M Nao

MAPK8IP1
ETS2
PLAT
ITGB4

Figura 17. Heatmap dos mRNAs diferencialmente expressos entre pacientes que apre-
sentam invasao angiolinfatica em relacao aos que nao possuem, com nivel de significancia
de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

A Figura 18 representa os miRNAs significativos identificados nos pacientes que

apresentaram invasao angiolinfatica em relagdo aos que nao apresentaram.
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Figura 18. Heatmap dos microRNAs diferencialmente expressos entre pacientes que
apresentam invasao angiolinfatica em relagdo aos que nao possuem, com nivel de signifi-
cancia de p < 0.05 e Fold-change > 2.0.

A rede de interagoes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos re-
lativos a invasao angiolinfatica encontra-se representada na Figura 19. Destacam-se os
genes ETS2, MYCN, VEGFA e TNFAIP3 com o maior nimero de alvos. Os microRNAs
hsa-miR-200c-3p, hsa-miR-2015-5p e hsa-miR-106b-5p também apresentaram um grande

nimero de interacoes.

hsa-miR-20a-5p+hs

hsa-miR-181b-5p+F
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Figura 19. Rede de interagdes entre mRNAs e microRNAs diferencialmente expressos
entre pacientes que apresentam invasao angiolinfatica em relagdo aos que nao possuem.
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Finalmente, foram avaliados os biomarcadores de acordo com a andlise da curva
ROC. Somente os dados acerca do sexo apresentaram biomarcadores de mRNA com AUC

>=0.9. Sao estes os genes KDM6A, FGF17, RPS6KA6, e KDM5C.

7.1 Atualizacao de status de seguimento dos pacientes

As informagoes de status de seguimento dos pacientes foram avaliadas retrospec-
tivamente em prontuarios no ano de 2018. Os pacientes foram categorizados em 6bito
por cancer, 6bito por outras causas, vivo com doenga ou vivo sem doenca, a partir da
ultima data de registro em prontuario. Foi considerada a perda de seguimento os casos
que apresentaram auséncia duas vezes o tempo do retorno sem informacao.

Durante analise estatistica, evidenciou-se um tempo médio de seguimento de 82
meses, com uma frequéncia de 34% de perda de seguimento dos pacientes. A partir desta
constatacao, os pacientes foram listados e encaminhados para o departamento de Registro
Hospitalar do Hospital de Cancer de Barretos, a fim de atualizar seu status atual.

De forma geral, a sobrevida global dos pacientes foi de aproximadamente 215
meses. Portanto, uma probabilidade de 77.6% de sobreviver por mais de 5 anos (60 meses),
apds o diagnostico da doenca. Em 10 anos de seguimento, a probabilidade de estar vivo
é de 70.7%. Constatando a alta morbimortalidade em pacientes apds o diagndstico de

carcinoma adenoide cistico, conforme mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Sobrevida global da casuistica completa dos pacientes com carcinoma ade-
noide cistico.

Considerando as comparacoes entre os grupos analisados dos mRNAs, foi obser-
vado um p valor de 0.298 quando se compara sobrevida global de pacientes que apresentam
tumores em glandulas salivares maiores comparados ao grupo que possuem tumores em

glandulas salivares menores (Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida global de pacientes que apresentam tumores em glandulas salivares
maiores comparado ao grupo que possuem tumores em glandulas salivares menores.

Ao avaliar a sobrevida global a partir do agrupamento de padrao de crescimento
cribriforme juntamente com o tubular que tendem apresentar doenca menos agressiva,
comparado ao padrao de crescimento solido sendo a variante mais agressiva, mostrando
uma sobrevida mediana de 67 meses em pacientes com doenca que apresenta padrao de
crescimento sélido e sobrevida mediana de 215 meses em padrao de crescimento cribri-

forme/tubular, obteve-se p valor de 0.011, conforme figura 22.
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Figura 22. Sobrevida global de pacientes que apresentam tumores com padrao de cresci-
mento s6lido comparado ao grupo que possui padrao de crescimento cribriforme/tubular.

