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RESUMO

Cousseau, Cristiane P. V. Andlise de microRNAs como biomarcadores preditores de metdstase
linfonodal em pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral. Dissertagao

(Mestrado). Barretos: Hospital do Cancer de Barretos; 2019.

JUSTIFICATIVA: O Cancer de Cabeca e Pescog¢o é o oitavo tipo mais comum no mundo, e
engloba tumores de cavidade oral, faringe e laringe, tendo uma incidéncia mundial anual de
830.000 casos novos e 430.000 mortes. Dentre os tumores de cabega e pescogco, o mais
incidente é o Carcinoma Epidermdide de Cavidade Oral (CECO), relacionado com mais de 90%
dos casos e foco deste estudo. Para este tipo tumoral, a presenca de doen¢a metastatica nos
linfonodos, além de ser um importante indicador de progndstico, influencia a escolha do
tratamento inicial e da terapia adjuvante dos pacientes. Porém muitos pacientes submetidos
ao estadiamento cirurgico dos linfonodos do pescoco (esvaziamento cervical ou linfonodo
sentinela), apds a analise patoldgica, tem um resultado negativo para metastases linfonodais.
OBIJETIVO: Identificar microRNAs (miRNAs) diferencialmente expressos em amostras tumorais
de pacientes com CECO clinicamente livres de metastase (cNO) capazes de distinguir pacientes
com linfonodos patologicamente positivos (pN+) dos patologicamente negativos (pNO).
MATERIAIS E METODOS: O nivel de expressdo de 800 miRNAs foi avaliado em 12 amostras
cN+ e 12 tumores cNO de pacientes com CECO, utilizando a tecnologia nanoString.
Posteriormente, a expressao diferencial dos mesmos foi validada em um grupo independente
de 15 amostras cN+ e 25 amostras cNO, através da técnica de gPCR. A andlise de expressao
diferencial da fase de screening foi realizada utilizando a ferramenta Galaxy e o SPSS 23.0,
levando em consideracgdo p <0,05, fold-change >1,5 e AUC >0,7. Para a validac¢do, os calculos
de expressdo diferencial foram realizados utilizando-se as médias dos valores de Cts dos
miRNAs e a média do valor de Ct do small nuclear RNA U6 utilizado como controle enddgeno,
considerando um cutoff maior ou menor 2,01, para considerar o miRNA hipoexpresso ou
hiperexpresso. RESULTADOS: Quatro miRNAS diferencialmente expressos foram
identificados: hsa-miR-1249-3p, hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p, sendo os
dois primeiros mais expressos no grupo pNO e os dois Ultimos mais expressos no grupo pN+.

O nivel de expressao destes miRNAs foi validado em uma casuistica maior e o hsa-miR-99a-5p



apresentou uma expressdo diferencial entre os dois grupos avaliados. CONCLUSAO: Este
estudo mostrou que o microRNA hsa-miR-99a-5p foi eficiente em detectar pacientes que sao
negativos para metastase linfonodal em amostras de tumores primarios de CECO, sugerindo
que a sua utilizagdo conjuntamente com as técnicas convencionais empregadas atualmente,
constitui uma ferramenta util que pode auxiliar os médicos nas decisdes de esvaziamento

cervical dos pacientes em questao.

Palavras-chave: Biomarcadores, Metastase Linfonodal, Carcinoma Epidermdide de

Cavidade Oral, microRNA



ABSTRACT
Cousseau, Cristiane P. V. miRNAs as biomarker to predict lymph node metastasis in oral
squamous cell carcinoma patients. Dissertation (Master’s degree). Barretos: Hospital do

Céancer de Barretos; 2019.

BACKGROUND: Head and Neck Cancer is the eight most common cancer worldwide, affecting
the oral cavity, pharynx and larynx, with an incidence of 830,000 new cases and 430,000
deaths per year. Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) constitutes the largest group in head
and neck tumors, is related to over 90% of the cases and is the primary tumor in this study. To
this tumor type, besides being an important prognostic indicator, the presence of metastatic
disease in lymph nodes also influences the choice of the therapy. Although many patients
submitted to the surgical staging of the neck lymph nodes (neck dissection or sentinel lymph
node), after pathological analysis, they have a negative result for lymph node metastasis. AIM:
Identify differentially expressed microRNAs (miRNAs) in tumor samples from OSCC patients
without clinical evidence of metastases in cervical lymph nodes (cNO) capable of distinguishing
cases with pathologically positive (pN+) from pathologically negative lymph nodes (pNO).
MATERIALS AND METHODS: The expression level of 800 miRNAs was evaluated in 12 OSCC
cN+ tumors and 12 OSCC cNO, using nanoString platform. Subsequently, the differentially
expressed microRNAs were evaluated in an independent cohort of 15 cN+ samples and 25 cNO
samples, using real time PCR technique. Differential expression analysis of the screening phase
was performed using the Galaxy tool and SPSS 23.0, taking into consideration p <0.05, fold-
change >1.5 and AUC >0.7. For validation, differential expression calculations were performed
using the average Cts values of the miRNAs and the average Ct value of the small nuclear RNA
U6 used as an endogenous control, with a cutoff of greater or less then 2.01, to consider the
mMiRNA hypoexpressed or hyperexpressed. RESULTS: Four differentially expressed miRNAs
were identified: hsa-miR-1249-3p, hsa-miR-99a-5p, hsa-miR-3202 and hsa-miR-548ad-3p,
with the first two being highly expressed in pNO group and the last two being lower expressed
in pN+ group. The expression level of these miRNAs was validated in a larger sample and
miRNA hsa-miR-99a-5p presented a differential expression between the evaluated groups.
CONCLUSION: This study showed that hsa-miR-99a-5p miRNA was efficient in detecting

patients who are negative for lymph node metastasis in primary OSCC tumor samples,



suggesting that its use in combination with conventional techniques currently employed is an
useful tool that may assist physicians in the neck dissection decisions.

Key Words: Biomarkers, lymph node metastasis, oral squamous cell carcinoma, microRNA



1 INTRODUCAO

1.1 Carcinoma epidermdide de cabeca e pesco¢o

O Cancer de Cabeca e Pescogo (CCP) é o oitavo tipo de cancer mais comum no mundo,
e engloba tumores de cavidade oral, faringe e laringe, tendo uma incidéncia mundial anual de
834.860 casos novos e 431.131 mortes®.

Este trabalho abordard exclusivamente os tumores da cavidade oral, que é formada por
diversos tipos teciduais, o que abre a possibilidade para o desenvolvimento de diferentes tipos
tumorais. O enfoque serd no Carcinoma Epidermdide de Cavidade Oral (CECO), que constitui
o0 maior grupo dos tumores de cabeca e pescoco, sendo responsavel por mais de 90% dos
casos?, e sua incidéncia mundial é estimada em 300.000 casos novos a cada ano'. No Brasil, o
numero de casos novos de cancer de cavidade oral estimados para os o biénio 2018/2019 é
de 11.200 para os homens e 3.500 para as mulheres3.

Um estudo retrospectivo (2008-2012) mostra que este tipo tumoral acomete em sua
maioria individuos do sexo masculino (69%) e com faixa etdria superior aos 50 anos (87,71%)".
Também foi observado que o consumo de tabaco e alcool sdo os fatores de risco
independentes que mais tem relagdo com o aumento do risco CCP, e além disso, também
apresentam uma relagao sinérgica, o que pode aumentar o risco e explicar cerca de 75 a 85%
de todos os casos™ ®.

A carcinogénese oral é um processo que envolve vdrias etapas, seu desenvolvimento
pode ocorrer a partir de mucosas normais ou lesdes pré-neoplasicas. Independente do tipo
tecidual envolvido, esse processo se inicia com o desequilibrio de algumas atividades
celulares, desequilibrios estes que pode ocorrer através da acdo de agentes carcinogénicos,
gue com uma ac¢ao conjunta afetam processos como crescimento, proliferacdo e morte
celular, fazendo com que as células normais se transformem em células tumorais, alterando
assim seu ritmo de crescimento e metabolismo’ 8.

O tratamento e a sobrevida dos pacientes com CECO dependem em grande parte do
estadiamento do tumor primario (TNM: Tumor/Linfonodo/Metéstase). Quando o diagndstico
acontece em um periodo tardio, o tratamento é bem debilitante e muitas vezes a doenca pode
ser fatal, enquanto que o diagndstico em estadios iniciais tem um progndstico mais favoravel
e um tratamento menos agressivo®. A sobrevida global em 5 anos n3o chega a 60% enquanto

para tumores em estadios iniciais (T1/T2) é de aproximadamente 80%%3, Porém, um pior



progndstico é esperado em pacientes com metastase linfonodal*4, o que é agravado com a
presenca de extravasamento capsular®®. A incidéncia de metdstases ocultas nos linfonodos
em tumores em estadios iniciais (T1/T2) estd entre 27 a 40%!%18 e pode chegar a 30% nos
pacientes que realizam bidpsia de linfonodo sentinela e foram previamente estadiados como
clinicamente livres (cNO)' °. Além de ser um importante indicador de progndstico, a
presenca de doenga metastatica nos linfonodos também influencia a escolha do tratamento
inicial e a terapia adjuvante para diminuir a taxa de recorréncia da doenca?®?2.

A abordagem terapéutica para pacientes diagnosticados clinicamente com metdstase
linfonodal (cN+) ja possui uma estratégia bem definida e aceita, que inclui esvaziamento
cervical terapéutico, seguida de radioterapia pds-operatdria, com ou sem quimioterapia
concomitante. No entanto, a escolha de tratamento para pacientes sem evidéncias clinicas de
metastases cervicais permaneceu controversa durante muito tempo e atualmente ainda nao
ha uma técnica pouco invasiva e muito eficiente para tal diagndstico®® 2%, Antigamente as
abordagens utilizadas eram: “wait-and-see” (o que posteriormente poderia levar ao
esvaziamento cervical terapéutico) ou o esvaziamento cervical eletivo (profilatico). Tumores
iniciais sdo altamente curaveis somente com cirurgia e radioterapia e por esta razdo a
abordagem “wait-and-see” foi bem aceita durante muito tempo, onde o pesco¢o nado era
tratado e os pacientes eram monitorados com atencdo especial para o desenvolvimento de
metastases cervicais. Entretanto, estudos recentes mostram que 30 a 60% destes casos com
tumores iniciais podem apresentar metdstase cervical, o que aumenta o risco de progressao
para uma doenca incurdvel®> 26,

O esvaziamento cervical eletivo é uma abordagem na qual pacientes clinicamente livres
de metastases linfonodais sdo submetidos a remocao de linfonodos cervicais nos niveis |, Il e
lll. Uma limitagdo para a correta avaliagdo de metdstases linfonodais cervicais em pacientes
com CECO submetidos a linfadenectomia cervical eletiva é a falta de sensibilidade da avaliacdo
histopatolégica pds-operatdria, dos linfonodos ressecados através da andlise de cortes de
tecido incluido em parafina corados com hematoxilina e eosina (H&E), especialmente em
relacdo a identificacdo de micrometastases.

Dados publicados em 2015, em um estudo tido como referéncia nos dias de hoje,
mostraram que o esvaziamento cervical eletivo pode mostrar melhores resultado do que o

“wait-and-see” em tumores cNO?’. Os pacientes que permanecem nesta abordagem, muitas



vezes, entre uma consulta de acompanhamento e outra, podem ter uma piora consideravel
(30 a 60% podem desenvolver metastases linfonodais), e isso levara ao esvaziamento cervical
terapéutico, que é feito quando se sabe, através de exame clinico e de imagem, que hd
presenca de linfonodos positivos.

