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RESUMO

Abreu, Anna Karolina de Carvalho Abreu. Analise de miRNAs circulantes identificados em
pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cavidade Oral e Orofaringe. [Tese].2024.

Faculdade de Medicina. Universidade de Brasilia.

Introdug¢ao O Carcinoma de Células Escamosas (CCE) ¢ responsavel pela maioria dos casos
de cancer na cavidade oral e/ou orofaringe e devido a sua elevada taxa de incidéncia e
mortalidade ¢ considerado um grande problema de saude publica, com desafios distintos de
diagnostico e tratamento. Neste estudo, identificamos miRNAs circulantes associados ao CCE
em cavidade oral e orofaringe, investigamos seus niveis de expressao in silico, previmos seus
genes-alvos e identificamos as vias biologicas que eles regulam.

Métodos e Resultados A técnica RNA-seq para identificacao total de miRNAs (miRNoma) foi
aplicada em 16 amostras de plasma, sendo 12 de pacientes antes de iniciar qualquer tratamento,
02 coletadas ap6s a radioterapia desse mesmo grupo de pacientes e 02 do grupo controle. Apds
a aplicagdo dos critérios de selecdo de miRNAs, foi possivel identificar um total de 444
miRNAs do experimento de miRNoma, sendo 339 miRNAs detectados no grupo de casos (262
em individuos antes da iniciar qualquer tratamento e 77 em individuos apds radioterapia) e 105
no grupo controle. As analises de bioinformatica, usando amostras independentes de bancos de
dados publicos, permitiram a identificagdo de seis miRNAs significativamente associados ao
CCE em cavidade oral e orofaringe: miR-30d-5p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-150-5p, miR-
191-5p e miR-223-3. Nas plataformas de predicao TargetScan e miRDB, foram identificados
um total de 194 genes-alvo, previstos para estes miRNAs. Posteriormente, uma andlise
funcional desses genes, realizada pela ferramenta DAVID, destacou vias e anotagdes com
enriquecimento significativo. Entre eles, a via microRNAs no cancer, pela KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) se mostrou enriquecida. Pela GO (Gene Ontology),
estavam enriquecidas as anotagdes do nucleo (Compartimento Celular), ligagdo as proteinas
(Funcdo Molecular) e regulacdo negativa da transcricio modelada pelo DNA (Processo
Biologico). Além disso, a andlise da Rede de Interacdo Proteina-Proteina com STRING e
Cytoscape permitiu a identificacdo de proteinas relevantes para a doenca estudada: PRKCA,
RRAS2, RASA1, CALMLA4, PAXS5 e FOXOL.

Conclusdao Nosso experimento de miRNoma, a predicdo in silico de genes-alvo, andlises

funcionais e construcdo da rede PPI para miRNAs especificos destacaram o miR-150-5p e o



miR-223- 3p como miRNAs associados ao CCE de cavidade oral e de orofaringe, fornecendo
informagdes importantes sobre como eles podem modular a expressdo e a fungdo dos genes
nesta doenca. Estes resultados estabelecem as bases para futuras investigagdes, incluindo
estudos para validar o potencial destes miRNAs como biomarcadores de diagndstico ou

prognostico, ou como alvos para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.

Palavras chaves: Sequenciamento de Nova Geragdo. miRNA circulante. MiRNoma. Biopsia

Liquida. Carcinoma de Células Escamosas em Cavidade Oral e Orofaringe.



ABSTRACT

Abreu, Anna Karolina de Carvalho Abreu. Analysis of circulating miRNAs identified in
patients with Oral Cavity and Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma. [Thesis]. 2024.

Faculty of Medicine. University of Brasilia.

Background Squamous Cell Carcinoma (SCC) is the most frequent cancer in the oral and/or
oropharyngeal cavity and, due to its high incidence and mortality rates, is considered a
significant public health issue, thus presenting distinct diagnosis and treatment challenges. In
this study, circulating miRNAs associated with oral cavity and oropharyngeal SCC were
identified, and further investigation was performed on their expression levels in silico,
prediction of their target genes, and identification of the biological pathways they regulate.

Methods and Results The RNA-seq technique for comprehensive miRNA (miRNoma)
identification was applied to 16 plasma samples, including 12 from patients before initiating
any treatment, 02 collected after radiotherapy in the same patient group, and 02 from the control
group. After applying criteria for miRNA selection, a total of 444 miRNAs were identified from
the miRNome experiment, with 339 miRNAs detected in the case group (262 in individuals
before initiating any treatment and 77 in individuals after radiotherapy) and 105 in the control
group. The bioinformatic analyses using independent samples from public databases enabled
the identification of six prominent miRNAs significantly associated with oral cavity and
oropharyngeal SCC: miR-30d-5p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-150-5p, miR-191-5p, and
miR-223-3. A total of 194 target genes, predicted for these miRNAs, were identified using both
TargetScan and miRDB prediction platforms. A functional analysis of these genes, using the
DAVID tool, highlighted pathways, and annotations with significant enrichment. Among them,
the pathway microRNAs in cancer, from the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) was enriched. In the Gene Ontology (GO) analysis, the nucleus (Cell Compartment),
protein binding (Molecular Function), and negative regulation of transcription DNA-templated
(Biological Process) annotations were enriched. In addition, the Protein-Protein Interaction
Network analysis with STRING and Cytoscape allowed the identification of six proteins
relevant to the studied disease: PRKCA, RRAS2, RASA1, CALML4, PAX5 and FOXO1.

Conclusion Among the complex network of miRNAs associated with oral cavity and
oropharyngeal SCC, our miRNome experiment, besides the in silico prediction of target genes,
functional analyses, and construction of the PPI network of specific miRNAs, highlighted both
the miR-150-5p and miR-223-3p as being associated with oral and oropharyngeal cancer,



providing important insights into how they can modulate the expression and function of genes
in this disease. These results lay the foundation for further investigation, including studies to
validate the potential of these miRNAs as diagnostic or prognostic biomarkers, or as targets for
the development of novel therapeutic approaches.

Keywords: Next-generation sequencing. Circulating miRNAs. Liquid biopsy. MiRNome. Oral

and oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma.
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1.  INTRODUCAO
1.1 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS EM CAVIDADE ORAL E
OROFARINGE
1.1.1 Epidemiologia e Fatores de risco

A defini¢do de cancer de cavidade oral e orofaringe mostra-se divergente tanto na
literatura nacional quanto internacional, devido a falta de uma definicdo precisa em relacao as
suas localizagdes. No entanto, de maneira geral, considera-se como Cdncer em Cavidade Oral
as lesdes malignas que envolvem os dois tergos frontais da lingua, assoalho da boca, mucosa
jugal, gengiva, labios, trigono retromolar e palato duro. J& o Cancer em Orofaringe refere-se a
lesdes malignas em base de lingua, palato mole, amigdalas e parede posterior da faringe,

conforme apresentado na Figura 1 (ALGUDALIBI et.al. 2021).
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Figura 1 - Regido que corresponde a Cavidade Oral (2/3 frontais da lingua, assoalho de boca, mucosa jugal,
gengiva, labios, trigono retromolar e palato duro). Regido que corresponde a Orofaringe (base de lingua, palato

mole, amigdalas e parede posterior da faringe). Criado com Biorender.com.

Para o ano de 2025, a International Agency for Research on Cancer (IARC), prevé para
cancer em labio e cavidade oral 421.000 casos novos (294.000 para homens e 127.000 para
mulheres) e 198.400 mortes (139.000 para homens e 59.400 para mulheres), enquanto o cancer
em orofaringe foi associado a 110.400 casos novos (88.700 para homens e 21.700 para
mulheres) e 54.390 mortes (sendo 44.700 para homens e 9.690 para mulheres). No Brasil, no
triénio 2023-2025, prevé-se anualmente 15.100 casos novos, sendo 10.900 em homens e 4.200
em mulheres para neoplasias malignas primarias em labios, cavidade oral, glandulas salivares

e orofaringe (IARC, 2023; INCA, 2022).
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A maioria das lesdes nestas regides inicia-se geralmente em células escamosas, sendo
chamadas de Carcinomas de Células Escamosas (CCE), ¢ estdo fortemente associadas a fatores
ambientais especificos, como tabagismo e etilismo, infec¢do pelo virus Epstein-Barr (EBV) e
papilomavirus humano (HPV). Nas tltimas trés décadas, pode-se observar uma diminui¢do na
incidéncia dos casos de cancer relacionados ao tabagismo, em parte devido ao sucesso de
politicas publicas antitabagistas. No entanto, a incidéncia de cancer relacionado a infec¢ao por
HPV, neste mesmo periodo, aumentou consideravelmente. (ZHANG et. al., 2018).

Em uma anélise global da prevaléncia de HPV+ em CCE de cavidade oral, conduzida
por uma metanalise que envolveu um total de 5.007 pacientes em 24 paises, evidenciou-se uma
variagdo significativa na propor¢ao de casos de HPV+ para esse tipo especifico de cancer, que
oscilou entre 0% e 37%. Além disso, conforme indicado por este estudo, nos individuos com
HPV+, os tumores localizados na lingua emergiram como a sublocalizagdo predominante
(KATIRACHI et. al., 2023).

Quanto a oncogenicidade, o HPV pode ser classificado em baixo risco ou alto risco,
sendo os genotipos de alto risco, principalmente o HPV16 e o HPV 18, predominantes nos casos
de cancer em orofaringe. A inducdo da carcinogénese por este virus estd associada
principalmente a atuagdo da oncoproteina E6 que degrada o supressor tumoral p53, inibe as
proteinas proapoptoéticas celulares e ativa a telomerase, e a oncoproteina E7 que se liga e inativa
a proteina do retinoblastoma, que tem um papel supressor na atividade do tumor. A inibig¢do do
retinoblastoma pelo HPV produz um aumento mensuravel no pl6 e ¢ usada como teste

diagnodstico (KATIRACHI et. al., 2023; NINO et. al. 2023).

1.1.2 Avancos na prevencio, diagnostico e prognodstico do CCE em Cavidade Oral e
Orofaringe

A alta incidéncia do CCE em cavidade oral e orofaringe, aliada aos elevados custos
associados ao tratamento, destaca a necessidade de inovagdes, principalmente, nas estratégias
de prevengdo. E para otimizar essas estratégias, considerando as varias etapas que envolvem
essa doenca, iniciando-se com alteragdes na mucosa normal e progredindo até a formacao
tumoral, a conscientizagdo publica e dos profissionais de saude sobre os fatores de risco e os
primeiros sinais de cancer oral desempenha um papel fundamental. Adicionalmente, uma
compreensdo mais aprofundada das vias moleculares envolvidas no desenvolvimento desse tipo
de cancer pode contribuir significativamente para aprimorar essas abordagens (BURCHER et.

al., 2023; IRANI, 2020).
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Outros aspectos fundamentais para reducdo dessa incidéncia incluem o diagnéstico
precoce e o estadiamento preciso da doenga. Atualmente, a andlise histopatologica de
fragmento de tecido coletado cirurgicamente (biopsia do tecido) ¢ considerada padrao ouro para
a classificacdo tumoral, mas a complexidade deste procedimento e, muitas vezes, a dificuldade
de acesso a esse servigo, retardam o inicio do tratamento, permitindo um crescimento rapido da
lesdo e influenciando diretamente no progndstico do paciente. Além de gerar desconforto,
estresse, risco de complicagdes, aumento dos custos com cuidados de satde, existe ainda uma
limitagdo na avaliacdo do tecido seccionado, uma vez que o fragmento pode ndo representar
toda a massa tumoral e a retirada de tecidos tumorais necroticos ndo retrata adequadamente as
alteracdes genéticas e epigenéticas do tumor (CALANDRI et. al., 2020; MACHIELS et. al.,
2020; SCHUTTE et. al, 2020).