Eventos clinicos que apresentam grau de importancia, e estdo diretamente re-
lacionados com a dor constante que o paciente apresenta a partir da invasao perineural,

apresentou um valor de p. 0.378; assim como a presenca de invasdo angiolinfatica (Figuras

23 e 24).
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Figura 23. Sobrevida global de pacientes que apresentam invasao perineural comparado

com 0s que Nao apresentam.
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Figura 24. Sobrevida global de pacientes que apresentam invasao angiolinfatica compa-
rado com os que nao apresentam.
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7.2 Painel customizado mRNA-proteina

Foram avaliadas 32 mRNAs (5 housekeepings) restando 27 mRNAs associados a
fusoes génicas (MYB, NFIB e MYBL) sistema imune e a subtipos celulares vinculados ao
CAC. Também foram identificadas 28 proteinas fosforiladas. Os resultados sao avaliados

individualmente de acordo com a expressao dos mesmos, conforme identificado na Figura

25.
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Figura 25. Heatmap dos dados normalizados de todos os mRNAs e proteinas que com-
poem o painel customizado
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8 DISCUSSAOQ

O carcinoma adenéide cistico (CACs) de glandulas salivares trata-se de uma ne-
oplasia maligna rara e de crescimento lento. No entanto, é o segundo carcinoma mais
frequente em glandulas salivares, com alta capacidade de invasdao, com tendéncia a in-
vasao perineural, metastase a distancia e alto nivel de morbimortalidade. Tais tumores
também apresentam uma caracteristica de diferenciagao mioepitelial e epitelial que parece
ser especifica®®. Em decorréncia da baixa frequéncia de casos, acaba por ser uma doenca
pouco estudada, principalmente em relagao aos mecanismos moleculares envolvidos. No
entanto, considerando-se o desfecho desfavoravel desta neoplasia, a necessidade de melhor
compreensao de tais processos faz-se necessaria. O presente estudo teve como objetivo
avaliar uma série de 19 pacientes com CACs, selecionados a partir de 119 pacientes que
correspondem a todos os casos da doenca até 2012 do Hospital de Cancer de Barretos. Por
se tratar de uma doenca heterogénea e com varios sitos anatémicos, o nimero de casos em
glandulas salivares foi ainda menor. O foco do trabalho foi a avaliagao do perfil de expres-
sao de mRNAs das principais vias da carcinogénese, analise de microRNAs e proteinas,

permitindo uma melhor compreensao do carcinoma adendide cistico de glandulas salivares.

8.1 Visao Geral do Papel das Translocacées Génicas avaliadas em Carcinoma Ade-

noide Cistico

Devido a alta frequéncia dos eventos estruturais de translocagao génica em CACs,
principalmente as que acarretam na fusao MYB/NFIB que correspondem a aproximada-
mente 79% dos casos, o mesmo ¢é considerado como marcador da doenca em questio e

deve ser considerado. Sabe-se que as alteracgoes estruturais podem afetar a expressao de
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outros genes, além de influenciar diferentes mecanismos no ambiente celular. Cada vez
mais tem se identificado mecanismos mutuamente exclusivos, que permitem a avaliagao
de subgrupos moleculares que podem ser submetidos diferentes estratégias terapéuticas.
Além da translocacao classica desse tipo tumoral, o gene NFIB também foi identificado
como translocado com outros genes, tais como o MYBLI1. Estudos mostram que ambos
tipos de fusoes apresentam a mesma assinatura de expressao, possivelmente atuando por
meio de mecanismos moleculares similares. Os painéis comerciais disponiveis para ava-
liagdo de céncer como um todo (painéis pan-céncer), tal como o painel utilizado para
avaliacao de vias carcinogénicas no presente trabalho, nao apresentam sondas para essas
alteragoes especificas. Dessa forma, foram avaliados separadamente os transcritos MYB,
NFIB e MYBL1 em um painel customizado adicional.

O gene MYB ¢é considerado oncogénico. Seu papel estd relacionado com codifi-
cacao um fator de transcricao que atua em diversos processos, incluindo a regulacao de
células tronco. Em contrapartida, o gene NFIB também codifica um fator de transcricao
associado ao controle do ciclo celular, um halmark chave do cancer. A fusao desses dois ge-
nes gera um transcrito com um dominio de ligacdo ao DNA e um dominio de transativagao
que parece ser responsavel pela perda de sequéncia de elementos de regulagao negativa que
confere uma expressao aumentada do mesmo. Assim, tanto a fusio MYB/NFIB quanto
MYBL1/NFIB modulam uma ampla gama de genes downstream, uma vez que correspon-
dem a fatores de transcricdo aumentados nas células. Os genes alvos estao associados a
processos de controle de ciclo celular, apoptose, angiogénese e adesao celular.