Em seu estudo, D’Cruz e colaboradores?® fizeram uma compara¢do entre o
esvaziamento cervical eletivo (ECE) e o esvaziamento cervical terapéutico (ECT), que era
utilizado caso o pescoco dos pacientes da abordagem ‘wait-and-see’ se tornasse positivo. No
estudo foram incluidos 245 pacientes em cada um dos grupos de tratamentos, e 0s mesmos
foram acompanhados durante 39 meses. Os resultados mostraram que, dos pacientes que
realizaram ECT, 146 apresentaram recorréncia e houveram 79 ébitos. E dos que realizaram
ECE, apenas 81 tiveram recorréncia e foram registrados 50 ébitos. Além disso, a sobrevida
global (67,5% ECT e 80% ECE) e livre de doenca (45,9% ECT e 69,5% ECE) é menor do grupo

que realizou ECT (Figura 1).
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Figura 1: Sobrevida global e livre de doenca em pacientes que realizaram Esvaziamento Cervical
Eletivo e Esvaziamento Cervical Terapéutico. (A) Sobrevida global e a razdo de risco
correspondente no grupo de cirurgia eletiva e no grupo de cirurgia terapéutica. (B) Sobrevida

livre de doenca e a razao de risco correspondente.

Contudo, outra técnica para diagndstico de metastases cervicais veio ganhando espaco,
a Pesquisa do Linfonodo Sentinela (PLS). Que é baseada no pressuposto da existéncia de um

padrdo de drenagem linfatica para um grupo de linfonodos regionais, ou somente um



linfonodo, que sera o primeiro a receber as células tumorais, que é denominado linfonodo
sentinela?® 39,

Neste contexto, o uso da técnica de linfonodo sentinela tem sido promissor, uma vez
que que ele avalia um numero menor de linfonodos e os submete ao estudo imuno-
histoquimico aumentando a acurécia na identificacdo de micrometastases>'. Isso mantem a
seguranca de controle destes linfonodos?®-31, diminuindo a morbidade quando comparada ao
esvaziamento cervical eletivo.

Atualmente, o estadiamento cirurgico dos linfonodos do pescogo clinicamente NO (cNO)
pode ser feito tanto com a linfadenectomia supraomohioidea como com a pesquisa do
linfonodo sentinela, ambas apresentando resultados oncoldgicos semelhantes3? 33, Quando,
apos a técnica do linfonodo sentinela o pescogo é estadiado como positivo, os pacientes sdo
adequadamente encaminhados para linfadenectomia supraomohioidea.

As diretrizes de pratica clinica da NCCN (do inglés: National Comprehensive Cancer
Network)** publicadas em 2018 para cancer de cavidade oral, estdo demonstradas na figura
2, onde é possivel notar que as opg¢des terapéuticas para os linfonodos do pescoco de
pacientes cT1/T2 ¢cNO MO, sdo a dissec¢do destes linfonodos (esvaziamento cervical eletivo)
ou a pesquisa do linfonodo sentinela (PLS). Tanto o esvaziamento cervical quanto a PLS,
apresentam resultados oncoldgicos semelhantes®?, sendo o esvaziamento cervical muito mais

invasivo e com maior morbidade dos pacientes.
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Figura 2: Diretrizes de prética clinica para pacientes com cancer de cavidade oral clinicamente livres

de metastase linfonodal.

Um estudo prospectivo tido como referéncia, comparou as morbidades e complicagdes
pds-operatdrias de pacientes submetidos a PLS e ao esvaziamento cervical eletivo, através de
dados obtidos pelo NDII (do inglés: Neck Dissection Impairment Index), um questionario que
avalia o indice de deficiéncia da dissec¢ao do pescoco, e de um exame fisico do ombro, a
avaliacdo do ombro de Constant. Os resultados obtidos mostraram que o esvaziamento
cervical eletivo proporciona mais morbidades e complicacdes pds-operatdrias do que a PLS

(Tabela 1). Além de demonstrar uma diferenca significativa entre o comprimento da cicatriz

deixada por ambos os procedimentos3?,




Tabela 1. Avaliagdo clinica da morbidade pds-operatoria.

N2 de pacientes
Item avaliado PLS ECE p-valor

Comprimento da cicatriz—cm 4,8 9,2 <0,0001

Numero de pacientes

Forga
Normal 33 25
Moderadamente prejudicada 0 2
Gravemente prejudicada 0 2
Complicagdes pds-operatdrias totais 0 15 <0,0001
Sangramento (revisdo na sala de cirurgia) 0 5
Lesdo do ramo mandibular marginal do nervo facial 0 7
Traqueotomia 0 1
Lesdo do nervo lingual 0 1
Infecgao da lesao 0 1

Fonte: Adaptado de Murer et al., 20102

Abreviagles: PLS, Pesquisa de Linfonodo Sentinela; ECE, Esvaziamento Cervical Eletivo

Além da PLS apresentar uma menor morbidade e complicagbes pds-operatérias, esta
abordagem é de alta viabilidade técnica e de precisdo3® 3>-3%, podendo ter um valor preditivo
negativo (VPN) de até 96% em pacientes com cancer de cavidade oral em estadios iniciais
(T1/T72)%, fazendo com que seja uma boa alternativa ao ECE. O problema é que muitos

pacientes ainda sdo estadiados como pNO ap6s a realizacdo da PLS.

1.2 Metastases cervicais
O processo metastatico é complexo e dispde de muitas etapas, as quais envolvem a
disseminacdo de células cancerosas primarias para érgaos distantes. Este processo é muitas

vezes precedido por alteracdes no microambiente do nicho metastatico. O crosstalk entre a



célula tumoral (semente) e o microambiente (solo) foi observado e descrito por Paget em

1889, e ficou conhecido como hipdtese ‘Seed and Soil’3> 40 41,

A disseminagdo das células cancerosas para outros tecidos pode ocorrer de duas
maneiras: através da corrente sanguinea ou dos vasos linfaticos. A metastase linfatica ndo é
um processo completamente passivo, é regulado em multiplas etapas, incluindo o transito de
células tumorais através dos vasos linfaticos e a ‘semeadura’ bem-sucedida na drenagem de

ganglios linfaticos*?.

A disseminagdo metastatica dos tumores de cabeca e pesco¢o usualmente ocorre
através do sistema linfatico, sendo os linfonodos dos niveis | e Il os mais envolvidos. A rota
linfatica é particularmente relevante para estes tumores, com os linfonodos regionais
geralmente sendo os primeiros 6rgaos a desenvolverem metdastases, servindo como uma

ponte de disseminacdo para outros sitios* 44,

1.3 Sistema linfatico e linfonodos

O sistema linfatico é um sistema circulatério que transporta linfa pelo nosso organismo,
através de vasos especificos. A anatomia microvascular e a hemodinamica dos linfonodos
foram caracterizadas em linfonodos inguinais de ratos*’. Esta vasculatura estad espalhada por
todo corpo. A pele, os epitélios e os érgaos contém numerosos capilares linfaticos que
absorvem e drenam o liquido dos espacos entre as células, que é chamado de linfa. Existem
os vasos aferentes, que transportam a linfa para dentro dos linfonodos e os vasos eferentes,
que a transportam a partir dos linfonodos. A linfa desempenha papéis importantes na

homeostase dos tecidos, equilibrio de fluidos, fun¢do imune e transporte de lipidios*? 4> 4°.

Os linfonodos, ou ganglios linfaticos, sao pequenos 6rgaos com uma importante funcao
no sistema imunoldgico. Pode-se dizer que sdao estacdes de coleta para antigenos
estrategicamente posicionados no organismo, que estdo presentes em tecidos periféricos de
mamiferos e outros vertebrados. Os antigenos, sejam eles microrganismos, particulas virais
ou qualguer outro, podem entrar no organismo por diversas vias: oral, respiratoria,
gastrintestinal, entre outras. O epitélio que reveste estes tecidos serve de porta de entrada

para os antigenos, que sdo drenados pelos vasos linfaticos, e possuem células especializadas



gue capturam estes antigenos e viajam por estes vasos até chegar aos linfonodos. Estes
linfonodos estdo interpostos ao longo dos vasos linfaticos e tem por funcgao filtrar a linfa antes
de chegar ao sangue. Apds esta filtragem, entram em acdo as células apresentadoras de
antigenos (APC), que vao ‘apresentar’ este antigeno as células T naive, que sdao um tipo de
linfdcito, a fim de iniciar uma resposta imune adquirida. Os linfécitos buscam seus antigenos
cognatos durante visitas constantes a estas bibliotecas de antigenos locais (linfonodos). No
caminho, interagem com outras células, desencadeando uma resposta imune, que representa

a defesa produzida pelo organismo contra algum corpo estranho especifico*®-4.

Essa resposta imune efetiva é desencadeada por células chamadas efetoras, que tem
um papel crucial no reconhecimento e producdo de anticorpos contra os antigenos. Apds o
antigeno ser eliminado do organismo, a maioria dessas células efetoras morre, porém uma
pequena fracdo permanece como células de memoaria de longa dura¢do. Quando o organismo
entrar em contato novamente com estes mesmos antigenos, a receita para produzir os
respectivos anticorpos ja estard armazenada nestas células, que em sua maioria residem nos

linfonodos, possibilitando uma forte resposta de recall sempre que o antigeno retornar®? 42,

Dado a esta importante funcdo dos linfonodos durante a acao do sistema linfatico no
organismo, é possivel notar a importancia dos mesmos para o bom funcionamento do corpo.
Quando os pacientes sdo submetidos a retirada dessas estruturas, certamente esta acao
imunitaria ficard em parte comprometida, o que pode aumentar o risco de morbidades aos

pacientes em questdo.

1.4 Biomarcadores

Na literatura, alguns marcadores de anatomia patoldgica sao de longa data conhecidos
(infiltracdo perineural, embolizacdo angio-linfatica, modo de invasdao do tumor e mensuracao
de invasdo em profundidade) como preditores de metdstase linfonodal cervical, cujas
sensibilidade, especificidade e acuracidade ndo sdo suficientes para poupar os pacientes do
estadiamento cirurgico dos linfonodos do pescoco*='. Em consequéncia, a pesquisa de

biomarcadores moleculares parece promissora.



Biomarcadores sdo definidos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), como:
“qualquer substancia, estrutura ou processo que possa ser medido no corpo ou em seus
produtos e influencie ou preveja a incidéncia de desfecho ou doencga”>2.

Muitos estudos avaliam caracteristicas do tumor primdrio, capazes de ajudar na
predicdo de metdstases linfonodais ocultas em CECO, que podem servir como biomarcadores,
como por exemplo: pior padrdo de invasdo®3; assinaturas de expressdo génica®* >3
profundidade tumoral®> >6-58, Porém muitos destes estudos ndo s3o implementados na rotina

da pratica clinica por possuirem baixo custo-beneficio®® ou falta de validag¢do suficiente®* >,

Os microRNAs (miRNAs) tem sido muito estudados atualmente com evidéncias da sua
participacdo, além de processos biolégicos normais, em algumas doencas, incluindo o
cancer®9®2, Eles reduzem a estabilidade dos mRNAs, incluindo genes que participam de
processos importantes na tumorigénese, como inflamacdo, regulacdo do ciclo celular,
resposta ao estresse, diferenciacdo, apoptose e invasdo, evidenciando o fato de que sua
desregulacdo pode ser essencial no desenvolvimento do cincer®. Muitos estudos avaliam
miRNAs como biomarcadores (progndstico, diagndstico, preditivos de resposta a tratamentos
especificos), sendo alguns em CECP, embora nenhum traga estes marcadores especificamente

como preditores de metdstase linfonodal em cavidade oral®*-%°,

1.5 miRNAs: biogénese e fungdo

Os miRNAs sao moléculas de RNA nao codificantes que possuem de 18 a 25 nucleotideos
e constituem uma classe dominante de pequenos RNAs na maioria dos tecidos somaticos. Sua
funcdo consiste na regulacdo pds-transcricional de varios genes, através da degradacdo ou
inibicdo do MRNA’% 71, sendo importantes em varios processos celulares como proliferacdo,
crescimento, migracdo, apoptose e diferenciacdo’?74. Existem também outros tipos de
pequenos RNAs descritos na literatura, envolvidos em processos celulares eucariéticos, como
RNAs de interferéncia (siRNA)”> e Piwi-interactin RNAs (piwiRNA)’®, que como os miRNAs,

também atuam no silenciamento de RNA, porém o que os diferencia é sua biogénese’”.