Apesar do progresso no diagnostico e tratamento de cancer de cavidade oral e
orofaringe, a maioria dos pacientes ¢ diagnosticada em estdgios avangados, que estdo
associados a um mau prognostico e altas taxas de recorréncia local e metastases. No geral,
quando a doenga ¢ diagnosticada em estagios iniciais, a taxa de sobrevivéncia de 5 anos ¢ de
80%, mas em estagios avancados esta taxa diminui para 20%. Portanto, ¢ notdria a necessidade
do desenvolvimento de novas abordagens que melhorem o diagnostico destes tipos de cancer
(GONZALEZ et. al, 2019).

Nos ultimos anos, a biopsia liquida vem surgindo como uma excelente alternativa de
diagnostico e acompanhamento do cancer, devido ao baixo risco de complicagdes, além de ser
um procedimento minimamente invasivo, de acesso rapido e indolor que pode ser utilizado em
diferentes etapas da doenga, incluindo triagem, detec¢do precoce, estadiamento, classificagdo
com estimativa de carga mutacional do tumor, recidiva e avaliacdo de resposta terapéutica. A
nivel molecular, a biopsia liquida pode abranger um amplo espectro de espécimes derivadas do
tumor, como células tumorais circulantes (CTCs), RNAs circulantes (em particular
microRNAs), DNA tumoral livre circulante (ctDNA) e livre de células (cfDNA) que podem ser
detectados no sangue e outros fluidos corporais (VALIHRACH, ANDROVIC, KUBISTA,
2019; CALANDRI et. al., 2020).

Diversos estudos dedicados a varios tipos de canceres tém identificado promissores
biomarcadores por meio da bidpsia liquida. Em uma revisdo sistemdtica e meta-analise que
investigou miRNAs exossdmicos provenientes de amostras de bidpsia liquida de soro e plasma,
constatou-se que a sensibilidade para detectar cancer de tiredide alcangou 82%, enquanto a
especificidade atingiu 76%. Adicionalmente, destacou-se que os miRNAs com melhor

desempenho em termos de sensibilidade e especificidade foram miR-16-2-3p (94%), miR-223-
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5p (91%), miR-130a-3p (90%) e miR182-5p (94%). Esses achados sugerem a viabilidade
desses miRNAs como marcadores eficazes, proporcionando uma perspectiva valiosa para a
detecgdo precoce e o diagndstico desses tipos de cancer (TORAIH et. al., 2021).

Em outra pesquisa conduzida em pacientes com cancer colorretal metastatico, que tinha
como objetivo investigar se 0 monitoramento da resposta ao tratamento, baseado em ctDNA,
poderia ser realizado de maneira independente do tecido tumoral, mostrou que a andlise
combinada de ctDNA e globulos brancos impediu falsos positivos devido a variantes
germinativas ou hematopoiéticas em 40% (21/52) dos pacientes. Analises longitudinais do
ctDNA foram mais preditivas da sobrevida global do que a avaliagdo da resposta radioldgica
padrdo de cuidados. Além disso, mutacdes de ctDNA relacionadas a resisténcia primaria ou
adquirida ao panitumumab foram identificadas em 42% (22/52) dos pacientes. Esses dados
corroboram a viabilidade da bidpsia liquida para o monitoramento destes pacientes. (ERVE et.
al., 2023).

As atuais evidéncias econOmicas em saude provenientes de uma revisdo sistematica
sobre ensaios de biopsia liquida indicam que essa técnica pode oferecer uma abordagem
economicamente viavel em cendrios de triagem e quando comparada a técnicas padrdes para
alguns tipos de canceres, incluindo o de pulmio para selecdo de tratamento e o colorretal,
géstrico, de mama e cerebral para rastreamento e detecgdo. Nesta revisdo, a maioria dos estudos
de impacto em saude e or¢amento relatou economia de custo, impacto or¢amentario minimo ou
modesto. Os autores preveem beneficios econdomicos dessas aplicacdes de biopsia liquida,
porém advertem contra a generalizacao do seu uso para outras aplicacdes clinicas em diferentes
tipos de cancer. Isso ressalta a necessidade de cautela e consideragdes das peculiaridades de

cada contexto clinico ao interpretar tais dados economicos (FAGERY et. al.2023).

1.1.3 Tratamento

As opgoes de tratamento para este tipo de cancer sao multimodais podendo ser cirurgia,
radioterapia, quimioterapia ou uma combinacdo dessas modalidades, onde a escolha ¢ baseada
nas caracteristicas do paciente (capacidade funcional, comorbidades, sintomas relacionados a
doenga, expectativa de vida e adesdo ao tratamento) e caracteristicas do tumor (estagio,
classificagdo, volume e finalidades terapéuticas) (LANG et. al., 2021; CAO et. al., 2022;
FASANO et. al., 2022).

A radioterapia, um dos principais tratamentos para o CCE em cavidade oral e orofaringe,
tem sido aplicada em diversas situagdes clinicas, como apds a realizagdo de cirurgia

(radioterapia adjuvante) e para pacientes considerados inoperaveis (radioterapia radical). No
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entanto, essa modalidade terapéutica enfrenta desafios especificos para esse tipo de cancer,
incluindo dificuldades no posicionamento do paciente, exposicao limitada devido a complexa
anatomia, doses desiguais e a incidéncia de eventos adversos locais na cavidade oral. Esses
fatores exigem a necessidade de aprimorar a precisdo da radioterapia para o cancer oral e/ou de
orofaringe, reduzindo os danos causados pela irradiagdo. Para mitigar esses efeitos colaterais,
geralmente a técnica de escolha, sempre que possivel, ¢ a radioterapia modulada por intensidade
(IMRT) e terapia de feixe de protons, que permitem uma entrega mais eficaz para a area de
interesse (tumor) em comparacao a radioterapia conformada tridimensional (3D) (MA et. al.,
2023; SANKAR, 2023).

Essas modalidades terapéuticas podem ser realizadas tanto de forma isolada quanto em
combinagdo com a quimioterapia. Em pacientes submetidos a cirurgia, a inclusdo da
quimioterapia de inducdo ou concomitante a radioterapia resulta em um aumento significativo
na taxa de sobrevida global em 5 anos (66,9%) quando comparado a pacientes tratados com
radioterapia exclusiva (15%). (JAMAL, ANJUM, 2023; LANG et. al., 2021; FELICE et. al,
2020; FU et. al., 2018).

Em tumores irressecdveis, a quimioterapia a base de cisplatina, concomitante a
radioterapia, ¢ considerada padrao-ouro, demonstrando vantagens na taxa de sobrevida quando
comparada a radioterapia isolada. Entretanto, estudos indicam que o uso da
carboplatina/paclitaxel, em estagios III e IV ndo metastaticos, apresenta prognostico
semelhante, mas com menos efeitos adversos (JAMAL, ANJUM, 2023).

Os efeitos favoraveis proporcionados por essas terapias geralmente sdo limitados devido
a deteccdo tardia da doenca e as altas taxas de recorréncia local e metéastase. Assim, a
compreensdo da patogénese molecular envolvida e a descoberta de potenciais biomarcadores
poderdo abrir caminhos para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e,
consequentemente, melhorar a sobrevida dos individuos acometidos por essa neoplasia (XING

et. al, 2022; AHMAD et. al, 2017).

1.2 MICRORNAS (MIRNAS)
1.2.1 Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA endogeno, ndo codificantes de proteinas,
com comprimento de 19 a 25 nucleotideos (nt), que controlam a estabilidade e a traducao dos
RNAs mensageiros (mRNAs). O processo de biogénese dessa molécula (Figura 2), inicia-se
com a conversao de um gene miRNA em um miRNA primario (pri-miRNA) através da RNA

polimerase II. O complexo Drosha e DGCRS cliva este pri-miRNA usando a atividade
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endonuclease, originando um precursor de miRNA com 70nt (pré-miRNA) que por meio da
exposicao a exportina-5 segue para o citoplasma. No citoplasma, o complexo TRBP e Dicer
(de fita dupla) converte esse pré-miRNA em cadeias duplex de miRNA (miRNAs maduros)
que sdo incorporadas ao complexo RISC (RNA- induced silencing complex). A destrui¢cdo
seletiva de uma dessas cadeias ¢ essencial para reprimir o mRNA pretendido, possivelmente
dependendo das estabilidades termodinamicas. O miRNA maduro ¢ direcionado a um mRNA
alvo pelo complexo RISC, que, durante o processo de sele¢do da cadeia inclui o componente-
chave Argonaute 2. Nesse contexto, as interagcdes promovem a desestabilizagdo do mRNA alvo
e a repressao traducional, clivando o mRNA alvo ou encurtando a cauda de 3’poli- A do mRNA
alvo (ESLAMI et. al, 2023; GONZALEZ ect.al, 2019; DHARMAWARDANA ct.al, 2019;
SCHNEIDER et. al, 2018).
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Figura 2 - Biogénese dos miRNAs e mecanismo de regulagdo do RNA mensageiro alvo. Criado com BioRender.com.

1.2.2 miRNAs como biomarcadores em CCE de Cavidade Oral e Orofaringe

Os perfis e niveis de expressdo de miRNA apresentam variagcdes entre pacientes com
cancer e individuos saudaveis, desempenhando um papel significativo na carcinogénese
humana. Essas moléculas, devido as suas propriedades quimicas e estruturais, podem se tornar
detectaveis na circulagdo, podendo ser identificadas em diferentes fluidos corporais, incluindo
plasma, soro, saliva ou urina. Suas vantagens como biomarcadores sdo muitas e incluem além
da facil deteccdo, a resisténcia a atividade de RNAse enddgena e a boa estabilidade em

condi¢des adversas (pH extremos, altas temperaturas, apos fervura e multiplos ciclos de
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congelamento-descongelamento) (WANG et. al., 2021; GONZALEZ etal, 2019;
MUZUMDER et.al, 2019).