Nesse cenario, dos 19 pacientes, somente 12 puderam ser avaliados quanto a trans-
locacdio MYB/NFIB e MYBL1/NFIB pelo painel customizado, devido a disponibilidade

limitada de tecido congelado com porcentagem tumoral suficiente para analise. Destes, 7
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pacientes (58% dos casos) tiveram expressao aumentada de MYB, sendo 4 concomitante-
mente com NFIB e com nimero similar de contagens, sugerindo a possivel co-expressao
entre ambos, indicando a possivel presenca de tais eventos estruturais das amostras avali-
adas. Estudos apontam também que tanto o gene MYB quanto NFIB podem apresentar
translocagoes com outros genes. E dentre essas, a translocacao de NFIB com MYBL1
¢ de destaque devido a similaridade no perfil de expressao. Alem disso, o gene NFIB
apresentou expressao aumentada em 2 pacientes que também apresentaram contagens
similares de MYBLI1. Tal fato sugere a possibilidade de outras transloca¢ées nesse con-
texto. Assim, ao somar os 2 pacientes que apresentam expressao de MYBL1/NFIB, a
frequéncia de translocacao nesse subconjunto de amostras poderia atingir até 75% dos
casos. B importante ressaltar as limitacoes dessas avaliacoes. As sondas avaliadas foram
construidas de forma a serem compativeis com o ensaio de proteinas, ja que ambos sao
executados simultaneamente. Dessa forma, as sondas representam uma porg¢ao do gene e
nao os pontos de quebra. Por outro lado, uma avaliacdo por outras técnicas, tais como
FISH além de apresentarem maiores custos possuem limita¢oes por nao avaliarem situa-
¢Oes em que os genes parceiros sao desconhecidos. Como € o caso dos 3 pacientes de MYB
que nao apresentam expressao de NFIB.

Considerando o papel das translocagoes génicas em CACs, apesar de uma altera-
¢ao com papel no desenvolvimento tumoral (tida como driver) apresentar uma frequén-
cia muito alta entre os pacientes, sabe-se que um tnico evento nao corresponde a total
complexidade dos mecanismos moleculares de um cancer. Estudos recentes abordam o
conceito da temporalidade das alteragoes genéticas nos tumores, ou seja, pela frequéncia
da variante é possivel prever se esta ocorreu no inicio da carcinogénese ou foi adquirida

em processos subsequentes. Tais processos que ocorrem a posteriori poderiam levar a um
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aumento da agressividade da doenca e variacoes na resposta a terapia, o que parece estar
particularmente envolvidos em doencas como os CACs que apresentam um crescimento
lento. Sabe-se que a doenca pode levar até 15 anos para desenvolver um processo de
metastase, o que sugere que um perfil agressivo da doenca pode estar relacionado a ou-
tras alteracoes adquiridas ao longo do tempo. Além disso um tumor corresponde a um
conjunto de células em diferentes niveis hierarquicos, o que também pode acarretar na
presenca de clones distintos com outros tipos de alteragoes genéticas. Tal complexidade
tem sido avalidada recentemente por meio de estudos de analise de exoma por métodos

de sequenciamento.

8.2 Estudos do Exoma

Estudos recentes por meio de andlise de sequenciamento de nova geragao (NGS)
tanto do exoma (WES) quanto de genoma completo (WGS) de CACs mostraram se tratar
de um tumor com baixa taxa de mutagoes somaticas. Stephens et al., reportou uma média
de apenas 13 mutacoes por exoma de CAC, um nimero muito abaixo do identificado para
a maioria dos carcinomas. A frequéncia de alteragoes em genes individuais também é
baixa, com pouca similaridade entre os pacientes. Essa estabilidade rara no genoma tem
sido atribuida ao fato de que a ativacao de MYB ser um evento inicial como um evento
driver primario da carcinogénese dos CACs e as alteragoes subsequentes por alguma razao
tem sido selecionadas evolutivamente em um contexto em que a instabilidade gendémica
nao ocorreu.