Atualmente, ja foram identificados 1917 sequéncias de miRNAs humanos (miRBase

release 22.1 2018), ilustrando o enorme potencial destas moléculas na regulacdo da expressao
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génica, com estimativas de que cerca de 60% de todos os mMRNAs humanos estejam sob o

controle de miRNAs’8 72,

A maioria dos miRNAs em humanos, sdo codificados por introns®, e assim alguns genes
codificadores de miRNAs, localizados nestas regides intrénicas, acabam compartilhando a
mesma regido promotora do gene codificante de proteinas ao qual estdao préoximos. Porém,
tem-se observado que muitas vezes estes genes de miRNAs possuem muitos sitios de
inicializacdo de transcricdo®' e que algumas vezes seus promotores podem diferir dos

promotores dos genes ‘hospedeiros’®2.

A biogénese dos miRNAs ocorre preferencialmente pela via canbnica, no entanto
estudos revelaram estruturas de pequenos RNAs que se assemelham aos miRNAS tipicos, mas
gue seguem outra via de biogénese, contornando alguns dos processos que acontecem na via

candnica classica, chamada de via ndo candnica®®’ (figura 3).

VIA NAO-CANONICA VIA CANONICA

GENE
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NUCLEO
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Fonte: a autora.

Figura 3. Vias de biogénese de miRNAs. Via ndo canonica e via canonica.

Na via canOnica a transcricdo dos miRNAs é realizada pela RNA polimerase Il (Pol Il),
dando origem a moléculas de miRNA primario (pri-miRNA). O processamento nuclear destas

moléculas é feito por um complexo microprocessador, composto pela enzima Drosha, que é
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uma endonucelase especifica de RNA e a DGCR8, que é uma proteina de ligacdo ao RNA, que
funciona como ancora molecular fazendo o reconhecimento da jungao dsRNA-ssRNA (dupla
fita e simples fita), e direcionando a Drosha. Assim, a Drosha cliva as extremidades 3’ e 5’ do
steem-loop de pri-miRNA, liberando um pré-miRNA em forma de hairpin que sera exportado
para o citoplasma®. Para que este pré-miRNA seja transportado para o citoplasma, é
necessdria a formagao de um complexo transportador, através da associagdo de duas
proteinas: XPO5 (exportina 5) e RAN-GTP. As proteinas irdo reconhecer e se ligar a molécula
de pré-miRNA, a fim de que ela seja exportada para o citoplasma para completar sua
maturacdo®°.

Estas pequenas moléculas exercem uma fung¢do de guia no processo de silenciamento
de mRNAs, porém ndo agem sozinhas. Para que o processo efetivamente acontega, elas
precisam se associar a algumas proteinas, formando um complexo ribonucleoproteico,
chamado Complexo de Silenciamento Induzido de RNA- RISC (do inglés: RNA Induced Silencing

Complex), para completar seu processamento no citoplasma®.

O pré-miRNA que é exportado para o citoplasma possui um /oop em uma das
extremidades, que serd processado pela Dicer, com a¢do de helicase em seu dominio N-
terminal, facilitando o reconhecimento do pré-miRNA ao interagir com o loop. Enquanto isso,
o dominio C-terminal em tandem, forma um dimero intramolecular, para criar um centro
catalitico que ird clivar este loop liberando um miRNA duplex, que ird se associar a um
complexo proteico AGO1-4, formando um pré-RISC. Um recurso de choque térmico formado
pelas proteinas HSC70-HSP90 hidrolisa ATP para carregar este miRNA duplex, que é em
seguida descartado e o miRNA maduro permanece preso a uma das proteinas do complexo

AGO1-4, dando origem a um complexo RISC maduro’?®.

O complexo RISC é a associacdo do miRNA maduro com as proteinas Agonautas, e
através deste complexo é possivel mediar o silenciamento de alguns genes. Este silenciamento
pode ocorrer de duas maneiras: repressao da traducdo do mRNA ou clivagem do mRNA,
dependendo da complementariedade entre as moléculas. A clivagem é induzida por um
dominio de RNase presente nas proteinas Agonautas, e ocorre quando o miRNA é totalmente
ou quase que totalmente complementar ao mRNA alvo, ocorrendo uma ligacdo por

complementariedade entre ambos e o mMRNA é clivado, ou degradado®!. Varios mecanismos
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foram descritos na literatura para explicar como ocorre a repressdo da traducdo, onde os
mMiRNAs se ligam aos mRNAs através de um pareamento incompleto (por ndo serem
totalmente complementares), o complexo RISC recruta outros complexos proteicos e essa
acao conjunta faz com que o ribossomo seja incapaz de traduzir aquela sequéncia de mRNA,

inibindo assim a traduc3o e possibilitando o silenciamento do gene®® (Figura 4).
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Fonte: He et al., 2004%2.

Figura 4. Acdo do miRNA através do complexo RISC.

Na via ndo candnica ndo ocorre a a¢do da Drosha e da DGCR8 na biogénese do miRNA,
embora estudos demonstrem que elas desempenham outras funcGes importantes
relacionadas a processos celulares como desenvolvimento, regulacdo transcricional e

manutencdo da integridade do genoma, que s3o independentes da biogénese dos miRNAs%*

94
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Nessa via, os pré-miRNAs sdo originados através do processamento de introns pelos
spliceossomos (figura 3), e sdo exportados para o citoplasma pela XPO5 e clivados pela Dicer,
posteriormente dando origem ao RISC. Ou seja, na via ndo canOnica o complexo
microprocessador é substituido pela atividade de splicing, e os processos seguintes se fundem

com a via candnica, também descrita como via de mirtons® 23,

Diversos estudos tem mostrado perfis distintos de expressdo de microRNAs entre
amostras normais e tumorais e também varia¢des entre tipos tumorais diferentes® %
atribuindo a estas moléculas um papel importante na tumorigénese, justamente por terem

um papel fundamental da regulacio pds-transcricional da expressido génica®® % %7,

Assim, apesar da PLS ser a técnica referéncia utilizada hoje para tumores em estagios
iniciais com os linfonodos do pescoco clinicamente negativos, como mencionado
anteriormente, muitos pacientes que realizam este procedimento tem uma confirmacao
patoldgica de auséncia de metastase linfonodal. Um estudo anterior do grupo que analisou os
dados da PLS da institui¢do, revelou que 80,8% dos pacientes incluidos no protocolo foram
confirmados como pNO, ou seja, apenas 19,2% foram pN+®. Portanto um biomarcador
acurado, de rapida e facil deteccdo poderia ser uma ferramenta Util para auxiliar os médicos

durante a decisdao de esvaziamento cervical.

Também cabe mencionar que ja foi demonstrado que esta abordagem pode ser
realizada em tecido parafinado fixado com formalina, pois este tipo de amostra conserva um
perfil de expressao de miRNAs similar aquele observado em amostras de tecido fresco por
conta de seu tamanho reduzido, o que torna mais dificil sua degradacao e fazendo com que

sejam mais estaveis®>101,
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2 JUSTIFICATIVA

O estadiamento cirurgico dos linfonodos pescogo é muito importante para a eficacia do
tratamento, diminuicdo de mortalidade e recidivas em pacientes com CECO. Porém, os
pacientes submetidos a esta abordagem também apresentam morbidades, como dor e
limitacdo nos movimentos do braco devido a possiveis lesdes no nervo espinal acessério e Xl

par craniano, além de dano no sistema imune, devido a retirada dos linfonodos.

Apesar de esvaziamentos cervicais ainda serem muito utilizados na clinica (tratamento
padrdo para pacientes T3-T4), para tumores em estadios iniciais a NCCN preconiza a Pesquisa
do Linfonodo Sentinela, o que diminui estas possiveis morbidades, por retirar um nimero
muito menor de linfonodos do que os esvaziamentos. Contudo, ndo poupa os pacientes de
um estadiamento cirurgico dos linfonodos do pescoc¢o, que na maioria das vezes é confirmado

como negativo para metdstases linfonodais pelos testes patolégicos.

A deteccdo de CECO em uma amostra de tecido linfonodal requer marcadores altamente
especificos e sensiveis, sendo que o marcador ideal deve ser expresso no epitélio escamoso e
estar ausente em linfécitos e nos estromas linfaticos e vasculares. Assim, os miRNAs podem
vir a construir uma excelente ferramenta para a deteccdo de metastases linfonodais, por
apresentarem perfis de expressao especificos as células tumorais, reduzindo um possivel viés

de expressao relacionado a outras células presentes nos linfonodos.

Portanto este trabalho visa identificar miRNAs capazes de distinguir os pacientes com
CECO clinicamente livres de metdstase linfonodal (cNO) dos pacientes com linfonodos
patologicamente positivos e negativos (pN+ pNO) de uma forma sensivel, especifica, acurada
e rapida, podendo constituir uma ferramenta atil para auxiliar os patologistas na tarefa de

localizar metastases presentes nos linfonodos tidos como livres pelas técnicas convencionais.
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3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é identificar miRNAs diferencialmente expressos em
amostras tumorais de pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral clinicamente
livres de metdstase (cNO), que sejam capazes de distinguir casos com linfonodos

patologicamente positivos (pN+) dos casos patologicamente negativos (pNO).

3.2 Objetivos Especificos

= |dentificar miRNAs cujo nivel de expressdo seja capaz de diferenciar tumores de
pacientes T1/T2 cNO/pNO dos T1/T2 cNO/pN+ (com micrometastase e
macrometdstase);

= Validar o perfil de expressao dos miRNAs que apresentaram um padrao diferencial na
etapa inicial do estudo, em um grupo amostral maior, determinando sua aplicabilidade
como biomarcador preditor de metdstase linfonodal em pacientes com CECO;

= Avaliar a associacdo das varidveis sociodemograficas, clinicas, histopatoldgicas e

terapéuticas com os resultados obtidos através das andlises moleculares.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento do estudo

Estudo observacional retrospectivo.

4.2 Delineamento Experimental
Inicialmente realizou-se um levantamento de prontuarios dos casos passiveis de
inclusdo neste estudo, que posteriormente foram filtrados de acordo com os critérios de
inclusao e exclusdao determinados no item 4.5. Apds a selecdo dos casos, foi realizado um
pedido ao departamento de patologia do Hospital do Cancer de Barretos, a separa¢do dos
blocos de parafina e corte das |aminas para extracdo de RNA, para as duas etapas do estudo.
As amostras selecionadas para o screening, passaram por um protocolo de extracao de
RNA total, e entdo a expressao diferencial de 798 sequéncias de miRNAs conhecidas foi
avaliada. Além disso, foram realizadas as analises dos resultados através de programa
estatistico-matematico.
As amostras selecionadas para a validagdao do estudo passaram por extracdao de RNA total,
construcdao de um DNA complementar e a expressao diferencial dos microRNAs selecionados

na primeira etapa sera validada (figura 5).

Levantamento de prontudrios — Inclusdo de pacientes

Obtencado de material para analise molecular

Screening - Validagdo
(Extracao de RNA total - RNeasy FFPE Kit [Extracdo de RNA total - RecoverAll Total
(Qiagen) Nucleic Acid Isolation {Ambion)
'Nanostring - nCounter® miRNA Construgdo do cDNA - Realizagdo da
Expression Assays qPCR
Validagdo do perfil de expressdo

‘—Andlise de expressdo diferencial diferencial

Fonte: a autora.