Os avangos continuos na compreensdao das atividades bioldgicas e interagdes
moleculares do CCE em cavidade oral e/ou orofaringe, bem como o crescente conhecimento
sobre a atuacdo dos miRNAs, evidenciam que dependendo dos seus alvos, essas moléculas
podem atuar tanto como supressores tumorais ou como oncogenes, inclusive com papeis
importantes em varios outros processos celulares que incluem o crescimento, proliferagdo,
diferenciag@o, apoptose e angiogénese (XING et. al, 2022; DASHANTAN et. al, 2020).

No contexto do CCE oral, ha diversos estudos recentes mostrando deteccdo de miRNAs
tanto no sangue quanto em tecido tumoral. Em um deles, cujo objetivo ¢ determinar o miRNoma
de pacientes com CCE de cavidade oral, foram detectados 567 miRNAs em tecido tumoral,
sendo os mais expressos 0 miR-143-3p, miR-22-3p e miR-21-5p. Ao realizar o comparativo de
amostras teciduais normais e tumorais identificou-se 66 miRNAs diferencialmente expressos
nos dois grupos, dos quais 0 miR-940-3p, miR-615-3p e miR-3615-3p foram mais expressos
nos tecidos tumorais € o miR-204-5p, miR-144-5p ¢ o miR-30a-5p menos expressos. No
plasma, quatro miRNAs mostraram-se significativamente mais expressos nos pacientes com
tumor, o miR-30a-5p, miR-370-3p, miR-1307-5p e miR-769-5p. As técnicas utilizadas neste
estudo foram sequenciamento de nova geracao (NGS) para amostras de tecidos (normais e
CCE) e reagdo de polimerase em cadeia quantitativa (QPCR) para validar os resultados, tanto
em amostras de tecidos como de plasma (PEDERSEN et. al., 2018).

Em outro estudo, no qual foram analisadas, por meio de rt-PCR, amostras de sangue
total de individuos saudaveis e pacientes com CCE em cavidade oral, revelou-se que a maioria
dos individuos com CCE de cavidade oral apresentou expressdo aumentada do miR-155 (78%),
miR-191 (72%) e miR-494 (68%), quando comparado com os individuos saudaveis (EMAMI
et. al., 2020). Um estudo conduzido por Crimi et. al, 2020 associou a expressao reduzida do
miR-133a-3p e miR-375-3p ao desenvolvimento do cancer oral e a um pior progndstico. Neste
ultimo estudo, o objetivo era validar o potencial diagndstico de quatro miRNAs, o miR-191a-
5p, miR-503-5p, miR-375-3p e o miR-133a-3p em amostras de sangue total obtidas de
pacientes com cancer oral e individuos saudaveis.

Em outra pesquisa, que tinha como objetivo explorar e validar o potencial de miRNAs
circulantes detectados no soro de pacientes com cancer oral identificou-se, através do NGS, 4
miRNAs (mir-92a-3p, mir-92b-3p, mir-320c e mir-629-5p) como um conjunto promissor destes

biomarcadores (PIAO et. al, 2023).
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O NGS revolucionou o estudo do cédigo genético humano, por ser considerado um
método rapido, confidvel e economicamente vidvel para leitura do genoma. Além disso,
vantagens suplementares desta tecnologia incluem a habilidade de detectar alteracdes de
sequéncias de nucleotideo unico e identificacio de sequéncias novas. Como resultado, as
moléculas alteradas identificadas mostram uma maior sensibilidade, especificidade e
capacidade preditiva para deteccao de doencas (POTLA, ALI, KAPOOR, 2021).

No contexto do cancer, essa tecnologia revolucionou nossa habilidade de investigar
alteracdes gendmicas em células tumorais, proporcionando uma compreensdo mais profunda
da biologia do tumor e facilitando o desenvolvimento de tratamentos direcionados e
personalizados (SCHMID et. al., 2022). Para o CCE de cavidade oral e/ou orofaringe, a
identificacdo de miRNAs por esta tecnologia possibilita uma andlise global desses pequenos
RNA’s ndo codificantes em fluidos corporais, permitindo tanto a deteccdo daqueles com baixa
expressao quanto de novos.

Embora o NGS desempenhe um papel crucial nessas novas descobertas, as abordagens
mais utilizadas sdo o qRT-PCR ou microarranjos (GONZALEZ et.al, 2019; MUZUMDER
et.al, 2019; KIM et.al, 2020). Essas técnicas diferem do NGS por permitirem apenas a
identificacdo de miRNAs conhecidos e por apresentarem limitagdes na detec¢do de bons genes

de referéncia, o que dificulta a comparacdo entre estudos (KIM et.al, 2020).

1.3 JUSTIFICATIVA

Apesar da identificacdo de perfis de miRNAs circulantes relacionados ao CCE em
cavidade oral e orofaringe, mais pesquisas sdo necessarias para uma compreensao dos processos
moleculares envolvidos, pois até 0 momento, ndo ha um perfil definido que esteja associado ao
comportamento clinico ou a resposta a terapias especificas para esse tipo de cancer. Além disso,
também ndo ha um consenso sobre o papel e relevancia clinica desses miRNAs na bidpsia
liquida, um procedimento menos invasivo que pode superar a biopsia tradicional por viabilizar
reanalises durante e apos o tratamento e melhor refletir a heterogeneidade do tumor.

Dessa forma, enfatizando a relevancia do sequenciamento de miRNAs nas pesquisas
sobre cancer, nosso estudo buscou identificar miRNAs circulantes associados ao CCE em
cavidade oral e orofaringe, por meio de biopsia liquida, usando a técnica de RNA-seq em
amostras de plasma, visando identificar potenciais biomarcadores moleculares clinicamente

uteis para esse tipo de cancer.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de miRNAs circulantes no plasma, por meio de biopsia liquida,
usando a técnica de RNA-seq, em pacientes com cancer de cabeca e pescogo, dos subtipos de

cavidade oral e orofaringe.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever os miRNAs circulantes identificados que sdo conhecidos e os ainda ndo
descritos em pacientes com cancer de cabeca e pescogo, dos subtipos de cavidade oral e
orofaringe, a partir do sequenciamento;

- Analisar in silico os niveis de expressdo de miRNAs selecionados entre os
identificados no sequenciamento, no contexto do CCE oral e de orofaringe;

- Fazer previsdo in silico dos genes-alvos de miRNAs selecionados entre os

identificados no sequenciamento, identificando as vias bioldgicas que eles regulam.
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3. METODOLOGIA

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E APROVACAO NO COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE BRASILIA
(CEP/FM/UNB)

Trata-se de um estudo experimental, prospectivo e exploratério que faz parte da
pesquisa intitulada Prospec¢do de marcadores moleculares para o cincer de cabeca e
pescoco. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina da UnB (CAE: 58313116.500005558).

3.2 LOCAL DA PESQUISA

A parte de coleta de amostras de pacientes foi desenvolvida na Unidade de Alta
Complexidade em Oncologia (UNACON) e Servigo de Odontologia, situados no Hospital
Universitario de Brasilia (HUB). A parte experimental foi desenvolvida no Laboratorio de

Patologia da Faculdade de Medicina (FM) da UnB.

3.3  SUJEITOS DA PESQUISA

A populacdo do estudo foi constituida por pacientes com cancer de cabeca e pescoco,
em cavidade oral e orofaringe, atendidos no HUB. Foram analisadas amostras sanguineas de
12 pacientes antes de iniciar o tratamento, selecionados por ordem de admissdo nos setores, e,
desse grupo, 02 pacientes tiveram suas amostras coletadas ap6s a radioterapia. Posteriormente,
foram escolhidos 02 individuos para compor o grupo controle, com caracteristicas compativeis

com as dos casos em termos de sexo e faixa etaria.

34 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Para compor o grupo de casos, foram incluidos, para realizar a primeira coleta, aqueles
pacientes maiores de 18 anos, em que o exame histopatologico confirmou o diagnostico de CCE
em cavidade oral e/ou orofaringe e, para segunda coleta, os individuos que finalizaram o
tratamento e/ou continuaram realizando consultas de seguimento no HUB.

Foram excluidos da primeira coleta, os menores de 18 anos e os pacientes cujo laudo
histopatologico descartava o diagndstico de CCE em cavidade oral e/ou orofaringe. E da
segunda coleta, excluiu-se os pacientes que ndo finalizaram o tratamento, seja por obito ou
abandono, ou que ndo compareceram para as consultas de seguimento com os profissionais do
hospital. Nos dois grupos foram excluidas, também, amostras de baixa qualidade e/ou com

quantidade insuficiente para refazermos o sequenciamento quando necessario.
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A fim de manter a correspondéncia entre 0s grupos, os critérios de inclusdo para os
controles foram individuos saudaveis do sexo masculino com idade dentro da média de faixa

etaria do grupo de casos.

3.5 PROCEDIMENTOS PARA COLETA DE DADOS E AMOSTRAS
SANGUINEAS
3.5.1 Coleta de Dados

Os dados foram coletados por mim, pesquisadora e, no periodo da coleta, enfermeira da
Radioterapia/UNACON.

A fim de confirmar se os sujeitos atendiam aos critérios de elegibilidade, foi realizada
uma avaliagdo do documento de identificagdo e, para os pacientes do grupo de casos, uma
avaliagdo do resultado do exame histopatoldgico. Posteriormente, foram apresentados os
objetivos, procedimento, riscos e beneficios da pesquisa, convidando-os a participar.

A aquiescéncia dos participantes foi explicitada por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido — TCLE (APENDICE A) que foi entregue em duas vias,
uma para o sujeito da pesquisa e outra para arquivamento do grupo de pesquisa. Neste
momento, a coleta de dados foi realizada, por meio do Instrumento de Caracterizagdo dos
Pacientes com Cancer de Cavidade Oral e Orofaringe elaborado pelos autores (APENDICE B),
sendo também informado o local e data de realizagdo da primeira coleta de sangue, bem como
dadas orientagdes para o preparo necessario para a realizagdo do procedimento, como jejum
absoluto por um periodo de 6 horas e 0 ndo consumo de bebida alcdolica e/ou qualquer tipo de
cigarro por no minimo 12 horas antes da coleta.

A segunda coleta, dos individuos do grupo de casos, foi realizada no ultimo dia do
tratamento ou na primeira consulta de retorno com o radioterapeuta, oncologista ou odontélogo,

sendo este ultimo para pacientes que realizaram tratamento radioterdpico em outra institui¢ao.

3.5.2 Coleta, Centrifugacio e Armazenamento das Amostras Sanguineas

No dia da coleta de sangue, realizada no Servigo de Radioterapia do UNACON/HUB,
foi preenchido o Instrumento de Avaliagdo para Coleta Sanguinea de Pacientes Com Céncer de
Cavidade Oral e Orofaringe (APENDICE C), com informagdes sobre o periodo de jejum,
consumo de bebida alcoolica e/ou cigarro, sinais vitais e medidas antropométricas do dia do
procedimento.