No entanto, apesar dessa falta de padrao entre os genes, as mutagoes parecem

ocorrer nas mesmas vias. Dentre essas, observa-se a via de remodelamento de cromatina
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(CREBBP, EP300, MLL2/3, SMARCA2/C1 e KDMG6A), via de checkpoint e dano de
DNA (TP53, ATM e UHRF1), sinalizacao FGF-IGF-PI3K (PIK3CA, FGFR2, INSRR,
HRAS) e a via NOTCH (NOTCH1/2, SPEN, CTNNB1, FOXP?2).

E importante notar que as alteracoes na regulagdo da cromatina podem afetar
até 50% dos casos. Acredita-se que o remodelamento da cromatina e a ativagao de de-
terminados complexos transcricionais sao requeridos em situagoes de grandes alteragoes
genoOmicas estruturais.

A via Notch também foi um dos pontos principais em diversos estudos de analise
de exoma. O gene SPEN, um dos efetores downstream da via codifica uma proteina de
ligacio ao RNA que atua como um co-regulador de proteinas regulatorias. Acredita-
se que ele pode reprimir genes mesmo na auséncia de ativacao da via Notch, sugerindo
mecanismos alternativos. Esse gene também pode estar relacionado com a via FGF, o
que sugere uma relagdo entre diversos mecanismos identificados em CACs.

Considerando os custos para o sequenciamento em relagdo ao baixo niimero de
alteracoes, a avaliacao indireta por analise de expressao, como a realizada no presente
estudo torna-se uma alternativa com grande potencial de aplicacao clinica. Além disso,

estudos recentes tém discutido o papel da reprogramacao transcricional e epigenética dessa

doenga.

8.3 Mecanismos Moleculares de Expressao Génica e sua Aplicacao Clinica

A andlise de expressao génica realizada abordou diferentes aspectos, tais como
sexo, topografia, padrdo de crescimento (tipo histolégico), invasdo perineural e invasiao

angiolinfatica. Um foco maior foi dado nas andlises do padrao de crescimento (especi-
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almente no subtipo sélido, o mais agressivo) e na invasao perineural em decorréncia da
avaliacdo da agressividade. As demais anglises foram avaliadas de forma comparativa. B
importante observar que parte dos achados em glandulas salivares menores sao similares
aos identificados em CACs sélidos, uma vez que sdo basicamente os mesmos pacientes.

O painel PanCancer utilizado aqui aborda 13 vias principais. Para uma avaliacao
geral, faz-se necessario considerar a representatividade da via nao somente em termos
do nimero de genes induzidos ou reprimidos, mas também a proporcao em relagao ao
tamanho da via e a presenca de genes diferencialmente expressos com fold-change de
relevancia. Dessa forma, para a comparacao do subtipo histolégico solido em relacao aos
demais (tubular e cribiforme), foram identificadas como induzidas as vias de reparo de
DNA e ciclo celular/apoptose. E como reprimidas de forma representativa as vias MAPK
e RAS.

No subtipo histolégico sélido, trés principais genes da via de reparo de DNA
encontraram-se induzidos. Foram eles: RAD51, FANCA e H2AFX. Nesse contexto, um
estudo mostra que o gene MYB pode ser ativado por ganho do nimero de cépias de DNA
ou justaposicao de elementos enhancers a partir de NFIB, RAD51B e TGFBR3°. Nesse
caso, ocorre uma expressao aumentada de MYB como um todo ao invés da expressao
de uma proteina MYB truncada quando na presenca de eventos de fusdo génica, com
potencial envolvimento do gene RAD51°°. Além disso, um estudo de andlise de exoma,
identificou alteracoes em dominios de helicases® . Sabe-se que essas alteracdes podem afe-

1°2. Essas evidéncias indicam

tar os mecanismos de reparo de DNA via alteragdo de RADS
um potencial papel desse gene em CACs, demandando mais estudos para a avaliacao da

real importancia do mesmo nessa doenca. Nao existem estudos sobre o papel dos genes

FANCA e H2AFX em CACs, sendo apontados como marcadores de dados de DNA em



64

outros tipos tumorais®®. Finalmente, a via de reparo em CACs j4 tem sido relatada como
alvo terapéutico, uma vez que o gene ATR parece ser regulado por MYB, cujo inibitor
VX-970 encontra-se em fase 2 de teste clinico®®. Além disso, inibidores de checkpoint e o
tratamento com PARP sao amplamente empregados de alteragdes em genes de reparo do
DNA, tais como o LY2606368/Prexasertib®.