Figura 5. Fluxograma do estudo.
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4.3 Delineamento clinico

A pesquisa de um biomarcador de metastase linfonodal, que esteja sendo expresso no
tumor primario, poderia poupar os pacientes de um estadiamento cirdrgico invasivo e passivel
de complicagGes. A pesquisa seria feita apds a ressec¢do do tumor primdrio e antecedendo a
PLS, onde um resultado negativo para metastase linfonodal, levaria o paciente para o
acompanhamento destes linfonodos do pescoco, sem a necessidade de cirurgia para a

retirada dos mesmos.

:Ej}'ﬁchlg TRATAMENTO DO PRIMARIO E DO PESCOCO TRATAMENTO ADJUVANTE
) PLS pNO
| se positiva, segue e Sem nodo +
com disseccdo Identificagdo do Sem
Resseccdo do ipsilateral (guiada PLS Z'Edm- czracterlstlcas
sucedida adversas
primério + pela espessurado PLS pN+ s
pesquisade ./ tumor) ou bilateral :
biomarcadores | (gula'da ’iEIE’ 1nodo+ — Con.5|derar. G
moleculares |°f3“113.930 do S Radioterapia u
primério} da caracteristicas '\'A
pescogo ou PLS.
T1/2 adversas Extensdo Tekaia slstami E
\ erapia 5|stem|ca/
NO \ extranodal + > RT(cat.1) N
|dentificacio d margens T
entificacdo do ’ = o
PLS mal s Dissecgdo do positivas Ressecglo, s o
. escoco isti o ossivel ou RT ou
sucedida Peseos Caracteristicas "\ mMargens positivas — :’era ia sistémica
ou adversas B

Outras RT ou terapia

W S -
caracteristicas de sistémica
risco

Radioterapia definitiva

Fonte: adaptado de NCCN34,

Figura 6. Delineamento clinico do estudo.

4.4 Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de
Barretos — Fundagdo Pio Xll e encontra-se aprovado (CEP: 1418/2017).

Foi solicitado ao Comité de Etica desta instituicdo a dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, em razdo desta pesquisa apresentar carater retrospectivo
e ainda representar riscos minimos para os participantes, sendo estes inerentes a quebra
acidental da confidencialidade dos dados, e por tratar de levantamento de dados junto a

prontudrios e ndo ser possivel o contato com alguns participantes de pesquisa selecionadas.
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Ainda, seu desenvolvimento ndo resultara em impacto no manejo clinico dos participantes
bem como necessidade de aconselhamento genético.

Contudo os pesquisadores comprometem-se a preservar a privacidade dos participantes
de pesquisa, garantindo que os dados coletados serao utilizados Unica e exclusivamente para
a execucdo do projeto em questdo, e que as informacdes divulgadas, de maneira nenhuma
identifiguem o participante de pesquisa.

O estudo ndo deve trazer beneficios diretos aos seus participantes, mas gerar

conhecimentos que trardo beneficios futuros a outras pessoas.

4.5 Populagido de estudo

O estudo estd sendo desenvolvido no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular
(CPOM) da Fundacdo Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos, em Barretos/SP.

As amostras foram coletadas por conveniéncia de tumores primarios (com linfonodos
cervicais metastaticos e nao metastdticos) de pacientes com CECO (cT1-T2cNOMO)
submetidos a tratamento cirurgico no Hospital de Cancer de Barretos. Foram levantados
dados epidemioldgicos (sexo, idade, etnia, status de tabagismo e etilismo), clinicos (sub-
localizacdo anatomica, estadiamento T, performance clinico, tratamentos realizados) e de
anatomia patoldgica (pT, pN, infiltracdo perineural, infiltracdo angio-linfatica, modo de
invasdo do tumor, profundidade de invasao tumoral, status das margens de seguranca, dados

de imunohistoquimica).

l. Critérios de inclusdo:

= Diagnostico histoldgico de CCE;

=  Tratamento cirargico no HCB;

= |esdo situada na cavidade oral, de acordo com CID-0;
=  Auséncia de tratamento prévio;

=  Auséncia de histaria pregressa de cancer;

=  (Clinicamente livres de metastase linfonodal
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I. Critérios de exclusao:

= Tratamento necadjuvante;

=  Tumores sincronicos;

= Sjtios ndo localizados na cavidade oral;
= T3/T4

= Dados clinicos incompletos

Este estudo possui duas fases, sendo a primeira de screening: onde foi analisada a
expressao diferencial de microRNAs em 24 amostras de tumores primarios de pacientes com
CECO incluidas em parafina através da técnica de nanoString; e a segunda de validacdo: onde
foram avaliadas 40 amostras nas mesmas condicdes, e a expressdo dos miRNAs encontrados
no screening foram analisadas pela técnica de Polimerase Chain Reaction Quantitative Real

Time (qPCR).

4.6 Analise histopatoldgica e obten¢dao do material para analise molecular

O material analisado neste estudo consiste em amostras de tumores CECO incluidos em
parafina. Apds analise dos resultados dos exames anatomopatoldgicos, as laminas de
hematoxilina & eosina correspondentes aos blocos de parafina contendo as amostras de
interesse foram revisadas pelo patologista para confirmacdo do diagndstico e caracterizacdo
dos componentes celulares presentes nas amostras selecionadas. As amostras foram entao
submetidas a macrodisseccdo manual para separacdo das regides mais representativas de
tecido tumoral (pelo menos 60% de células tumorais) e marcadas pelo patologista. Todas as
analises histopatolégicas e de imunohistoquimica foram realizadas, a fim de avaliar a presenca
de metastases nos linfonodos e selecdo dos cortes avaliados pela analise molecular.

Cuidados foram tomados visando o ndo esgotamento do material biolégico (bloco de

parafina) armazenado na patologia.

4.7 Analise molecular
Inicialmente, o padrdo de expressdao de 800 miRNAs foi avaliado em 12 amostras de

tumores com linfonodos metastaticos e 12 tumores com linfonodos ndo metastaticos, de
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pacientes com CECO. Dentre o grupo de linfonodos metastaticos, 8 foram provenientes de
linfonodos com macrometdastases e 4 com micrometdstases. Posteriormente, a expressao
diferencial de 4 miRNAs selecionados a partir dos dados obtidos na primeira etapa do estudo,
foi avaliada em um grupo independente de 15 amostras de tumores com linfonodos com

micrometastases e macrometastases e 25 tumores com linfonodos ndo metastaticos.

4.7.1 Screening
4.7.1.1 Extragdo de RNA

A extracdo do RNA tumoral foi feita a partir de cortes dos blocos incluidos em parafina
utilizando-se o RNeasy FFPE Kit (Qiagen). Primeiramente a drea tumoral das laminas foi
retirada através de raspagem com o auxilio de um bisturi e este material contendo tecido
tumoral e parafina passou por uma etapa de desparafinizacdo, com Desparaffinization
Solution (Qiagen). Apds a remocdo da parafina, foi adicionado as amostras Buffer PKD e as
amostras foram centrifugadas a 11.000 g por 1 minuto. Posteriormente, ocorreu a adicdo de
10 pl de Proteinase K, e as amostras foram incubadas a 56 °C por 15 minutos e posteriormente
a 80 °C por 15 minutos. A fase incolor gerada pela centrifugacao foi transferida para um tubo
de 2 mL e incubada no gelo por 3 minutos e centrifugada a 20.000 g por 15 minutos. Entdo o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se DNase Booster Buffer,
incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esta incubacdo, adicionou-se 500 pl
de Buffer RBC, 1200 pl de etanol 100%, a amostra foi transferida para a coluna, sendo
centrifugado a 8.000 g por 15 segundos. Em seguida foi adicionado 500 pl do Buffer RPE e o
passo de centrifugacao foi repetido nas mesmas condig¢des. Por fim a coluna foi adicionada a
um novo tubo, onde adicionou-se 30 ul de dgua nuclease free, e através de uma centrifugacao
de 1 minuto em velocidade maxima o RNA foi eluido.

O RNA total foi quantificado no equipamento Qubit (/nvitrogen), também sob
orientacdes do fabricante. Todas as amostras extraidas foram armazenadas a -80 °C até o

momento de utilizacdo.

4.7.1.2 nanoString
A tecnologia nanoString (nanoString Technologies, Seattle, WA, EUA) para analise de

miRNAs humanos foi derivada do miRBase v.18 e é um dispositivo altamente automatizado,
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que possibilita a andlise de 12 amostras por vez, e requer pouco tempo de atividades de
bancada. Além disso, esta técnica é capaz de detectar fragmentos muito pequenos de
amostras degradadas, como amostras derivadas de tecido parafinado, por exemplo. Para este
estudo foi escolhido o painel nCounter® miRNA Expression Assays, que é capaz de avaliar a
expressao de 800 miRNAs conhecidos e de interesse terapéutico, com um iput de apenas 100
ng de RNA total para cada amostra.

Toda a preparacdo e processamento das amostras foram efetuados de acordo com o
protocolo do fabricante. O protocolo exclusivo de miRNAs possui uma etapa de preparagao
das amostras, que consiste em ligar uma tag ao miRNA, que alonga a fita para que as liga¢des
das etapas seguintes ocorram de maneira mais efetiva. Apds a ligacdo, as amostras foram
purificadas e diluidas, e as reagdes de hibridizacdao foram realizadas por incubag¢do a 65 °C
durante 21 horas. Nessa etapa, cada molécula de miRNA foi ligada a duas sondas, uma de
captura e uma repérter. A sonda de captura possui uma biotina na extremidade 3’, e a sonda
reporter possui um barcode (cédigo de cores) na extremidade 5’. Este cdédigo é composto de
4 cores que sao dispostas em 6 posicoes diferentes a fim de identificar a sequéncia de miRNA
a qual estdo ligadas. A biotina da sonda de captura foi importante para que os complexos
formados se ligassem na superficie do cartucho, onde haviam moléculas de estreptavidina. As
sondas hibridizadas foram purificadas e contadas na estacao nCounter Prep Station e Digital
Analyzer (nanoString), seguindo as instrug¢des do fabricante. Para cada ensaio, foi feita uma
varredura de alta densidade (600 campos de visdo)%2.

A coleta dos dados do experimento foi realizada no nCounter Digital Analyzer. Nesta
etapa ocorreu a contagem absoluta de miRNAs presentes em cada uma das amostras. Os
dados foram tabulados em formato RCC (Reporter Code Count), e a partir deles foram

realizadas as analises posteriores.

4.7.1.3 Analise dos dados de expressao dos miRNAs

Apds a importacdo dos dados do nCounter Digital Analyzer, os valores obtidos foram
normalizados, com o objetivo de minimizar os possiveis efeitos causados por varia¢oes
técnicas, permitindo assim, que os dados fossem compardveis entre si, podendo entao,

identificar variacdes bioldgicas reais nas amostras analisadas.
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Esse processo foi realizado através da ferramenta nanoStringNorm°3, que é uma
extensdo do pacote R, no Galaxy. E para isso utilizou-se o método Quantile.

Foi estabelecido um cutoff, através dos calculos citados acima, e a partir deste valor foi
aplicado um filtro que retirou da analise os miRNAs que tiveram dados de expressdao menor

gue o valor de cutoff estabelecido.

4.7.2 Validacao
4.7.2.1 Extragao de RNA

Ap0s a selegdo dos casos e obtencdo do material parafinado foi realizada a extracdo de
RNA total das amostras pNO incluidas na fase de validacdo do estudo.