No intuito de evitar lise das amostras, preservando-as a0 maximo, os tubos continham

o reagente anticoagulante EDTA e o escalpe possuia sistema vacutainer. Apenas apds uma
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avaliagdo criteriosa das condi¢des do acesso venoso do paciente, foi selecionado o nlimero do
escalpe e o local de pun¢do, que ndo poderia ter hematoma e/ou equimose. A antissepsia foi
realizada com alcool a 70% e a pun¢do ocorria quando a pele estivesse totalmente seca (tempo
de espera de aproximadamente 30 segundos).

Durante o procedimento, 0 membro ndo permanecia garroteado por mais de 1 minuto e
evitava-se o excesso de manipulacdo/pressdo sobre a area a ser puncionada. Apds a pungio,
foram descartados 5 ml de sangue e, em seguida, foram coletados dois tubos de 6 ml cada,
sendo o primeiro destinado para extragdo de miRNA e o segundo para realizacdo de hemograma
completo e glicemia de jejum. As amostras foram homogeneizadas delicadamente dentro do
tubo, por inversao, de 8 a 10 vezes.

O tubo destinado a realizagdo de exames laboratoriais foi encaminhado para o
laboratorio de Analises Clinicas do HUB. A amostra para extracdo de miRNA foi centrifugada
para separacdo do plasma. Antes da centrifugacdo, e apenas quando necessario, o tubo
permanecia em posi¢ao vertical em temperatura ambiente por, no maximo, 30 minutos.

A fim de evitar a presenca de células que poderiam sofrer lise, em um periodo de até 2
horas apds a coleta, as amostras foram centrifugadas 2 vezes a 4000xg, por 10 minutos, em
temperatura ambiente, sendo que apos a primeira centrifugacdo, o sobrenadante era separado
cuidadosamente e colocado em um novo tubo Falcon. Apds a segunda centrifugagdo, foram
feitas aliquotas de 2 ml do sobrenadante final em criotubos novos, que foram armazenados no
laboratorio de Pesquisa Clinica do HUB, em um freezer a - 45°C. Em um segundo momento,
até no maximo 24 horas apds a centrifugacdo, estas amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Patologia da UnB e armazenadas em um freezer -80°C até serem processadas.
Durante o transporte, as amostras foram mantidas em temperaturas de 2 a 8° C por cerca de 10

a 15 minutos.

3.6 ANALISE DO PERFIL DE MIRNAS CIRCULANTES (MIRNOMA)
3.6.1 Processamento das Amostras de Plasma

Para isolamento e purificagdo de pequenas moléculas de RNA foi utilizado o
MagMAX™ mirVana™ Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific) e, no intuito de
melhorar a recuperacdo de miRNAs nas amostras, depois de varios testes, foram realizadas
algumas modifica¢des no protocolo do fabricante, como segue:

- Aumento na quantidade inicial da amostra de plasma usada de 100 para 200 pL; e
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- Aumento na quantidade de solugdo de lavagem de 150 para 350 pL, pois como ndo
utilizamos uma microplaca com pogos, como diz o protocolo, € sim microtubos avulsos, a
quantidade descrita estava insuficiente para lavar o material.

Para analisar a quantificagdo e pureza dos miRNAs extraidos foi utilizado o
espectrofotometro Nanovue (GE Healthcare) e o fluorometro QUBIT® (Thermo Fisher
Scientific).

Com o Ion Total RNA-Seq Kit v2 s, os miRNAs isolados foram usados para transcri¢ao
reversa para obtencao de uma biblioteca de cDNA. Apos a construgdo da biblioteca de cDNA,
ainda na tentativa de melhorar a qualidade das amostras por meio da remocao dos adaptadores
e de uma selegdo precisa do tamanho desta biblioteca, utilizamos o E-gel™ Size Select™ II
Agarose Gel, 2%. A biblioteca foi amplificada, as amostras preparadas e o chip (Ion 540)
carregado utilizando-se o kit Ion 540 - Chef (Thermo Fisher Scientific). Nesta etapa, foi usado
o kit Ton Xpress™RNA-Seq Barcode 1-16 que possibilitou agregar as amostras da biblioteca
usando os codigos de barra para fazer reacdo multiplex de sequenciamento, otimizando a

corrida.

3.6.2 Sequenciamento de miRNAs

Foi utilizada a técnica de RNA-seq, com a plataforma Ion S5™ Sequencing System
(Thermo Fisher Scientific) de sequenciamento por tecnologia de semicondutores. Esta
tecnologia ¢ baseada na liberacdo de um préton a cada vez que ha a incorporagdo de um
nucleotideo, que sdo liberados em ciclos separados, na cadeia em extensdo. Este ion liberado,
ativa sensores de pH no chip e transforma esta informacdo em sinal detectavel pelo
equipamento. A presenga e a intensidade dos picos de alteracdo do pH sdo utilizadas para a
determinagdo da sequéncia das moléculas.

Todos os cDNAs de miRNAs foram sequenciados. As leituras de sequenciamento foram
processadas no Torrent Suite Software e os fragmentos gerados foram alinhados com uma
sequéncia de referéncia para identificagdo de espécies novas ou ja descritas de miRNAs,

conforme detalhado a seguir.

3.6.3 Analise dos dados gerados pelo sequenciamento
3.6.3.1 Pré-processamento

Apobs o sequenciamento, o Ion Torrent FASTQ gerou um arquivo com 26.244.922
leituras brutas, que foram enviadas para o software FastQC para realizagcdo do controle de

qualidade pré e pos ajuste dos adaptadores, realizado pelo software Cutadapt. Posteriormente,
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foram removidos os adaptadores e as leituras de baixa qualidade, com menos de 15 pares de

bases, gerando um total de 6.666.510 leituras.

3.6.3.2 Detecciao de miRNAs

Apds a remogdo das leituras de baixa qualidade foi gerado um arquivo Binary
Alignment Map (BAM) que foi comparado ao genoma humano de referéncia (hg19) e ao banco
de dados miRBase, resultando, respectivamente, em um total de 2.179.173 e 322.881 leituras

de miRNAs anotados e conhecidos.

3.6.3.3 Critérios para selecio dos miRNAs

Para selecdo dos miRNAs, inicialmente as amostras foram divididas em trés grupos
(individuos sauddveis, antes de iniciar qualquer tratamento e apds a radioterapia), em que se
fez a soma do nimero de leituras dos miRNAs duplicados, excluidos os com menos de 10
leituras e selecionados os que apareceram em mais de 80% das amostras do grupo de pacientes
antes da radioterapia e todos que apareceram nas amostras pés-radioterapia e do grupo de
individuos saudaveis. Por motivo de tamanho amostral, a andlise pareada antes e depois da
radioterapia ndo foi realizada.

Adicionalmente, no intuito de analisar apenas os miRNAs plasmaticos, foram retirados
do estudo os miRNAs hsa-miR-486-5p, hsa-miR-16-5p, hsa-miR-451, que segundo
RAJAKUMAR, T. et.al., 2022, sdo considerados miRNAs eritréides, dificultando a detecgdo e

quantifica¢do das espécies de miRNAs de interesse.

3.6.4 Anailise de Bioinformatica em amostras independentes de bancos de dados publicos
3.6.4.1 Selecio in silico dos miRNAs diferencialmente expressos em bancos de dados de
acesso aberto

Inicialmente, foram gerados conjuntos de dados por meio da plataforma Gene
Expression Omnibus (Geo) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), utilizando os termos de

pesquisa ((“oral”’[All Fields] OR “oropharyngeal”’[All Fields]) AND (“Non-coding RNA

profiling by array”’[Filter] OR “Non-coding RNA profiling by high throughput
sequencing”[Filter])) AND ((((((“carcinoma”[All Fields] OR “carcinomas”[All Fields]) OR
“cancer”[All Fields]) OR “cancers”[All Fields]) OR “neoplasm”[All Fields]) OR
“neoplasms”[All Fields]) AND (“Non-coding RNA profiling by array”[Filter] OR “Non-
coding RNA profiling by high throughput sequencing”[Filter])) AND (“Non-coding RNA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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profiling by array”’[Filter] OR “Non-coding RNA profiling by high throughput
sequencing”’[Filter]).

Esta busca nos permitiu identificar 72 conjuntos de dados com diferentes perfis de
miRNAs de cancer em cavidade oral e/ou orofaringe publicados até setembro de 2023. Para
selecionar os que estavam relacionados com este estudo foram utilizados como critérios de
inclusdo os que apresentassem niveis de expressao de miRNAs de plasma de individuos com
cancer em cavidade oral e/ou orofaringe e de amostras de plasma de individuos sem a doenca
e como critérios de exclusdo aqueles conjuntos de dados sem grupo controle, conjuntos de
dados de linhagens de células, conjuntos de dados em que ndo era possivel realizar a andlise
pelo GEO2R e conjuntos de dados contendo informagdes sobre niveis de expressao de miRNAs
de amostras de tumor, saliva e soro, sem dados sobre o plasma.

Ap0s a aplicacdo desses critérios, 01 conjunto de dado foi selecionado (Tabela 1), sendo
triados apenas aqueles miRNAs que também foram identificados, por meio do sequenciamento,
no nosso grupo de casos. Para andlise de expressdo, foi empregada a ferramenta GEO2R que
utiliza para identificacdo dos miRNAs com expressao diferencial o teste t de Student e teste de
Benjamini & Hochberg. Considerou-se diferenca estatisticamente significativa na expressao
aqueles miRNAs com valor de p < 0,05. Foram considerados com expressdo levemente
aumentada, os miRNAs que apresentaram logFC > 1, enquanto os com expressao levemente

diminuida os que apresentaram logFC < -1.

Tabela 1 Caracteristicas do conjunto de dados selecionado no GEO DataSets.

Conjunto de Autor (s) Numero de sujeitos Técnica utilizada
dados Ano CCE em
Pais cavidade | Normal Total
oral e/ou
orofaringe
GSE209670 | Hofmann et. 8 5 13 nCounter SPRINT
al., 2022 system
Alemanha Tecnologias de
Barcode digital
baseada em
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combinagdo de cores
e da quantificacao
direta da expressao
génica. Essa
tecnologia permite
multiplex de Barcode
de até 800 alvos de
RNA, DNA ou
proteinas em cada
amostra
(UNISCIENCE,
2024).

3.6.4.2 Previsao de genes-alvos
A busca pelos genes-alvos dos miRNAs selecionados foi iniciada no banco de dados

TargetScan (https://www.targetscan.org/vert 80/) (MCGEARY et. al, 2019) e, a fim de mitigar

a ocorréncia de falsos positivos, utilizou-se adicionalmente outro banco de dados, o miRDB

(https://mirdb.org), onde para fins de validagdo, foram classificados apenas os genes com
pontuacao superior a 80 (CHEN,WANG, 2020). Posteriormente, os dados obtidos nas duas
plataformas foram comparados e apenas os genes preditos em ambas foram considerados como

potenciais alvos dos miRNAs selecionados.