A via de ciclo celular/apoptose induzida em CACs sélidos é representada pelos
genes CCNA2, CDC25A, CDC25C, PKMYT1, CCNBI1. Dentre esses, os genes CDC25A
(regulador da fase GO do ciclo celular) e CDC25C (regulador da fase G2/M do ciclo celular)
foram descritos como fosforilados pelo PIM1, uma quinase oncogénica associada com a
progressao em CACs®®. O gene PKMYT1 possui poucos relatos tanto em CACs, mas tem
sido associado a progressio e pior prognéstico em diversos tipos tumorais®’. Finalmente,
o gene C'CNBI1 é conhecido como um dos genes proliferativos que sao alvos downstream
do gene MYB%. Considerando a alta frequéncia das alteracoes da expressio de MYB em
CACs, terapias alvo-direcionadas para esta alteragdo conseguiriam abranger a maioria
dos pacientes. Dentre os possiveis candidatos, um estudo em cancar de mama positivos
para receptor de estrégeno (RE) submetidos a inibi¢ao de MYB por meio de inibidores de
CDKY conferiu apoptose e bloqueio do ciclo celular em G2/M?°. Tal mecanismo ocorre em
parte pelos alvos proliferativos de MY B, sendo um deles o CCNB1 e esse tipo de estratégia
terapéutica seria de grande aplicacao em CACs e a compreensao do papel desses genes do
ciclo celular em CACs faz-se necessaria%’.

No subtipo soélido foram identificados diversos genes reprimidos, representati-
vos da via MAPK (NGF, CACNA2D2, MAP3K1, FOS, NRjJA1, MAPKS8IP1, DUSP5,
GADD/5B, EGF). Apesar desse resultado parecer contraditério, uma vez que essa via é

considerada como um regulador positivo da iniciacdo tumoral, progressao e manutencao
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tumoral, um estudo mostra que a via MAPK encontra-se inibida em um conjunto de

CACs de glandulas salivares®!.

O mesmo acontece com a via RAS, cujos genes NGF,
PLCE1, PIK3R1, MET, SHCS3, IGF1, EGF, PAK7, PLCG2 encontram-se reprimidos em
CACs sélidos. Sabe-se que um antagonista da via RAS, o WIF1, é altamente expresso em
glandulas salivares normais, e a perda de expressao ou rearranjo do mesmo ¢é observado
em tumores de glandulas salivares®2. E possivel que em alguns pacientes, ou um subtipo
em particular, esse processo nao esteja relacionado com o mecanismo da tumorigénese ou
tenha sido inibido por meio de um mecanismo alternativo.

Em contrapartida, diversos genes da via MAPK encontram-se induzidos em pa-
cientes com invasao perineural. Foi a tinica via apontada como relevante nesse grupo de
estudo (com pelo menos 3 genes significativos seguindo o mesmo padrao de modulagao).
Os genes induzidos identificados foram HSPBI, FLNC, CACNG6, PTPRR, CACNA1C,
CACNGI1. Dos 5 pacientes do subtipo histolégico sélido, 2 apresentaram invasao peri-
neural. Dessa forma, apesar de fazerem parte da mesma via, é natural que nem todos
os genes de uma mesma via sejam induzidos. Destes, a superexpressao do gene HSPBI,
também conhecido como HSP27, foi associado com a migracgao, invasao, transi¢ao epitélio-
mesenquima em ensaios utilizado células de CACs%3.

Finalmente, é importante considerar que a via Notch poderia ser alvo de terapia
por meio de inibidores, tais como o BMS-9060024. No entanto, no presente estudo nao foi
encontrada uma alta representatividade da via como um todo em um subgrupo especifico
(subtipo histolégico sélido ou pacientes com invasao perineural). No entanto, o papel de
NOTCH1 vem sendo pesquisado com a finalidade de esclarecer seu status de oncogene
ou supressor tumoral. Sabe-se que sua fun¢ao estd diretamente relacionada com mecanis-

mos importantes de sobrevivéncia celular, crescimento, migracao e invasao em diversos
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tipos de cancer, inclusive em CACs. Em nossos achados, o NOTCH nao foi identificado
quando avaliamos a presenca dos transcritos diferencialmente expressos, no entanto, ao
avaliarmos o painel customizado, observou-se a expressao aumentada de NOTCH1 em 4

pacientes individualmente.