A extracdo do RNA tumoral foi feita a partir de cortes dos blocos incluidos em parafina
utilizando-se o RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion). Inicialmente as amostras
foram raspadas das laminas com o auxilio de um bisturi, e passaram por uma etapa de
desparafinizacdo, utilizando Xilol. As amostras desparafinizadas foram incubadas com tampao
de digestdo e protease durante 3 horas a 50 °C e 500 rpm. Em seguida adicionou-se 120 pl do
aditivo de isolamento e 275 ul de etanol 100%, transferindo-se posteriormente para a coluna
e centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. Apds, 700 ul do Wash 1 foi adicionado na mesma
coluna, centrifugado a 10.000 g por 1 minuto. O mesmo foi realizado com o Wash 2/3, e ao
fim realizou-se mais uma centrifugacdo a 10.000 g por 1 minuto, a fim de remover qualquer
residuo da coluna. Para ter certeza de que ocorreu apenas o isolamento de RNA, foi
adicionado um mix para degradar qualquer DNA presente na amostra (6 pl DNase buffer, 4 pul
DNase e 50 pl dgua livre de acidos nucleicos), incubando-se a mistura adicionada a coluna por
30 minutos em temperatura ambiente. As lavagens com Wash 1 e Wash 2/3 se repetiram,
sendo a Wash 2/3 realizada duas vezes. A coluna foi transferida para um novo tubo coletor,
adicionou-se 30 pl de dgua livre de acidos nucleicos, e o material foi centrifugado a velocidade
maxima por 1 minuto.

O RNA total foi quantificado no equipamento Qubit (/nvitrogen), também sob
orientacdes do fabricante. Todas as amostras extraidas foram armazenadas a -80 °C até o

momento de utilizagao.
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4.7.2.2 Sintese de cDNA

Para a fase de validagdao, os miRNAs selecionados passaram por uma etapa anterior a
analise da sua expressao, que foi a construcdo de um cDNA para cada um deles. A técnica
escolhida para esta etapa, a PCR quantitativa necessita de uma molécula dupla fita para que
a reagao ocorra.

Para isto, dez nanogramas do RNA total das amostras foram submetidos a transcrigao
reversa com a utilizacdo do Tagman microRNA Kit (Applied Biosystems) e primers stem-loop
especificos para cada um dos miRNAs selecionados. Para a reac¢do utilizou-se 0,15 pl de dNTP,
1 ul de multiscribe, 1,5 ul de tampao, 0,19 ul RNase Inhibitor, 3 ul de primer, 7,16 ul de dgua
livre de acidos nucleicos e 2 ul de RNA total. A incubacdo aconteceu no termociclador ProFlex
PCR System (Thermo Fisher Scientific) com a seguinte ciclagem: 16 °C por 30 minutos, 42 °C
por 30 segundos e 85°C por 5 minutos. A avaliacdo da qualidade das amostras de RNA
extraidas foi realizada através da amplificacdo dos RNAs enddgenos U6 (small nuclear RNA
U6) por PCR em Tempo Real. Testes anteriores realizados pelo grupo de pesquisa
demonstraram que este enddgeno atende aos critérios de expressao para esse controle de

gualidade neste tipo amostral.

4.7.2.3 Polimerase Chain Reaction Quantitative Real Time - gPCR

O nivel de expressao dos miRNAs selecionados como diferencialmente expressos na fase
exploratdria (4 miRNAs) foi avaliado em amostras de tumores com linfonodos metastaticos e
ndao-metastaticos através de andlises de PCR em tempo real utilizando-se os TagMan
MicroRNA Assays (Applied Biosystems) individuais para os miRNAs hsa-miR99a-3p, hsa-miR-
1249-5p, hsa-miR-3202 e hsa-miR548-ad-3p. Para estas reac¢Oes foram utilizados 2,5 uL de
agua, 5 uL de TagMan Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems), 0,5 uL de TagMan
MicroRNA Assay 20X (Applied Biosystems) que contém primer e sonda especificos para cada
um dos miRNAs e 2 pL de cDNA de cada amostra, num volume final de reacdo de 10 uL. A
ciclagem da PCR foi composta por uma desnaturacdo inicial a 50 °C por 2 minutos, 95 °C por
10 minutos, amplificacdo com 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e temperatura de annealing
de 60 °C por 60 segundos. Todas as reacdes foram feitas em triplicata. Para a avaliacao da
expressao diferencial de cada miRNA entre as amostras de tumores com linfonodos

metastdaticos e ndo-metastdaticos utilizou-se 0 método 222¢t104 Como normalizador utilizou-
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se a média do valor dos Cts do small nuclear RNA U6. Em todos os calculos foram utilizadas as

médias dos valores obtidos nas triplicatas.

4.8 Andlises Estatisticas

Os resultados moleculares encontrados foram correlacionados com os dados clinicos e
patoldgicos dos pacientes, principalmente em relagdo ao desenvolvimento de metastases
cervicais, através da utilizacdo do programa SPSS 23.0 para Windows, para a digitacdo e
anadlise estatistica dos dados. A significancia estatistica foi determinada para um valor de p

<0,05.

4.8.1 Screening — nanoString

Os resultados obtidos na fase de screening foram importados e processados no
programa estatistico-matematico R (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Austria) por
meio de scripts customizados:

Os arquivos em formato RCC foram importados simultaneamente e convertidos em uma
matriz de expressdo de dados brutos.

A avaliacao do controle de qualidade foi conduzida conforme descrito abaixo:

a. Avaliou-se a dispersdo dos dados pela relacdo média versus desvio padrdo de todas
as probes, incluindo controles positivos e negativos;

b. Calculou-se o coeficiente de variacdo (CV) das amostras;

c. Avalou-se dos efeitos de batch entre as amostras e entre cartuchos por meio de
regressao linear;

d. Verificou-se a relagdo entre a proporc¢ao de probes nao detectadas pela média das
amostras nos dados brutos;

e. Estimou-se o conteudo de RNA pela relacdo entre genes housekeepings pelos miRNAs
de maior expressdo nos dados brutos;

f. Inspecionou-se os controles positivos e negativos por meio da relagdo entre as
contagens observadas em log; pela concentra¢do esperada em log, de e fentomolar

(fm).
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Normalizagao: foram realizados trés métodos de normalizagdo, de carater
comparativo:

a. 100 miRNAs com os menores CVs foram utilizados como housekeepings;
b. MiRNAs com menores CVs foram identificados a partir de um cut-off de acordo com a
média geométrica de todos os mMRNAs avaliados (housekeeping.geo.mean);

c. Média geométrica de 75% dos miRNAs de maior expressao (top.geo.mean).

A partir da definicdo dos housekeepings, foi calculado o scaling factor (sf) ou
normalization factor de cada lane por meio da razdo entre a média das médias geométricas
de todas as lanes pela média geométrica de cada lane. A partir deste valor de sf calculado, foi
realizada a normalizacdo das amostras pela multiplicacdo de cada valor bruto de miRNA pelo

sf da lane correspondente.

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o método padrdao de Teste t de
Student, corrigido por Benjamini & Hochberg. Um outro método recentemente publicado
conhecido por nanoStringDiffl%> que utiliza um modelo de regressdo linear generalizada,

também foi aplicado de forma comparativa.

4.8.2 Validagao — qPCR

Os resultados dos ensaios de gPCR foram inicialmente analisados utilizando
QuantStudio™Real-Time PCR Software v1.3 (Applied Biosystems). Os cdlculos foram
realizados, utilizando as médias dos valores de Cts dos miRNAs e a média do valor de Ct do
small nuclear RNA U6 utilizado como controle enddgeno. Para a validacdo da expressao
diferencial de cada miRNA entre as amostras de tumores pN+ e pNO utilizou-se o método
2-88¢t descrito por Livak e Schmittgen'%4,

O teste Mann-Whitney U foi utilizado na comparac¢do dos valores de ACT entre o grupo
metastdtico e o grupo ndo-metastatico, e assim, o miRNA que apresentou valor de p <0,05 foi
considerado diferencialmente expresso.

Para avaliar o potencial de diagnosticar amostras tumorais com linfonodos metastaticos

em pacientes com CECO, calculou-se especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo,
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valor preditivo negativo e acuracia do marcador selecionado, utilizando as férmulas descritas
a seguir e os termos descritos na tabela 2:

- Especificidade: VP/(VP+FN);

- Sensibilidade: VN/(VN+FP);

- Valor Preditivo Positivo: VP/(VP+FP);

- Valor Preditivo Negativo: VN/(VN+FN);

- Acuracia: VN+VP/(VN+VP+FN+FP).

Tabela 2. Tabela utilizada para os calculos de sensibilidade, especificidade e acuracia

Resultado patoldgico Resultado do teste
(padrdo ouro) Positivo Negativo Total
Negativo (NO) VN FN VN+FN
Positivo (N+) FP VP VP+FP
Total VN+FP VP+FN N=VP+FN+VN+FP

VP: Verdadeiro Positivo; VN: Verdadeiro Negativo; FP: Falso Positivo; FN: Falso Negativo.

Para construcdo de curvas ROC e cdlculo da drea sob a curva (AUC) utilizou-se o

programa estatistico SPSS 23.0.

4.9 Validagdo da expressao dos miRNAs no “The Cancer Genome Atlas” (TCGA)

A fim de verificar se os dados encontrados no presente estudo eram compativeis com
outras amostras com as mesmas caracteristicas, foi realizada uma validagao in silico. Foram
acessados dados de expressao dos miRNAs selecionados para a validacdo, nas amostras do
TCGA, utilizando a ferramenta UCSC Xenal®. Adotando-se os mesmos critérios de
inclusdo/exclusdo do estudo, 66 pacientes com carcinoma epidermoéide de cavidade oral
foram selecionados. A andlise comparativa entre os grupos pNO e pN+ foi realizada utilizando-

se teste T.
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5 RESULTADOS

5.1 Seleg¢do dos casos

Foram encontrados 167 potenciais casos de CECO, dos quais 77 vieram de uma
casuistica do protocolo Linfonodo Sentinela, 31 de um projeto anterior do grupo de pesquisa
de Cancer de Cabega e Pesco¢o e 59 do registro hospitalar. Destas 167 amostras, foram
selecionadas para a primeira etapa do estudo (screening), 12 casos cNO e 6 pN+ (linfonodo
sentinela), 4 pN+ (projeto anterior do grupo) e 2 pN+ (registro hospitalar).

Para a etapa de validacdao foram selecionadas 25 amostras cNO (linfonodo sentinela) e
15 amostras pN+ (registro hospitalar), 2pN+ (projeto anterior do grupo), totalizando 42
amostras.

Para esta sele¢cdo foram levados em consideracdo os critérios de inclusdao e exclusao

descritos no item 3.3.

5.2 Screening
5.2.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas

As caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes incluidos na fase de screening do
estudo podem ser observadas na tabela 3. Estes pacientes constituiam-se em sua maioria de
homens (87,5%), onde o tabagismo esteve presente em 79,2% da populacdo e o etilismo em
69,6%. O estadiamento clinico T2 esteve presente em 75% dos individuos e o patoldgico em
58,3%. Dos pacientes que apresentavam metastases linfonodais, 66,7% apresentavam
macrometdstases e 33,3% apresentavam micrometdastases. Além disso, 79,2% destes

pacientes realizaram radioterapia.
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Tabela 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos 24 pacientes incluidos na fase de screening.