3.6.4.3 Analise funcional dos genes-alvos identificados, pela Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)
Para obter informagdes sobre os papéis desempenhados pelos genes-alvos identificados

anteriormente, foi utilizada a ferramenta de bioinformatica DAVID (https://david.nciferf.gov/).

Esta ferramenta permitiu realizar analises de enriquecimento pela KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes) e anotacao funcional pelo GO (Gene Ontology), abrangendo processos
bioldgicos, fungdes moleculares e componentes celulares. Foram consideradas significativas as
anotacdes funcionais que apresentaram um valor de p< 0,05 (SHERMAN et.al, 2022; HUANG;
SHERMAN; LEMPICK, 2009).


https://www.targetscan.org/vert_80/
https://mirdb.org/
https://david.ncifcrf.gov/
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3.6.4.4 Rede de Interacao Proteina-Proteina (PPI)
A andlise da interacdo das proteinas codificadas pelos genes-alvos, identificados por
meio do TargetScan e mirDB, foi realizada utilizando o banco de dados Search Tool for the

Retrieval of Interacting Genes - STRING (https://string-db.org/). Para constru¢ao de uma Rede

de Interacdo Proteina-Proteina (PPI), foram consideradas significativas as interagdes com
pontuacdo de confianga > 0,7 e excluidas aquelas proteinas desconectadas da rede
(SZKLARCZYK et. al, 2019).

A fim de identificar as principais proteinas e as regides mais densamente
interconectadas, a rede de PPI foi importada para o software Cytoscape, versdo 3.10.0

(https://cytoscape.org/) (SHANNON, P et. al, 2003), sendo utilizado o aplicativo cytoHubba

em que a centralidade maxima (MCC) foi adotada como critério (CHIN, CH et.al,
2014).Também foi utilizado o aplicativo MCODE Cytoscape 2.0, com os seguintes critérios: in
whole network, degree cutoff = 2, node score cutoff =0.2, k-core = 2 e max. depth =100
(BADER; HOGUE, 2014).

3.6.4.5 Interacao miRNAs-Proteinas-Vias/Anotacoes

Para andlise das relagdes entre os miRNAs-Proteinas-Vias/Anotagdes foram
selecionados os miRNAs identificados via sequenciamento e validados pelo banco de dados
GeoDataSets, os genes-alvos comuns as plataformas TargetScan e miRDB, as vias biologicas
encontradas pela KEGG e as anotagdes do GO, com o menor valor minimo de P e/ou valor

maximo de genes agregados.


https://string-db.org/
https://cytoscape.org/
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4. RESULTADOS
41 CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS DOS SUJEITOS DA
PESQUISA

Das amostras incluidas no grupo de casos, antes de iniciar qualquer tratamento e apds a
radioterapia, a localizagdo mais prevalente do tumor foi a base da lingua (4 individuos),
enquanto o tamanho do tumor predominante foi T2 (5 individuos). O status dos linfonodos
regionais revelou um nimero expressivo de casos classificados como N2 (5 individuos) e a
maioria dos individuos ndo apresentava metastases (9 individuos). Dados relativos ao histérico
de tabagismo e consumo de alcool foram meticulosamente registrados, enfatizando a presenga
significativa de ex-tabagistas e ex-etilistas nos casos analisados. Adicionalmente, foram
identificadas outras condi¢des de saude, como hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes
mellitus (DM), cardiopatia isquémica, pneumonia e tuberculose (TB) pulmonar. A existéncia
de casos de cancer na familia também foi avaliada, com a maioria dos participantes reportando

auséncia de casos em familiares (Tabela 2).

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patologicas dos individuos incluidos no grupo de casos da
pesquisa.

AMOSTRAS CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS
1 Idade: 44

Localizagdo primaria do tumor: assoalho de boca
Estadiamento: cT2N2MO - IV
Tabagismo: tabagista
Etilismo: etilista
Outras doencas: pneumonia e TB pulmonar
Casos de cancer na familia: ndo

2 Idade: 56

Localizagdo primaria do tumor: palato mole
Estadiamento: TAN3MO - IV
Tabagismo: tabagista
Etilismo: etilista
Outras doengas: nao
Casos de cancer na familia: ndo

3 Idade: 56
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Localizagdo primaria do tumor: amigdala esquerda
Estadiamento: T3N3MO
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doengas: HAS

Casos de cancer na familia: ndo

Idade: 56
Localizagdo primaria do tumor: base de lingua
Estadiamento: cT4acN3Mx
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doencas: nao

Casos de cancer na familia: ndo

Idade: 58
Localizagdo primaria do tumor: base de lingua
Estadiamento: T2N1MO
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doencgas: nao

Casos de cancer na familia: sim

Idade: 60
Localizagdo primaria do tumor: base de lingua
Estadiamento:cT3N2cMO
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doencgas: nao

Casos de cancer na familia: ndo

Idade: 60
Localizag¢do primdria do tumor: amigdala direita
Estadiamento: cTANIMO
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista

Outras doencas: DM II, HAS
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Casos de cancer na familia: ndo
Realizou a coleta antes de iniciar qualquer tratamento e apds a

radioterapia.

Idade: 65
Localizagdo primaria do tumor: assoalho de boca
Estadiamento: ¢cT2NO
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doengas: nao

Casos de cancer na familia: ndo

Idade: 67
Localizagdo primaria do tumor: base de lingua
Estadiamento: T2N2Mx
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: nega
Outras doengas: HAS, DM, IAM

Casos de cancer na familia: sim

10

Idade: 70
Localizagdo primaria do tumor: palato mole
Estadiamento: T2N2c¢
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doencgas: nao

Casos de cancer na familia: sim

11

Idade: 85
Localizag¢do primdaria do tumor: trigono retromolar
Estadiamento: ndo realizou
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doengas: nao
Casos de cancer na familia: ndo
Realizou a coleta antes de iniciar qualquer tratamento e apds a

radioterapia.
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12 Idade: 105
Localizag¢do primaria do tumor: amigdala
Estadiamento: TxN2
Tabagismo: ex-tabagista
Etilismo: ex-etilista
Outras doengas: nao

Casos de cancer na familia: ndo

Legenda: 'Sistema TNM: T (extensdo do tumor em cm), N (auséncia ou presenga € a extensio
de metastase em linfonodos regionais) e M (auséncia ou presenca de metastase a distincia).

As caracteristicas clinicas dos individuos saudaveis incluidos no grupo controle, cujas

amostras foram submetidas ao sequenciamento estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos individuos saudaveis incluidos no grupo controle da
pesquisa.

AMOSTRAS CARACTERISTICAS CLINICAS
1 Idade: 42

Tabagismo: ndo
Etilismo: ndo
Outras doencgas: nao
Casos de cancer na familia: ndo

2 Idade: 45

Tabagismo: ndo
Etilismo: ndo
Outras doencgas: nao

Casos de cancer na familia: sim

Dos individuos que realizaram a segunda coleta, pds-tratamento radioterapico, um dos
pacientes foi submetido a radioterapia concomitante a quimioterapia e outro a radioterapia
exclusiva, sendo que este tltimo ndo realizou quimioterapia por apresentar um baixo clearance
de creatinina (24,9 ml/min). Nas duas situagoes, a finalidade foi radical. A técnica utilizada foi
a 3D, com a dose total de 70 Gy distribuidos em 35 sessdes, que por sua vez foram divididas
em duas fases, onde a primeira fase correspondia a dose na cadeia de drenagem, que em um
paciente foi de 54 Gy, em 27 sessdes, € no outro, 50 Gy, em 25 sessdes, e a segunda fase que

correspondia ao complemento de dose no tumor, que em um paciente foi de 16 Gy, em 8 sessdes
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e no outro de 20 Gy, em 10 sessdes. O tratamento de quimioterapia foi realizado em 5 ciclos

semanais com cisplatina (CDDP) 40mg/m?.

4.2  MIRNAS IDENTIFICADOS NO SEQUENCIAMENTO

De todas as amostras incluidas no estudo, 2.873 miRNAs foram identificados, sendo
que 2.593 foram detectadas no grupo de casos (2.311 em individuos antes de iniciar qualquer
tratamento e 282 em individuos apds a radioterapia) e 280 foram detectadas no grupo controle

(Figura 3), incluidos os miRNAs repetidos.

miRNA's identificados no
estudo

2.873

GURPO DE CASO GRUPO CONTROLE

2.593 280

ANTES DE INCIAR QUALQUER APOS RADIOTERAPIA
TRATAMENTO

2.31 282

Figura 3 - Total de miRNAs identificados no estudo.

Em cada grupo foram identificados os miRNAs repetidos e realizada a soma do nimero
destas leituras. Posteriormente, foi realizada a exclusdo daqueles com menos de 10 leituras,
identificando um total de 444 miRNAs, sendo que 339 miRNAs foram detectados no grupo de
casos (262 em individuos antes da iniciar qualquer tratamento € 77 em individuos apds

radioterapia) e 105 no grupo controle (Figura 4).
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|

GURPO DE CASO GRUPO CONTROLE

ANTES DE INCIAR QUALQUER SRS EREEA
TRATAMENTO

Figura 4- Total de miRNAs identificados no estudo ap6s a exclusdo dos que tinham menos de 10 leituras.

Desses 444 miRNAs, 156 foram visualizados exclusivamente no subgrupo de casos
antes de iniciar qualquer tratamento (roxo), e 3 estavam presentes no grupo controle (verde).
Aqueles identificados em individuos ap6s a radioterapia (amarelo) também foram detectados
nos demais grupos. Destes, 73 miRNAs foram identificados também no subgrupo de individuos
antes de iniciar qualquer tratamento e no grupo controle (amarelo, roxo e verde), enquanto 4
miRNAs foram comuns ao subgrupo de individuos antes de iniciar qualquer tratamento
(amarelo e roxo) Além disso, foram identificados 29 miRNAs comuns aos subgrupos de

individuos antes de iniciar qualquer tratamento e grupo controle (roxo e verde) (Figura 5).
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Figura 5 — Panorama dos miRNAs identificados nos grupos de casos e controle apds a exclusdo dos que tinham
menos de 10 leituras.
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Ao verificar em cada grupo os miRNAs com mais de 10 leituras e que apareceram em
mais de 80% das amostras do grupo de casos antes de iniciar qualquer tratamento e em todas
as amostras ap6s a radioterapia e do grupo controle, foi possivel identificar um total de 169,
sendo 114 no grupo de casos (42 antes de iniciar qualquer tratamento e 72 ap0s a radioterapia)

e 55 no grupo controle (Figura 6).

miRNA's

169

|

GURPO DE CASO GRUPO CONTROLE

14 55

ANTES DE INCIAR QUALQUER
TRATAMENTO

APGS RADIOTERAPIA

42 72

Figura 6 - MiRNAs com mais de 10 leituras e que apareceram em todas as amostras do grupo de casos pds-
radioterapia e controle e em mais de 80% das amostras do grupo de casos antes da radioterapia.