8.4 Avaliacao da Expressao de microRNAs em Carcinoma Adenéide Cistico

Apesar do baixo nimero de estudos com CACs em relagao a andlises do exoma
e de expressao génica, varios estudos sobre a modulagdo da expressao de miRNAs nessa
doencga tém sido realizados nos tltimos anos. No entanto, a maioria dos trabalhos avalia
a expressao diferencial de miRNAs por meio da comparagao de CACs com outros tipos
de tumores de cabeca e pescoco, de glandulas salivares ou entre amostras de individuos

64; 465 45; 49; 65; 66; 67 () presente estudo

saudaveis, além de estudos em linhagens celulares
avaliou a expressao de miRNAs em amostras de tecido de CACs em diferentes subtipos
histolégicos quando comparados com o subtipo sélido, o mais agressivo. Também foram
avaliados miRNAs expressos em pacientes de apresentaram invasao perineural em compa-
ragao com os que nao apresentaram. Dessa forma, o foco do trabalho esta relacionado com
a agressividade do tipo tumoral em questao, sendo inédito na literatura até o momento.

Em relagdo ao subtipo histolégico, trés miRNAs (hsa-miR-181d, hsa-miR-23b e
hsa-miR-455) reprimidos no subtipo histolégico sélido em comparagdo aos subtipos tu-
bular e cribiforme foram previamente relacionados com CACs em estudos prévios®: 67 69,
Além disso, outros dois miRNAs, também reprimidos no subtipo sélido, foram previa-

mente identificados em um estudo de neoplasma de glandulas salivares (hsa-miR-154-5p

e hsa-miR-409)%.
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A andlise correspondente aos miRNAs diferencialmente expressos em pacientes
que apresentaram invasao perineural, em comparagao com os que nao apresentaram, mos-
traram em sua maioria miRNAs induzidos. Destes, o hsa-miR-143 e o hsa-miR-21 foram
previamente associados com CACs em estudos prévios’® 6% 7L 72 73; 74 75, 76 - Fgte 1ltimo
também foi identificado como modulado em outros neoplasias de glandulas salivares e
também em carcinoma adenodide cistico lacrimal. Além disso, outros miRNAs induzidos
em CACs com invasao perineural também foram identificados em neoplasmas de glandulas
salivares. Sao eles: hsa-miR-29c, hsa-miR-140, hsa-miR-195 e hsa-miR-245% 77 78 79

Finalmente, as analises de associacao em redes com genes diferencialmente ex-
pressos apontaram alguns desses miRNAs com nos interessantes a serem avaliados como

candidatos para estudos futuros.

8.5 Limitacdes do Estudo e Perspectivas Futuras

A principal limitacao do estudo esta relacionada ao baixo nimero de amostras e
o alto custo dos experimentos. No entanto, por se tratar de um tumor raro, a maioria
dos estudos em CACs apresenta um nimero amostral menor que 30 casos. A limitacao de
amostras de tecido congelado com porcentagem tumoral suficiente para avaliagao também
foi um fator limitante.

Em contrapartida, a casuistica foi selecionada a partir de um ntmero maior de
pacientes com critérios altamente restritivos. Isso permitiu a avaliacdo de uma série mais
homogénea. Diversos estudos mostram que casuisticas maiores podem afetar os resultados
em decorréncia da heterogeneidade dos casos. Dessa forma, foi possivel caracterizar em

nivel transcricional os pacientes com os painéis utilizados.
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Uma possivel aplicagdo futura seria a investigagdo em um maior nimero de casos
visando avaliar se o padrao observado poderia se repetir mesmo em casos mais comple-
xos e indiferenciados. Finalmente, buscar os achados em amostras de menor qualidade,

eliminando a necessidade do uso de tecido congelado.
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9 CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente trabalho, foi possivel obter o perfil de expressao
dos mRNAs, microRNAs e proteinas em CACs de glandulas salivares, com foco no perfil
histolégico s6lido e na ocorréncia de invasao perineural. As andlises realizadas permitiram
a avaliagdo tanto em amostras parafinadas (mRNA para painel PanCancer e microRNA)
como amostras de tecido congelado (mRNA para painel customizado e proteinas). Além
disso, foram identificadas interacoes entre mRNA-microRNA, possiveis fusdes génicas que
caracterizam a doenca e genes de interesse envolvidos em vias carcinogénicas que servem

de candidatos para estudos futuros.
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