Caracteristicas n (%)
Sexo Feminino 03 (12,5)
Masculino 21 (87,5)
Tabagismo Sim 19 (79,2)
Nao 05 (20,8)
Etilismo Sim 16 (69,6)
Nao 07 (30,4)
Estadiamento clinico cT1 06 (25,0)
cT2 18 (75,0)
Estadiamento patoldgico pT1 10 (41,7)
pT2 14 (58,3)
Metastase linfonodal Micrometastases 04 (33,3)
(diagnodstico apds a cirurgia) Macrometastases 08 (66,7)
Quimioterapia Sim 02 (1,4)
Nao 22 (98,6)
Radioterapia Sim 19 (79,2)
Nao 05 (20,8)

5.2.2 Analises de controle de qualidade e normalizagdo dos dados de perfil de expressao
de miRNAs

Os dados de saida do experimento, em formato RCC, foram exportados para o nSolver
Software 3.0 (nanoString Technologies, Seattle, Washington, EUA), onde foi feita uma primeira
analise visual nos dados, e verificou-se que a amostra P21, apresentou uma flag, indicando
algum problema no controle de ligacdo. A seguir estes dados foram exportados para uma
planilha no formato .x/sx (Extensible Style Language), onde foi incluida uma linha anterior aos
controles, e intituladas as trés primeiras colunas com Code Class, Name e Acession, que
indicam a classe, o nome e o cddigo de acesso dos controles e miRNAs presentes no ensaio.

Para a etapa de screening, haviam sido selecionadas 24 amostras (12 cNO e 12 cN+),
porém durante as analises iniciais, algumas amostras foram excluidas. Destas 24, foram
excluidas 3 amostras, PO3 e P13 por apresentarem apenas 50% de células tumorais e P21 por

apresentar baixa contagem dos controles de ligacao.
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Apds este primeiro filtro, seguiu-se com 21 amostras. O primeiro teste utilizado foi o
Quantro%’, que serve para ver se ha efeito de Batch entre as amostras e entre os cartuchos.
Este teste apresentou dois graficos, um boxplot e uma curva, que mostraram a variacdo entre
as contagens dos miRNAs em cada uma das amostras.

Na figura 7, é possivel observar a comparacdo do boxplot pré-normalizacdo, com e sem
a amostra P12. Na figura 8 é possivel observar a curva que relaciona a densidade com as
contagens de cada miRNA em cada amostra, com e sem a amostra P12. Nessa comparacao
concluiu-se que a amostra P12 apresentava uma contagem muito abaixo das demais, o que

levou a sua exclusdo. Assim, seguiu-se para as analises posteriores com 20 amostras.
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Figura 7. Boxplosts pré-normalizacdo. (A) Boxplot com os dados brutos de
contagem dos miRNAs, com a amostra P12. (B) Boxplot com os dados brutos

de contagem dos miRNAs, apds a exclusdo da amostra P12 das andlises.



30

(A) (B)

05
05

04

Density
Density
03
_—
==

02
S
—

0.1

L0g2 raw counts Log2 raw counts

Figura 8. Curvas relacionando a densidade e contagens dos microRNAs por amostra. (A)

Com a amostra P12. (B) Sem a amostra P12.

Também foi aplicado um filtro para os miRNAs, a fim de excluir os que estivessem com
contagem abaixo do background. Para isto, foi calculada a média mais duas vezes o desvio
padrdao dos controles negativos, o que resultou em 24,74. Assim, foram excluidos todos os
miRNAs com contagens abaixo de 25 em 100% das amostras (figura 12). Os dados de
expressao de 313 miRNAs foram utilizados para as analises posteriores.

Para a analise de controle de qualidade do experimento e normalizacdo dos dados
obtidos com o nanoString, foi utilizado o pacote do nanoStringNorm%3, originalmente
desenvolvido para a normalizacdo e processamento de dados utilizando o ambiente
estatistico-matematico R Studio (R-project v3.2.1; The R Foundation, Viena, Austria), e que
posteriormente foi incluido no Galaxy, por se tratar de uma ferramenta user-friendly que
executa scripts na linguagem R.

Dentre os métodos disponiveis para a normalizacdo, existem 48 possiveis combinacdes
de métodos (Anexo) que levam em consideracdo o coeficiente de variacdo, tanto entre os
miRNAs quanto entre as amostras. A planilha x/sx. gerada foi carregada para o Galaxy e estes
métodos foram testados a fim de encontrar o que melhor se encaixasse para este
experimento.

Dentre os métodos testados, o que apresentou melhor resultado foi o Quantile, onde os
testes de controle de qualidade também apresentaram melhor resultado. Estes testes avaliam
se houve efeito de batch entre os cartuchos e entre as amostras; verifica a relacdo entre os

controles positivos e negativos, através da relacdo entre as contagens detectadas; avalia a
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dispersao dos resultados, calculando uma média e a comparando com o desvio padrado das
sondas da reac¢do e dos controles; e posteriormente calcula o coeficiente de variagao para
cada amostra, baseado no desvio padrao e indica a variacdo de contagens dos miRNAs por
amostra.

Na figura 9 é possivel visualizar o boxplot antes e apds a normalizacdo pelo método
Quantile, e devido a aproximagao das medianas foi possivel concluir que os valores de

contagem foram normalizados com eficiéncia.
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Figura 9. Boxplots referentes a normalizacdo dos dados de contagem de miRNAs em
amostras de CECO (T1/T2 cN/cN+) com o método Quantile. (A) Enddgenos apds da

normalizag¢do. (B) Endogenos antes da normalizagdo.
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4.2.3 Assinatura molecular de miRNAs em pacientes com CECO pN e pN+

Para identificar miRNAs como possiveis biomarcadores para diagnosticar metdstase
linfonodal em pacientes com carcinoma epidermdide de cavidade oral, foi avaliada a
expressao de miRNAs em larga escala, através da tecnologia nanoString.

Apds a normalizacdo dos dados obtidos através desta técnica, é possivel geral uma
planilha no Galaxy com os dados estatisticos a partir do calculo do Teste T de Student dos
dados normalizados. Para a expressao diferencial, foi considerado um fold-change <1,5 ou
>1,5, e significancia <0,05. Estes dados passaram por analise de clusteriza¢do hierdrquica pelo
método de Pearson e Centroid, o que originou o heatmap da figura 10. Assim, as andlises
apresentaram 8 miRNAs com expressao diferencial significativa entre os dois grupos avaliados
(hsa-miR-1249-3p: p=0,028; hsa-miR-125b-5p: p=0,043; hsa-miR-196b-5p: p=0,047; hsa-miR-
3202: p=0,0096; hsa-miR376c¢c-3p: p=0,038; hsa-miR-548ad-3p: p=0,013; hsa-miR-548d-5p:
p=0,045; hsa-miR-992-5p: p=0,029).
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Figura 10. miRNAs diferencialmente expressos em pacientes com CECO em estadiamento T1/T2

livres de metdastase linfonodal versus pacientes com metdstase linfonodal.

Para selecionar os miRNAs alvos para a etapa de validacdo dos resultados, foram
escolhidos os miRNAs com os menores valores de p para a etapa de validacdo: hsa-miR-1249-
3p, hsa-miR-3202, hsa-miR-548ad-3p, hsa-miR-99a-5p. Além disso, foi possivel notar que os
mMiRNAs hsa-miR-1249-3p e hsa-miR-99a-5p estavam pelo menos 1,5 vezes mais expressos no
grupo pNO, com um valor de AUCde 0,770 e 0,790, respectivamente, enquanto que os miRNAs
hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p estavam pelo menos 1,5 vezes mais expressos no grupo

pN+, com valor de AUC de 0,830 e 0,810, respectivamente, gerando dois biomarcadores para
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metastases linfonodais, e dois para tumores livres de metdstase. Posteriormente os calculos
de AUC, sensibilidade e especificidade para estes 4 miRNAs escolhidos, foram realizados

através do SPSS 23.0 e estao descritos na tabela 4.

Tabela 4. Valores de p e AUC dos biomarcadores avaliados em
amostras de pacientes com CECO em estadiamento clinico

inicial (T1/T2) livres de metdstase versus com metdastase

linfonodal.
MicroRNA AUC P
miR-3202 0,830 0,009
miR-548ad-39 0,830 0,013
miR-1249-39 0,770 0,028
miR-99a-5p 0,790 0,029

5.3 Validagao
5.3.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas

As caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes incluidos na fase de validacdo do
estudo podem ser observadas na tabela 5. Estes pacientes constituiam-se em sua maioria de
homens (81%), onde o tabagismo esteve presente em 66,72% da populacdo e o etilismo em
64,3%, além disso, o estadiamento clinico T2 esteve presente em 57,2% dos individuos. Dos
pacientes que apresentavam metastases linfonodais, todos eles apresentavam

macrometastases. Além disso, 52,4% destes pacientes realizaram radioterapia.



35

Tabela 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas dos 42 pacientes incluidos na fase de validacao.

Caracteristicas n (%)
Sexo Feminino 08 (19,0)
Masculino 34 (81,0)
Tabagismo Sim 28 (66,7)
Nao 11 (26,2)
Missing 3(7,1)
Etilismo Sim 27 (64,3)
Nao 11 (26,2)
Missing 04 (9,5)
Estadiamento clinico cT1 18 (42,8)
cT2 24 (57,2)
Metastase linfonodal Micrometastases 0(0)
(diagnodstico apds a cirurgia) Macrometastases 17 (100)
Radioterapia Sim 22 (52,4)
N3o 20 (47,6)

5.3.2 Analise do perfil de expressdo dos quatro miRNAs selecionados em amostras

tumorais metastaticas e ndo metastaticas

O nivel de expressao dos quatro miRNAs selecionados na primeira fase do estudo, foi
avaliado em um grupo amostral de 25 amostras tumorais pNO e 15 amostras tumorais pN+.
Das amostras tumorais de pacientes sem metastase linfonodal (pNO), 05 foram utilizadas

como grupo controle para normalizagdao dos dados.

Os resultados mostraram que o mIiRNA hsa-miR-99a-5p apresentou expressao
diferencial significativa entre o grupo de amostras tumorais com linfonodos metastaticos
(pPN+) e o grupo com tumores ndo metastaticos (pNO), indicando assim um possivel
biomarcador de metastase linfonodal (p=0,0068) (Figura 11B). Além disso, apesar do miRNA
hsa-miR-1249-3p apresentar expressdo nas amostras avaliadas, este resultado ndo
apresentou diferenca estatistica significativa entre a expressao das amostras pNO e pN+
(p=0,69) (Figura 11A). Em relacdo aos miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR-548ad-3p, ambos ndo

apresentaram expressao em nenhuma das amostras avaliadas.
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Figura 11. Distribuicdo da expressdo relativa dos miRNAs hsa-miR-1249-3p (A) e hsa-miR-99a-
5p (B) em amostras tumorais com metdstase linfonodal (N+) e sem metdstase linfonodal

(NO). No eixo Y estd representada a express3o relativa em fold-change (2722%).

Os niveis de sensibilidade e especificidade foram calculados conforme a frequéncia de
hipoexpressao do hsa-miR-99a-5p nas amostras pNO e pN+. Para considerar o miRNA
hipoexpresso, determinou-se arbitrariamente um cutoff <2, o que significa que amostras com
um fold-change <2 apresentam resultado negativo para o teste.

A avaliagdo da expressao dos miRNAs nas amostras avaliadas permitiu a construgdo de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para determinar a AUC destes miRNAs (figura
12). O miRNA hsa-miR-99a-5p apresentou valor de AUC de 0,775 e a partir disto, foi possivel
determinar uma sensibilidade de 66%, especificidade de 73%, valor preditivo positivo de 66%
(VPP), valor preditivo negativo (VPN) de 73% e acuracia de 70%. O miRNA hsa-miR-1249-3p
ndo apresentou significancia estatistica na diferenciagdo entre os grupos amostrais estudados,

apresentando um valor de AUC de 0,460.
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Figura 12. Curvas ROC obtidas para os miRNAs has-miR-1249-3p (A) e has-miR-99a-5p (B).

Assim, estes resultados indicam que o miRNA hsa-miR-99a-5p apresenta bons niveis de
sensibilidade, especificidade, VPP, VPN, AUC e acurdcia, sugerindo ser um bom marcador para
diagnosticar amostras tumorais de pacientes com comprometimento metastatico nos

linfonodos.