Do total de 169 miRNAs selecionados apos a aplicacdo dos critérios de selegdo, 24
foram detectados em todos os grupos, 4 apareceram somente nos individuos antes de iniciar
qualquer tratamento e apds a radioterapia e 22 apareceram no grupo controle e apds a
radioterapia. Quanto aos exclusivos em cada grupo, 14 apareceram nos individuos antes de
iniciar qualquer tratamento, 22 nos pacientes apds a radioterapia e 9 no grupo controle (Figura

7).



52

miR-28-5p
miR-30b-5p
\ miR-31-5p
miR-125b-1-5p
miR-155-5p
miR-197-3p
et-7g-5p let-7a-1-5p )

. N let-7f-2-5p miR-365a-3p
m.|R-7-1-5p ml_l;ll.‘;a-SSp miR-10b-5p miR-365b-3p
r'ﬁ':fzszaz mri:[mb,l:p miR-96-5p "‘!?:;gagp miR-222-3p
miR-100-5p miR-19b-2-3p ~ MiR-1032-2-3p Bt S

miR-103a-1-3p miR-22-3p miR-106a-5p miR-263-2-5p miR-92a-2-3p
miR-103b-1 miR-23a-3p miR-133a-2-3p R20m3 P miR-93-5p
miR-103b-2 miR-27a-3p miR-133a-13p mr?II?BOc-l-g mlB-lDl—l-Sp
miR-122-5p miR-27b-3p miR-146a-5p iR 3005 P miR-106b-5p
miR-146b-5p miR-29b-1-3p miR-150-3p m‘R»9Za-1-§ miR-126-5p
miR-181a-2-5p miR-30c-2-5p miR-181a-1-5p ' P rr?IR-144'3p
miR-203a miR-34a-5p miR-181b-2-5p rnl.R-14Sa-3p
miR-203b-5p let-7a-3-5p miR-221-3p miR-185-5p
miR-205-5p let-7b-5p miR-328-5p miR-186-5p
miR-3591-3p miR-3074-5p m|B-193av3p
miR-425-5p

miR-192-5p

miR-223-3p

miR-125b-2-5p 2;2_12?;5

let-7a-2-5p miR-126-3p miR-2000-5p

let-7d-3p miR-143-3 "
let-7f-1-5p P miR378a3p Grupo Controle
RiSba,  TR140-3p  mip4235p
MR- P miR-144-5 p
miR-18a-5p miR-lSO-Sg m!R-590-3p O Grupo de casos (individuos antes de iniciar
miR-25-3p miR-151a-5p miR-660-5p qualquer tratamento)
miR-30a-5p
miR-30d-5p Grupo de casos (ap6s a radioterapia)

Figura 7 — Panorama dos miRNAs identificados em mais de 80% das amostras do grupo de casos antes da
radioterapia e em todas as amostras do grupo de casos pds-radioterapia e controle.

4.3 ANALISE DE BIOINFORMATICA EM AMOSTRAS INDEPENDENTES DE
BANCOS DE DADOS
4.3.1 miRNAs diferencialmente expressos

Foram identificados diferentes miRNAs, tanto no conjunto de dados do GEO DataSets
quanto no nosso sequenciamento. No entanto, considerando os miRNAs comuns aos dois
estudos, pdde-se analisar a expressao dos seguintes pelo GEO DataSet. Os miR-30d-5p, miR-
122-5p, miR-126-3p, miR-150-5p, miR-191-5p e miR-223-3p estavam diferencialmente
expressos nos grupos de pacientes com a doenga (valor de p < 0,05) e foram considerados com
expressdo levemente aumentada, uma vez que apresentaram o valor de logFC > 1, conforme
Tabela 4. O miR-15b-5p e o miR-25-3p ndo apresentaram diferengas significativas em sua

expressao (valor de p > 0,05).

Tabela 4 — Analise de expressao dos miRNAs identificados no conjunto de dados do
GEO DataSets e no nosso sequenciamento.

miRNAs logFC p. Value
miR-15b-5p 1.12 0.07872
miR-25-3p 1.10 0.06553
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miR-30d-5p 1.10 0.00692
miR-122-5p 1.15 0.00362
miR-126-3p 1.15 0.00049
miR-150-5p 1.01 0.02666
miR-191-5p 1.23 0.00319
miR-223-3p 1.23 0.01252

4.3.2 Previsao de genes-alvos

A partir dos miRNAs identificados acima, um total de 2.377 genes-alvos foram obtidos
por meio da andlise no TargetScan e miRDB, sendo 829 genes-alvos de miR-30d-5p, 318
genes-alvos de miR-122-5p, 31 genes-alvos de miR-126-3p, 540 genes-alvos de miR-150-5p,
83 genes-alvos de miR-191-5p e 576 genes-alvos de miR-223-3p. A previsdo de genes-alvos
nao foi realizada para o miR-15b-5p e miR-25-3p por ndo apresentarem diferenga de expressao
significativa (valor de p > 0,05).

Apo6s combinar os dados por miRNA, os genes comuns aos bancos TargetScan e miRDB
foram selecionados, resultando em um total de 196 genes, sendo 6 genes-alvos de miR-30d-5p,
45 genes-alvos de miR-122-5p, 3 genes-alvos de miR-126-3p, 61 genes-alvos de miR-150-5p,
7 genes-alvos de miRN-191-5p e 74 genes-alvos de miR-223-3p. Os genes PAXS5 e HSP90BI1
apareceram em mais de um miRNA (Figura 8), perfazendo assim um total de 194 genes comuns

aos dois bancos.
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Figura 8 - Genes-alvos comuns aos bancos de dados TargetScan ¢ miRDB. Legenda: 1. HSP90B1 e PAXS
identificados no miR-150-5p e no miR-223-3p.

4.3.3 Analise funcional dos genes-alvos identificados pela Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) e Gene Ontology (GO)

A andlise funcional dos 194 genes-alvos previstos para o miR-30d-5p, miR-122-5p,
miR-126-3p, miR-150-5p, miR-191-5p e miR-223-3 foi realizada pela ferramenta DAVID.
Desta analise, foram detectadas 172 anotagdes do GO, sendo 94 na categoria de Processo
Biologico (BP), 45 na categoria de Compartimento Celular (CC) e 33 na categoria de Fungao
Molecular (MF), além de 16 vias biologicas pela KEGG.

A via biologica da KEGG que apresentou um enriquecimento significativo (p< 0,05) e
agregou um maior numero de genes foi a MicroRNAs in cancer (p=9,5E-3/contagem=10/194)
e as anotacdes do GO foram nucleus na categoria CC (contagem=92/194; p=2,20E-8) e protein
binding na categoria MF (contagem=154/194; p= 8,3E-7). Na categoria BP, a via Negative
regulation of transcription DNA-templated apresentou o enriquecimento mais significativo
(p=1,30E-05), envolvendo 19 genes. Por outro lado, a via Regulation of Transcription RNA
polymerase Il promoter evidenciou o maior nimero de genes enriquecidos, com um valor de

p=1,8E-3.

4.3.4 Rede de Interacio Proteina-Proteina (PPI)
Para construcdo da Rede de Interacdo Proteina-Proteina, os 194 genes-alvos

identificados na andlise in silico foram exportados para o banco de dados STRING. Apoés a
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aplicagdo dos critérios de seleg@o estabelecidos (pontuagdo de confianga > 0,7 e exclusdo das
proteinas desconectadas da rede), foi possivel gerar uma rede com um ntimero significativo de
interagdes (50 arestas, grau médio de n6 0,518, coeficiente médio de agrupamento local 0,255,

nimero de arestas esperado 34 e valor de p de enriquecimento 0,00638), conforme Figura 9.
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Figura 9 - Rede de Interagdo Proteina-Proteina, construida usando o STRING, com os 194 genes-alvos
identificados por meio da ferramenta DAVID. Estatistica da rede: 194 noés, 50 arestas, grau médio de né 0,518,
coeficiente médio de agrupamento local 0,255, nimero de arestas esperado 34 e valor de p de enriquecimento
0,00638.

No Cytoscape, utilizando o aplicativo MCODE, foi possivel detectar e classificar uma
rede de PPI em 03 regides densamente interconectadas. Duas dessas regides apresentaram
pontuacgdes de 3.000 (Figuras 10A e 10B), enquanto a terceira regido, com melhor classificacao,
alcangou uma pontuacao de 3.333 (Figura 10C). Os 10 genes principais foram obtidos usando

o algoritmo MCC pelo cytoHubba (Figura 11), outro aplicativo disponivel no Cytoscape.
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Destes genes principais, 06 também foram identificados nas regides interconectadas, sendo eles

os genes PRKCA, RRAS2, RASA1, CALMLA4, PAXS e FOXOL.

A) (B) ©
P — OCLN
IGSF5

Figura 10 - As 03 regides densamente interconectadas da rede de PPI identificadas pelo aplicativo MCODE do
Cytoscape, em que (A) e (B) correspondem as regides com pontuacdo de 3.000 e (C) a com a melhor classificacdo
alcangando a pontuagao de 3.333.
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Figura 11 - Principais genes da rede PPI identificados pelo aplicativo cytoHubba do Cytoscape. A diferenciacdo
de cores nos nds representam as pontuagdes geradas pelo método MCC, conforme apresentado no ranking da
figura.

4.3.5 Interacio miRNAs-Proteinas-Vias/Anotacoes

Todos os principais genes da rede PPI (Figura 11) foram previstos para o miR-150-5p e
miR-223-3p, mesmo aqueles que ndo foram identificados nas regides interconectadas (Figura
10). Dos genes detectados nas regides densamente interconectadas da rede de PPI, 04 se

destacaram (PRKCA, FOXO1, RASA1 e RRAS2) por contribuirem significativamente para as
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anotacdes e a via biologica que apresentaram o menor valor de p e maior numero de genes, de

acordo com a ferramenta DAVID (Figura 12).

miR-150-5p
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Figura 12 - Interacdo entre miRNAs-proteinas-anotagdes/vias bioldgicas dos principais genes, detectados pelo
aplicativo cytoHubba, que também foram localizados nas regides densamente interconectadas da rede de PPI,
identificadas pelo aplicativo MCODE.

Dos genes principais que ndo foram identificados nas regides interconectadas da Rede
de PPI (Figura 13), o FTO, CBL, PAXS5, FBXW7, FOXP1, e merecem destaque por
contribuirem para anotac¢des do GO, nas categorias CC e MF. Por outro lado, o gene CALMLA4
ndo teve contribuicdo para a via bioldgica e nem para as anotagdes funcionais apresentadas

neste estudo.
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Figura 13 - Interacdo entre miRNAs-proteinas-anotagdes/vias bioldgicas dos genes principais, detectados pelo
aplicativo cytoHubba, que ndo foram identificados nas regides densamente interconectadas da rede de PPI
conforme aplicativo MCODE.

Dos genes que apareceram somente nas regides densamente interconectadas da rede de
PPI, o OCLN, IGSFS5, TJP1, PRKCE, FOXO3 e ATG7, contribuiram para a via KEGG e as
anotacdes do GO, na BP, CC e MF. Quanto a previsdao dos miRNAs, esses genes foram

previstos como alvos do miR-122-5p, miR-191-5p e miR-223-3p(Figura 14).

. microRNAs in cancer
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Regulation of transcription
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[ miR-223-3p
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Figura 14- Interacdo entre miRNAs-proteinas-anotagdes/via bioldgica dos genes detectados exclusivamente nas
regides densamente interconectadas da rede de PPI identificadas pelo aplicativo MCODE.
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5.  DISCUSSAO

Apesar dos avangos nas pesquisas em CCE de cavidade oral e/ou orofaringe, a taxa de
sobrevivéncia destes pacientes em cinco anos segue preocupante. Em vista disso, identificar
miRNAs associados a essa neoplasia e investigar os processos biologicos relacionados ao seu
desenvolvimento podem viabilizar novas abordagens terapéuticas e auxiliar na deteccdo
precoce € monitoramento.

Neste estudo, identificamos um conjunto de miRNAs, que de acordo com a literatura
cientifica, desempenham papéis significativos nos mecanismos biolodgicos de varios tipos de
cancer. Para uma compreensao mais aprofundada desses mecanismos envolvidos no CCE em
cavidade oral e/ou orofaringe, discorreremos sobre aqueles que foram detectados
exclusivamente no grupo de casos do nosso sequenciamento e os comuns ao GEO que foram
posteriormente analisados com ferramentas de bioinformatica.

Entre os miRNAs identificados somente em nosso sequenciamento que também foram
verificados em outros estudos sobre cancer podemos destacar o miR-7-1-5p (CARRON et. al,
2020), miR-23b-3p (RISHABH et.al, 2021), miR-100-5p (CARRON et. al, 2020; JACKOB et.
al, 2019), miR-146b-5p (LI et. al, 2021; HE et. al, 2023), miR-203a e miR-203b-5p (CARRON
et. al, 2020; RISHABH et.al, 2021), miR-205-5p (CARRON et. al, 2020; RISHABH et.al,
2021; AGOSTINO et. al, 2018; KOLEDA et.al, 2019; ZHOU et. al, 2020) que foram
identificados antes de iniciar qualquer tratamento, o miR-192-5p (ZHU et. al, 2020) que foi
identificado tanto antes de iniciar qualquer tratamento quanto apos a radioterapia e o let-7d-3p
(LAMPRESKA et. al, 2017), miR-125b-2-5p (CARRON et. al, 2020; RISHABH et.al, 2021),
miR-200b-5p (CARRON et. al, 2020), miR-143-3p (SUN; ZHANG, 2017; GOLABEK et. al,
2023), miR-144-5p (MANASA; THOMAS; KANNAN, 2023), miR-378a-3p (LI et. al, 2021;
GHFFAR et.al, 2022), miR-423-5p (PALAIA et. al, 2022) e miR-660-5p (RISHABH et.al,
2021) que foram identificados ap6s a radioterapia.

Daqueles identificados nas amostras antes de iniciar qualquer tratamento, o miR-7-5p
apresentou-se na literatura cientifica com expressdo aumentada em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco. Em contraste, os demais miRNAs desse conjunto, como o miR-23b-3p
(RISHABH et.al, 2021), miR-100-5p (CARRON et. al, 2020; JACKOB et. al, 2019), miR-
146b-5p (HE et. al, 2023; LI; ZHOU; LI; XIANG, 2020), miR-200b-5p (CARRON et. al, 2020)
e miR-203a (CARRON et. al, 2020; RISHABH et.al, 2021) e miR-203b-5p (CARRON et. al,
2020; RISHABH et.al, 2021) -apresentaram diminuicdo na expressdo em pacientes com
carcinoma de células escamosas em cavidade oral. Para o miR-205-5p, foram identificadas

evidéncias tanto de diminui¢do quanto de aumento em sua expressdo no cancer.
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Além da identificacdo dos niveis de expressdo desses miRNAs, para melhor
compreensdo da fungdo dessas moléculas no contexto do cancer, ¢ de fundamental importancia
a avaliacdo dos desfechos clinicos dos pacientes destes estudos, uma vez que isso podera
viabilizar o desenvolvimentos de abordagens voltadas para o diagnostico, progndstico e terapias
personalizadas. Dessa forma, em algumas pesquisas destaca-se que o aumento da expressao do
miR-7-5p pode estar associada a um prognoéstico desfavordvel para pacientes com cancer de
cabeca e pescogo. Por outro lado, os miRNAs mencionados na literatura tendo a expressao
diminuida ndo apenas parecem estar relacionados a um pior prognostico (como observado no
miR-23b-3p e miR-100-5p), mas também a proliferacdo celular aumentada (miR-23b-3p),
maior agressividade do tumor (miR-23b-3p e miR-100-5p), desenvolvimento e progressao
tumoral (miR-200b e miR-203), ou inibi¢do na prolifera¢do, migracdo e capacidade de invasao
celular (miR-146b-5p) (CARRON et. al, 2020; JACKOB et. al, 2019; RISHABH et.al, 2021;
LI; ZHOU; LI; XIANG, 2020).

O miR-205-5p foi considerado um potencial biomarcador para pacientes com cancer de
cabeca e pescogo e dependendo do contexto tumoral especifico e dos genes-alvo, pode atuar
tanto como um supressor tumoral quanto oncogene (AGOSTINO et. al, 2018). Nos pacientes
com cancer oral e de orofaringe, principalmente em tumores avancgados, a expressao diminuida
deste miRNA esta associada a diminui¢do da invasdo tumoral (RISHABH et.al, 2021) e, de
forma contrastante, a um pior prognostico (CARRON et. al, 2020; KOLEDA et.al, 2019). Jad a
expressdao aumentada, observada em amostras tumorais e de soro, foi significativamente
associada a proliferagdo e invasdo celular, podendo promover a oncogénese a partir da
diminuicdo da expressdo das proteinas PTEN e Bcl-6 (ZHOU et. al, 2020).

Do conjunto de miRNAs identificados em nosso estudo exclusivamente nas amostras
apoOs a radioterapia, o miR-125b-5p e miR-143-3p apresentaram expressao diminuida em
algumas pesquisas realizadas em pacientes com cancer oral (CARRON et. al, 2020; JACKOB
et. al, 2019; SUN; ZHANG, 2017, GOLABEK et. al, 2023) enquanto o let-7d-3p
(LAMPRESKA et. al, 2017), o miR-144-5p (MANASA; THOMAS; KANNAN, 2023), miR-
378a-3p (LI et. al, 2021; MANASA; THOMAS; KANNAN, 2023), miR-423-5p (PALAIA et.
al. 2022) e miR-660-5p (RISHABH et.al, 2021) apresentaram aumento da expressao.

Quanto ao papel desses miRNAs no cancer oral, a expressdo reduzida do miR-143
suprime a proliferagdo, migracdo e invasdo de células de cancer oral (SUN; ZHANG, 2017) e
a do miR-125b tem sido relacionada a agressividade tumoral, ao aumento da proliferacao
celular, a um pior prognostico e, adicionalmente, estd associada a resisténcia a radioterapia,

provavelmente devido a modulagdo da sinalizacdo da Molécula de Adesdo Intercelular 2
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(ICAM2) (CARRON et. al, 2020; JACKOB et. al, 2019). O miR-144-5p desempenha um papel
supressor em tumores de cancer oral, inibindo a migracdo e invasdo de células cancerigenas
(MANASA; THOMAS; KANNAN, 2023) e o let-7d, esta associado a um pior prognostico
(CARRON et. al, 2020; KOLEDA et.al, 2019).

Em um estudo realizado em linhagens celulares de cancer de cabeca e pescogo, pdde-se
observar que o aumento da expressdo do let-7d influenciou a resposta a cisplatina. Isso sugere
que o status deste miRNA pode afetar a eficacia desse medicamento, provavelmente através da
regulacdo direta ou indireta de genes envolvidos na apoptose e da repressdo de genes que
promovem a autorrenovagdo. Além disso, em experimentos com irradiagdo, a hiperexpressao
desse miRNA foi associada a radioresisténcia (KOLEDA et.al, 2019).

Todos os miRNAs identificados tanto no sequenciamento quanto no conjunto de dados
do GEO (miR-15b-5p, miR-25p-3p, miR-30d-5p, miR-122-5p, miR-126-3p, miR-150-5p,
miR-191-5p e miR-223-3p) estdo descritos na literatura cientifica.

O miR-15b-5p e o miR-25-3p, identificados em nosso estudo exclusivamente nos
individuos pds-radioterapia, apresentaram expressdo levemente aumentada (p > 0,05). De
acordo com Ahmad et. al., 2019, a expressdo aumentada do miR-15b-5p pode estar relacionada
a uma sobrevida livre de recaida locorregional de pacientes com carcinoma de células
escamosas em cabeca € pescoco. Ao realizar uma andlise de regressao de Cox multivaridvel,
juntamente com outros marcadores clinicos e patoldgicos, os autores revelaram que este
miRNA estd significativamente associado ao tempo de controle locorregional (LRC),
mostrando-se como um biomarcador potencialmente util para decisdes de tratamento
individualizadas relativas ao manejo de pacientes com este tipo de cancer.

J4 0o miR-25-3p, em um outro estudo destinado a investigar os seus efeitos na ocorréncia,
desenvolvimento e proliferacdo de carcinoma de células escamosas da lingua evidenciou que
sua expressdo aumentada inibiu, na linhagem de células utilizada, a proliferacio celular pela
inibicdo da via de sinalizacdo AKT/FOXO, regulando as proteinas relacionadas ao ciclo celular.
(XU et.al, 2013).

Apesar da auséncia de evidéncias cientificas robustas que associem o miR-30d-5p, miR-
122-5p e o miR-126-3p ao CCE em cavidade oral e/ou orofaringe, existem algumas publicacdes
que prospectam sua relacdo com varios outros tipos de cancer. Para o miR-30d-5p, destaca-se
o carcinoma de células escamosas pulmonar, em que a expressdo diminuida pode estar
relacionada a proliferacdo, migracao e invasao de células tumorais (QI; HOU; QI, 2021; ZHAO;
YAN; ZHENG; XUE, 2022), o carcinoma de células escamosas da vesicula biliar, onde a
expressao diminuida pode estar associada a diminui¢ao da sobrevida (ZHAO; YAN; ZHENG;
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XUE, 2022; HE et. al, 2018) e o carcinoma de células escamosas do es6fago, em que a
expressdo aumentada pode estar associada a diminuicdo da proliferacdo e invasdo tumoral
(ZHAO; YAN; ZHENG; XUE, 2022; WANG et. al, 2020).