5.4 Associac¢ao das variaveis clinicas, histopatoldgicas e terapéuticas com os resultados
obtidos através das analises moleculares do miR-99a-5p na coorte de validagdo

A associacdo das variaveis clinicas, histopatoldgicas e terapéuticas com os resultados
obtidos através das analises moleculares do miR99a-5p na coorte de validagao mostrou que
utilizando-se o mesmo cutoff de 2, para considerar o miRNA hipoexpresso (<2) e
hiperexpresso (>2), nenhuma das varidveis avaliadas foi associada com o perfil de expressao.
No entanto, 75% dos individuos sem extravasamento capsular apresentaram hiperexpressao
deste miRNA com valor borderline de p=0,056, corroborando com os resultados anteriores
gue indicaram hiperexpressdo do miR-99a-5p em linfonodos ndo metastaticos de pacientes

com CECO.




Tabela 6. Resultados da andlise univariada das caracteristicas clinicas, patoldgicas e

expressao do miR99a-5p dos 42 pacientes incluidos na fase de validacao.

miR-99a-5p
Low n (%) High n (%) P-value
Sexo Feminino 3 (50,0) 3 (50,0)
1,000*
Masculino 19 (57,6) 14(42,4)
Tabagismo Sim 18 (66,7) 9(33,3)
Néo 4 (40,0) 6 (60,0) 0,089
Missing 0(0,0) 2 (100)
Etilismo Sim 17 (63,0) 10 (37,0)
Ndo 5 (55,6) 4 (44,4) 0,113
Missing 0(0,0) 3 (100)
Sitio Lingua 12 (50,0) 12 (50,0)
Assoalho 7 (63,6) 4 (36,4) 0,550
Area retromolar 3(75,0) 1(25,0)
Estadiamento patolégico pT1/T2 NO 16 (72,7) 6(27,3)
pT1/T2 N+ 4(33,3) 8 (66,7)
0,129
pT3/T4 NO 1(50,0) 1(50,0)
pT3/T4 N+ 1(33,3) 2 (66,7)
Recidiva local Sim 4 (80,0) 1(20,0)
0,364*
Ndo 17 (53,1) 15 (46,9)
Invasdo angiolinfatica Sim 2 (50,0) 2 (50,0)
N3o 18 (58,1) 13 (41,9) 0,919
Missing 2 (50,0) 2 (50,0)
Invasdo perineural Sim 1(20,0) 4 (80,0)
Ndo 20 (64,5) 11 (35,5) 0,124
Missing 1(33,3) 2 (66,7)
Extravasamento capsular Sim 3(42,9) 4 (57,1)
Ndo 2 (25,0) 6 (75,0) 0,056
Missing 17 (70,8) 7(29,2)

*Teste exato de Fisher

38
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5.5 Validagao in silico da expressao dos miRNAs selecionados no TCGA

Para a sele¢do da coorte a ser avaliada, foram aplicados os mesmos critérios de inclusao
e exclusao deste estudo, descritos no item 4.5. A anadlise foi realizada para pacientes com
carcinoma epidermdide de cavidade oral e com carcinoma epiderméide de cabeca e pescogo
geral. Apds a aplicacdo destes filtros, restaram 66 pacientes com CECO e 83 pacientes com
CECP. A coorte de CECO estava contida na coorte de CECP, com alguns sitios adicionais. Ambas
coortes foram utilizadas a fim de se confirmar a expressao destes miRNAs em outros sitios da
cabega e pescogo.

Os resultados de expressao para os miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR548ad-3p, para as
duas coortes estdao demonstrados na figura 13. Devido aos valores de expressao do miR-
548ad-3p serem iguais a 0, ndo foi possivel calcular sua significancia (p). Ja o hsa-miR-3202
apresentou um p=0,82 nas amostras de CECO e p=0,58 nas amostras de CECP, ndo tendo
diferenca de expressdo entre os grupos pNO e pN+ e sendo expresso apenas em uma pequena
parte das amostras avaliadas. Estes resultados confirmam a auséncia de expressdo destes

miRNAs na coorte de validagdao do estudo avaliada por gPCR.
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Figura 13. Dotplots gerados a partir dos dados de expressdao dos miRNAs hsa-mir-3202 e hsa-miR-
548ad-3p em coortes de CECP e CECO contidas no TCGA. (A) Expressdo do hsa-miR-3202 em CECO.
(B) Expressdao do hsa-miR-3202 em CECP. (C) Expressdo do hsa-miR-548ad-3p em CECO. (D)
Expressdo do hsa-miR-548ad-3p em CECP.

Os miRNAs hsa-miR-99a-5p (CECP: p= 0,81; CECO: p=0,57) e hsa-miR-1249-3p (CECP:
p=0,31; CECO: p=0,26) apresentaram expressdo em ambos os tipos tumorais, porém esta
expressao ndo foi estatisticamente significativa para diferenciar os pacientes com metastases

linfonodais (pN+) dos pacientes sem metastases (pNO) (Figura 14).



41

(A) CECO (B) CECP
12 [+
Té 8- '.'E: 8-
2 2

e I e S

Girupos Grupos

(©) CECO (D) CECP

T-est, p = 0.57 T-test, p = 0.81

hsa.mir.99a
- -
hsa,mir.99a
- -
I |

pND pl‘;h pNﬂ pﬂm
Girupos Grupos

Figura 14. Dotplots gerados a partir dos dados de expressao dos miRNAs hsa-mir- 99a-5p e hsa-
miR-1249-3p em coortes de CECP e CECO contidas no TCGA. (A) Expressdo do hsa-miR-99a-5p em

CECO. (B) Expressdo do hsa-miR-99a-5p em CECP. (C) Expressdo do hsa-miR-1249-3p em CECO. (D)
Expressdo do hsa-miR-1249-3p em CECP.
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6. DISCUSSAO

Apesar das diferentes estratégias utilizadas no tratamento dos tumores de carcinoma
epidermdide de cavidade oral, a taxa de sobrevida global em cinco anos para estes pacientes
é de 60%'% 13 e em pacientes com estadios iniciais pode chegar até a 80%'% 1, Entretanto,
pacientes que desenvolvem metdstases linfonodais, além de apresentarem um pior
progndstico, tem uma taxa de controle da doenga diminuida!4. Assim, o diagndstico de
doenca metastatica nos linfonodos do pescogo se torna uma informacdo importante para a
escolha da abordagem terapéutica e definicdao do progndstico destes pacientes. Uma vez que
o paciente apresenta metastase linfonodal, a abordagem terapéutica ja é bem definida, onde
o paciente é encaminhado para a resseccdo dos linfonodos do pescoco seguida de
radioterapia pds-operatdria. Contudo, o tratamento dos pacientes sem evidéncias clinicas de
metastases linfonodais ainda é controverso.

Pacientes com tumores em estadios iniciais clinicamente livres de metastase linfonodal,
passam por um estadiamento cirurgico dos linfonodos do pescoco, por meio da realizacdo da
pesquisa do linfonodo sentinela ou do esvaziamento cervical eletivo3. O esvaziamento
cervical eletivo é uma técnica na qual os pacientes sdo submetidos a remocao dos linfonodos
do pescoco, e estes linfonodos passam por uma avaliacdo histopatolégica para deteccao de
metastase. Na pesquisa do linfonodo sentinela é retirado um ndmero menor de linfonodos,
onde injeta-se um corante no tumor primario, e pressupfe-se que este corante seguira o
padrdao de drenagem do tumor até os linfonodos do pescogo que possam estar
comprometidos por metastase, e apenas os linfonodos marcados sdo ressecados?” 30, A
escolha da abordagem (PLS ou ECE) leva em consideragdo as caracteristicas do tumor, como
tamanho, sublocalizacdo e perfil de invas3o, por exemplo'®,

Dos pacientes clinicamente livres de metastase linfonodal, 70 a 80% sdao submetidos a
estadiamento cirdrgico do pescoco, porém muitos acabam ndo tendo estadiamento
patolégico positivo?? 38, o que indica a importancia de buscar biomarcadores sensiveis e
especificos que consigam auxiliar na escolha da conduta terapéutica mais apropriada para o
correto estadiamento cervical destes pacientes.

Este estudo teve como objetivo encontrar um miRNA expresso em amostras de
pacientes com CECO que pudesse diferenciar pacientes com e sem metastase linfonodal.

Estudos ja mostram que esta é uma abordagem possivel de se realizar em amostras incluidas
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em parafina, pois devido a sua grande estabilidade, seu perfil de expressdo se mantém
constante!® 110 Além disso, devido as fun¢des que desempenham (proliferacdo, invasdo
tumoral, metabolismo, inflamacdo, diferenciacdo celular, angiogénese, estabilidade do
genoma)'!! possuem uma grande importancia no processo carcinogénico, o que indica um
bom potencial diagnéstico.

Em carcinoma epidermdide de cavidade oral, existem alguns estudos que trazem
miRNAs como marcadores de diagndstico®” 12115 progndsticol!® 11>120 resposta a
tratamento!!®11% 121 ‘migracdo e invasdo!??. Além disso, um estudo publicado em 2011,
trouxe o miR-181 como um biomarcador putativo para metdstase linfonodal, onde foram
avaliadas amostras tumorais e amostras normais adjacentes de 39 pacientes com CECO'?3. O
alto nivel de expressdo deste miRNA foi correlacionado com o desenvolvimento de metdstase
linfonodal, invasdo vascular e pior progndstico, porém estes achados ndo foram validados'?3.

Em um estudo retrospectivo realizado em nossa instituicdao em 2015, o miR-203 e o miR-
205 foram apresentados como marcadores acurados para a deteccdo de metastase linfonodal
em linfonodos de pacientes com CECP, porém este teste visava a deteccdao dos alvos nos
linfonodos. O presente estudo propde uma abordagem que identifique estes marcadores nas
amostras do tumor primario, podendo auxiliar os médicos em uma melhor decisao
terapéutica para tratamento dos linfonodos do pescoco®®.

No presente foram avaliadas amostras de tumores primarios de pacientes com CECO em
estadios iniciais e clinicamente livres de metastases linfonodais, onde foi possivel encontrar 4
miRNAs diferencialmente expressos na fase de screening do trabalho. Destes 4 miRNAs, o hsa-
miR-99a-5p apresentou um perfil de expressao diferencial entre as amostras dos pacientes
com e sem metdstases linfonodais, com potencial sensivel e especifico para diferenciar os
pacientes sem evidéncia alguma de metdastases cervicais, o que pouparia o estadiamento
cirargico aqueles pacientes que sdo verdadeiramente negativos para estas metastases.

Estudos demonstram que este miRNA possui expressao diminuida em tumores orais

113 e que sua superexpressdo regulou

humanos em comparagdo com amostras normais
negativamente o gene NOX4, diminuindo a expressdo da proteina NOX4 (NADPH Oxidase 4),
e inibindo a viabilidade, migracdo e diminuiu da proliferacdo de células tumorais'?*. Além
disso, por meio de uma Analise Interativa de Perfis de Expressdo Génica (GEPIA), detectou-se

gue o miRNA hsa-miR-99a-5p teve influéncia na progressao do CECP através da regulacdo da
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via de sinalizacdo PI3k-AKT, devido aos principais genes alvo serem regulados positivamente
em 519 tecidos de CECP, em comparacdo a 44 tecidos normais 1%°.

O presente estudo ndo avaliou amostras livres de neoplasia, porém a expressao do hsa-
miR-99a-5p foi maior nos pacientes sem metdstase linfonodal em comparagdo com os
pacientes com metastases. Além disso, ja foi demonstrado que sua expressao é mais elevada

em pacientes com neoplasias de baixo grau histoldgico!?®

, 0 que corrobora com o presente
resultado, pois esta coorte era composta por amostras tumorais clinicamente em estadios
iniciais (T1/T2).

Em relagdao ao miRNA hsa-miR-1249-3p, o mesmo apresentou expressao nas amostras
avaliadas, porém ndo teve uma expressao diferencialmente significativa, indicando que o que
mesmo ndo seja candidato a biomarcador. Este miRNA foi apenas descrito como um possivel
biomarcador para Esclerose Lateral Amiotréfica, sem estudos em cancer??®,

Os miRNAs hsa-miR-3202 e hsa-miR548ad-3p ndo apresentaram expressao em
nenhuma das amostras avaliadas, e ndo existem estudos que os correlacionem com o tipo
tumoral aqui estudado. O hsa-miR-3202 ja foi descrito como biomarcador de Doencga
Pulmomar Obstrutiva Crdnica (DPOC)'?’, e correlacionado ao desenvolvimento de cancer de
pulmdo!?® 2% J3 o hsa-miR-548ad-3p n3o estd descrito na literatura como sendo relacionado
a nenhum tipo tumoral, porém um estudo publicado em 2010 analisou células B humanas
normais e malignas e teve este miRNA identificado3°. Estes dois miRNAs apresentaram
expressao diferencial apenas na fase inicial (screening), tendo sido avaliados pela técnica de
nanoString, que é uma técnica muito sensivel, fazendo com que baixas expressdes pudessem
ser detectadas. Ambos miRNAs tiveram expressao muito baixa ou ausente nas amostras
avaliadas pelo TCGA.

Cabe ainda ressaltar a importancia de estudos em diferentes coortes a fim de confirmar
este miRNA como marcador efetivo para predicdo de metastase linfonodal em pacientes com
CECO, podendo auxiliar no manejo correto destes pacientes, na indicacdo de progndstico e na

melhoria da qualidade de vida e sobrevida destes pacientes.
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7 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que existem alteragdes na expressao de miRNAs presentes em
tumores de pacientes com CECO clinicamente livres de metastase, que foram capazes de
distinguir casos com linfonodos patologicamente positivos dos casos patologicamente
negativos.

A associagao das varidveis clinicas, histopatoldgicas e terapéuticas com os resultados
obtidos através das andlises moleculares do miR99a-5p na coorte de validacdao ndo apresentou
nenhum resultado estatistico significativo.

O miRNA hsa-miR-99a-5p apresentou uma expressao diferencial significativa em
tumores de pacientes com CECO entre o grupo de pacientes com linfonodos metastaticos e
ndao metastaticos. Este miRNA apresentou padrées de expressao diferencial no grupo de
pacientes com auséncia de linfonodos comprometidos, o que faz com que o uso deste miRNA
em conjunto com as técnicas convencionais empregadas atualmente, constitua uma
ferramenta util que pode auxiliar os médicos nas decisdes de esvaziamento cervical dos

pacientes em questao.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.200.543

Apresentacao do Projeto:

Em OSCC, um pior progndstico é esperado em pacientes com metastase linfonodal, o que é agravado com
a presenga de extravasamento extracapsular. Além de ser um importante indicador de prognostico, a
presenca de doenga metastatica nos linfonodos também influencia a escolha do tratamento inicial e a
terapia adjuvante para diminuir a taxa de recorréncia da doenca. Ha uma estratégia bem aceita para o
tratamento de pacientes com linfonodos clinicamente positivos. No entanto, a escolha de tratamento para
pacientes sem evidéncias clinicas de metastases permanece controversa. Cerca de 70 a 80% de pacientes
com pescogo clinicamente NO sdo submetidos a morbidade desnecessaria dos tratamentos cirargicos. Neste
contexto, a detecgao de biomarcadores no tumor primario que pudessem predizer a presenga ou nao de
metastase poderia selecionar agqueles pacientes que se beneficiariam do estadiamento cirdrgico do pescoco,
enquanto que pouparia os demais pacientes de um estadiamento cirlrgico desnecessario. Sendo assim, o
objetivo deste estudo é identificar microRNAs diferencialmente expressos em amostras tumorais de
pacientes com carcinoma epidermoide de cavidade oral clinicamente livres de metastase capazes de
distinguir casos com linfonodos patologicamente positivos e negativos. Inicialmente, o nivel de expressao de
800 microRNAs sera avaliado em 12 amostras de tumores com linfonodos metastaticos e 12 tumores com
linfonodos ndo metastaticos de pacientes com
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OSCC. Posteriormente, a expressao diferencial dos microRNAs selecionados sera validada em um grupo
independente de 30 amostras de tumores com linfonodos com micrometastases e macrometastases e 30
tumores com linfonodos ndo metastaticos, através da técnica de PCR em tempo real. A analise estatistica
sera realizada no programa SPSS 21.0, através dos testes de qui-quadrado e exato de Fischer para verificar
a associagao entre as variaveis de interesse. A significancia estatistica sera determinada para um valor de p
< 0,05.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar microRNAs diferencialmente expressos em amostras tumorais de pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral clinicamente livres de metastase capazes de distinguir casos com linfonodos
patologicamente positivos e negativos (pNO e pN+).

Objetivo Secundario:

1.ldentificar microRNAs cujo nivel de expressao seja capaz de diferenciar tumores de pacientes T1/T2
cNO/pNO dos T1/T2 cNO/pN+ micrometastase e cNO/PN+ macrometastase;

2.Validar o perfil de expressao encontrado na etapa inicial do estudo, utilizando os microRNAs que
apontaram para um padrao diferencial de expressao, em um grupo amostral maior, e determinar provaveis
biomarcadores preditores de metastase linfonodal em pacientes OSCC;

3.Avaliar a associagao das variaveis sociodemograficas, clinicas, histopatolégicas e terapéuticas com os
resultados obtidos através das analises moleculares;

4. Avaliar a sensibilidade desta “expressao diferencial dos microRNAs” em identificar linfonodos NO de N+ e
sua acuracia na comparagao com métodos de patologia convencionais na identificagao de micrometéastases.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o pesquisador:

“Riscos: Em razao desta pesquisa apresentar carater retrospectivo, representa riscos minimos para os
participantes. O principal risco a que estarao expostos € a quebra acidental de sigilo, mas a equipe do
estudo se compromete em adotar medidas para evitar que isso aconteca”.

“Beneficios: O estudo nao deve trazer beneficios diretos aos seus participantes, mas gerar conhecimentos
que trarao beneficios futuros a outras pessoas”.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Trata-se de submissao inicial envolvendo um estudo retrospectivo utilizando amostras de parafina, com
solicitagao de dispensa de TCLE.
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Trata-se de um estudo de baixo risco em que nao foram encontrados ébices éticos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os documentos obrigatérios foram apresentados de forma adequada.

Recomendacoes:

1 - Recomenda-se a inclusao dos cuidados a serem tomados visando o nao esgotamento do material
biolégico (bloco de parafina).

2 - Do ponto de vista estatistico, as analises realizadas para ensaios moleculares (nanostring e pcr em
tempo real) sao andlises quantitativas e diferem das analises propostas pelo pesquisador (“fisher e qui-
quadrado para associagdo entre as variaveis de interesse”). Recomenda-se inclusdao dos métodos
estatisticos e bioinformaticos:

A)Processos de normalizagao dos dados de nanostring;

B)Testes estatisticos para busca de microRNAs diferencialmente expressos, os niveis de significancia a
serem empregados nas analises estatisticas dos dados moleculares de Nanostring e também nos de PCR
em tempo real;

C)Andlises posteriores de bioinformatica para selegao/avalicao da acuracia de biomarcadores).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Sem obice ético.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo Pio XII — Hospital do Cancer de Barretos de acordo com as
atribuicoes definidas na Resolugao CNS 466/2012 e na Norma Operacional N? 001/2013 do CNS, manifesta
-se pela APROVAGAO do projeto de pesquisa proposto.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatérios semestrais, sendo o primeiro previsto para 02/02/2018.

2. Comunicar toda e qualquer alteragao do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas
circunstancias a inclusdo de participantes deve ser temporariamente interrompida até a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o desenvolvimento
do estudo.

4. Para projetos que utilizam amostras criopreservadas, procurar o BIOBANCO para inicio do
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processamento.
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5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,

apos conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos 6rgaos competentes.
6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o nimero 1418/2017.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 25/07/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 937955.pdf 17:20:55
Folha de Rosto CEP_miRNA.pdf 24/07/2017 |Lidia Maria Rebolho | Aceito
17:40:42 | Batista Arantes

Outros CienciaEAutorizacao.pdf 06/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
10:20:33 | Sorroche

Projeto Detalhado / | Projeto_miRNA.docx 06/07/2017 |Bruna Pereira Aceito

Brochura 10:19:56 | Sorroche

Investigador

Outros Mabin.pdf 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
20:17:14 [ Sorroche

Outros CadastroNAP.pdf 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
20:17:00 _|Sorroche

Outros Financiamento.pdf 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
20:13:34 | Sorroche

Cronograma CRONOGRAMA.docx 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
20:12:12 | Sorroche

Declaragao de Infraestrutura.pdf 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito

Instituicao e 20:09:05 |Sorroche

Infraestrutura

Declaracao de ResponsabilidadePesquisador.pdf 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito

Pesquisadores 20:07:28 [Sorroche

Orgcamento Orcamento.docx 04/07/2017 |Bruna Pereira Aceito
20:06:44 [Sorroche

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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ANEXO B — Métodos de normalizacao

ID do método

Método

O 00 N o U1 A W N BB

N N N N N N N NN R R R R R R R R B B
0 N oo U1 A W N B O O O N O I B W N B O

none_none_none_none
none_none_none_quantile
none_none_top.geo.mean_none
none_none_top.geo.mean_quantile
none_none_low.cv.geo.mean_none
none_none_low.cv.geo.mean_quantile
none_none_top.mean_none
none_none_top.mean_quantile
none_mean.2sd_none_none
none_mean.2sd_none_quantile
none_mean.2sd_top.geo.mean_none
none_mean.2sd_top.geo.mean_quantile
none_mean.2sd_low.cv.geo.mean_none
none_mean.2sd_low.cv.geo.mean_quantile
none_mean.2sd_top.mean_none
none_mean.2sd_top.mean_quantile
none_mean_none_none
none_mean_none_quantile
none_mean_top.geo.mean_none
none_mean_top.geo.mean_quantile
none_mean_low.cv.geo.mean_none
none_mean_low.cv.geo.mean_quantile
none_mean_top.mean_none
none_mean_top.mean_quantile
geo.mean_none_none_none
geo.mean_none_none_quantile
geo.mean_none_top.geo.mean_none

geo.mean_none_top.geo.mean_quantile
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geo.

geo

geo.
geo.
geo.
geo.
geo.
geo.

geo.

geo

geo.
geo.

geo.

mean_none_low.cv.geo.mean_none
mean_none_low.cv.geo.mean_quantile
mean_none_top.mean_none
mean_none_top.mean_quantile
mean_mean.2sd_none_none

mean_mean.2sd_none_quantile

.mean_mean.2sd_top.geo.mean_none

mean_mean.2sd_top.geo.mean_quantile

.mean_mean.2sd_low.cv.geo.mean_none

mean_mean.2sd_low.cv.geo.mean_quantile
mean_mean.2sd_top.mean_none
mean_mean.2sd_top.mean_quantile
mean_mean_none_none
mean_mean_none_quantile
mean_mean_top.geo.mean_none

mean_mean_top.geo.mean_quantile

.mean_mean_low.cv.geo.mean_none

mean_mean_low.cv.geo.mean_quantile
mean_mean_top.mean_none

mean_mean_top.mean_quantile




63

ANEXO C — Controles de qualidade gerados pelo pacote NanoStringNorm — Método Quantile
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