Estudos indicam que a expressao diminuida do miR-122-5p no cancer gastrico pode ser
responsavel por inibir a proliferacdo, migracdo e invasdo celular (MENG et. al, 2020; JIAO;
ZHANG; LI; HE; ZHANG; LI, 2021). Por outro lado, para o miR-126-3p destaca-se o
carcinoma hepatocelular avangado, em que a elevada expressdo deste miRNA pode estar
relacionada a uma maior resisténcia ao medicamento sorafenibe, devido ao direcionamento do
SPREDI e da ativagdo da via de sinalizagdo ERK (TAN et. al, 2021).

O miR-191-5p apresentou expressdo aumentada em individuos com cancer de mama
(p=3,7e-10). Além disso, a analise ROC mostrou que ele, individualmente (AUC=0,904) ou em
combina¢do com o miR-145-5p (AUC=0,984), permite diferenciar com precisdo os pacientes
com cancer de mama de individuos saudéveis, sugerindo seu potencial como biomarcador
diagnostico para este tipo de cancer (ARSHIRBEKOV et. al, 2020).

Com o auxilio das andlises de bioinformatica realizadas neste estudo, verificamos que
o miR-150-5p e miR-223-3p se destacaram devido a variedade de genes que possivelmente
regulam, podendo desempenhar importantes papéis no desenvolvimento e progressao do CCE
em Cavidade Oral e/ou Orofaringe. Contudo, ¢ importante ressaltar que a relacdo destes
miRNAs com esta doenga ainda ¢ pouco explorada pela literatura cientifica, sendo necessaria
a realizag¢do de mais estudos para validarmos esses achados.

Em um estudo prévio, o miR-150-5p estava entre os trés miRNAs diferencialmente
expressos em individuos com leucoplasia oral, cancer oral e individuos saudaveis apresentando
nivel de expressao aumentada no grupo de individuos com cancer oral. Na andlise de regressao
logistica conduzida para determinar a eficacia diagndstica das trés assinaturas, descobriu-se que
este miRNA pode ser considerado um preditor independente significativo para o cancer oral
(RR=1.189, p<0.001 para univariado; RR=1.198, p=0.001 para multivariado) (CHANG et. al,
2021).

Em um outro estudo, foi possivel identificar 19 genes previstos para miR-150-5p e miR-
150-3p em cé¢lulas de CCE de Cabecga e Pescoco. Notavelmente, 5 deles (SPOCK1, TIMP4,
CAV2, NUBPL e KLHL29) foram associados a um prognéstico desfavoravel para essa
neoplasia. O SPOCKI foi o gene que apresentou o maior impacto na taxa de sobrevivéncia,
uma vez que os pacientes com alta expressao dele tiveram sobrevida significativamente menor

do que aqueles com baixa expressao. Os resultados desta pesquisa indicaram que a regulacdo
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negativa do miR-150-5p e a superexpressao de SPOCK1, podem potencializar a agressividade
tumoral (KOSHIZUKA et. al, 2018).

Para o miR-223-3p, seus niveis elevados parecem estar associados a um mau
prognostico do CCE de cabecga e pescoco. Além disso, o miR-223-3p pode regular a progressao
deste cancer ao mediar a Transicdo Epitelial-Mesenquimal (“Epithelial-Mesenchymal
Transition” -EMT), bem como parece estar envolvido na regulagdo do metabolismo energético
através da via de sinalizagdo AMP-activated Protein Kinase (AMPK) (ZHAO et. al, 2020).

Em relagdo aos genes-alvos destacados em nosso estudo, o PRKCA, previsto para o
miR-150-5p, e os RRAS2, RASA1 e FOXOI, previstos para o miR- 223-3p, foram
considerados genes relevantes por serem identificados tanto no grupo de genes principais
quanto nas regides densamente interconectadas da rede de PPI. Além disso, contribuiram
significativamente para anotacdes e via bioldgica designadas de acordo com os critérios pré-
estabelecidos.

No CCE em cavidade oral, a superexpressdo do PRKCA foi associada a uma pior
sobrevida (PARAZEFALL et. al, 2021; SAPROO et. al, 2023) e a resisténcia terapéutica
(SAPROO et. al, 2023). De maneira similar, a superexpressao de RRAS2 foi correlacionada
com uma pior sobrevida geral dos individuos acometidos por esta neoplasia (WU et. al, 2020).
O fator de transcricdo FOXO1, por sua vez, tem relagdo com a regulagdo da progressao do ciclo
celular, apoptose e estresse oxidativo. Além disso, outros estudos relatam miRNAs, como miR-
196a, que regulam negativamente a expressao de FOXO1, inibindo posteriormente a apoptose
e desencadeando a proliferacao e a migragdo no OSCC (REMADEVI, MURALEEDHARAN,
SREEJA, 2021; CHAN et. al, 2017).

O RASAI, pertencente a familia RasGAP, desempenha um papel crucial como
regulador do Ras GDP e GTP, influenciando inimeros processos fisiologicos, como
crescimento celular, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose. Além disso, contribui para
processos patoldgicos, em doencgas vasculares e formacao de tumores. A mutacdo em RASA1
ou inativacdo epigenética foi revelada em varios céanceres, incluindo cancer de pulmao,

colorretal, de figado, de mama e tumores ginecologicos (ZHANG et. al, 2020).

6.  CONCLUSOES

Neste estudo, identificamos uma complexa rede de miRNAs associados ao CCE em
cavidade oral e/ou orofaringe. Os alvos génicos, a andlise funcional e a criagdo da rede de PPI
para os miRNAs especificos identificadas, trouxeram como destaque o miR-150-5p e miR-223-

3p, indicando como eles podem influenciar a expressao e funcdo de genes no cancer oral e/ou
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de orofaringe e sobre seus mecanismos moleculares na carcinogénese. Estas descobertas
langam base para realizagdo de investigacdes mais aprofundadas, incluindo estudos que possam
validar o potencial desses miRNAs como biomarcadores para diagnostico, progndstico ou no

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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APENDICES
APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

O(a) senhor(a) estda sendo convidado(a) a participar do estudo Prospeccio de
marcadores moleculares para o cincer de cabeca e pescoco, como voluntario, tendo toda a
liberdade para decidir se deseja participar ou ndo do mesmo.

No Brasil, o cancer de cabega e pescoco se tornou um problema de satide publica, com
um nimero cada vez maior de casos. Alguns habitos, como o uso de tabaco (cigarros, charutos,
cachimbos) e o uso de bebidas alcodlicas podem levar ao aparecimento desta doenca, junto com
outros fatores. Mas ainda ndo entendemos muitos aspectos desta doenga, que precisam ser
estudados. Este projeto vai estudar fatores que podem levar ao cancer de cabega e pescoco, em
amostras de sangue e de tumor, buscando encontrar novas e melhores formas de identificar e
tratar a doenca.

Nao haverd nenhuma consequéncia negativa ou prejuizo no seu atendimento e
tratamento caso decida ndo participar. Caso concorde em participar, o procedimento serd o
seguinte:

e Como em todos os atendimentos de rotina do Hospital Universitario de Brasilia (HUB),
o(a) senhor(a) responderd um questiondrio, que fard parte do prontudrio médico. Serdo
coletadas informacgdes como idade, local da lesao, uso de tabaco e alcool, entre outros.

e Estes dados s serdo usados para este estudo se obtida a sua permissdo, com garantia de
sigilo e privacidade. As informacdes pessoais como nome e endereco serdo tratadas com
extremo sigilo e ndo aparecerdo, tornando sua participacdo confidencial.

e Durante sua consulta no HUB, serd coletado um pouco do seu sangue para estudarmos
porque o seu organismo desenvolveu este tumor. Também serd analisado um pedacinho do
seu tumor, que ja foi coletado antes, no momento de fazer o diagndstico.

e O material coletado serd utilizado apenas para este estudo, que sera feito no Laboratorio da
Area de Patologia, da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia.

e [Este material coletado devera ser todo utilizado. Se ap6s o término deste estudo ainda
houver material, este sera descartado conforme as normas vigentes.

e Sua participagdo ¢ voluntaria e ndo ha pagamento por sua colaboracdo. O(a) senhor(a) pode
desistir de participar desta pesquisa a qualquer momento, sem prejudicar o seu tratamento.
Basta comunicar ao pesquisador responsavel.

e As andlises deste estudo ndo acarretardo Onus financeiro para o(a) senhor(a) e/ou sua
familia.

e Possiveis riscos e desconfortos serdo devidos aos procedimentos de rotina do atendimento
e da coleta de sangue.

e Por ser uma pesquisa inovadora, de mecanismos bésicos, ndo houve planejamento para
aconselhamento genético. Os beneficios que podem vir deste estudo serdo indiretos, como
a identificacdo de possiveis novas formas de diagndstico, prevengdo e tratamento deste
cancer a serem testadas.

o Os resultados desta pesquisa serdo divulgados em revistas e congressos cientificos.

Uma via deste Termo ficara com o(a) senhor(a) ou seu representante legal.
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As 02 (duas) folhas deste termo devem ser assinadas e/ou rubricadas.

Concordo em participar do estudo e autorizo a utilizagdo das amostras coletadas para a pesquisa
“Prospeccao de marcadores moleculares para o cincer de cabeca e pesco¢o”, a ser realizada
na Universidade de Brasilia nos termos descritos acima. Declaro que entendi os objetivos, riscos
e beneficios do estudo e sei que minha participagdo ¢ voluntaria e ndo acarreta 6nus para mim
e/ou minha familia/tutelado legal. Sei ainda que, em qualquer momento, posso pedir maiores
esclarecimentos ao pesquisador responsavel, bem como cancelar a participagdo, sem que isso
traga prejuizos para mim. Também fui informado que o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, localizado na
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa
Norte, Brasilia — DF, CEP: 70.910-900. As duvidas com relacao a assinatura do TCLE ou aos
direitos do sujeito da pesquisa podem ser esclarecidas pelo telefone: (61) 3107-1918 ou pelo e-
mail cepfm(@unb.br.

Brasilia, de de20 .

Nome /Assinatura do sujeito da pesquisa

Nome /Assinatura do pai/mae ou responsavel legal

Os pesquisadores abaixo se comprometem a manter o sigilo e a privacidade das
informacgoes utilizadas nesta pesquisa e a esclarecer quaisquer eventuais duvidas.

Anna Karolina de Carvalho Abreu

Pesquisadora Responsavel

Enfermeira Supervisora da Radioterapia

Unidade de Alta Complexidade em Oncologia (UNACON)

Hospital Universitario de Brasilia (HUB)

Av. L2 Norte, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia — DF
Tel.: (61) 3107-1998

Doralina do Amaral Rabello Ramos CRO-DF 8820

Pesquisadora Responsavel

Professora adjunta

Faculdade de Medicina — Area de Patologia

Av. L2 Norte, Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia — DF
Tel.: (61) 3107-1998


mailto:cepfm@unb.br
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APENDICE B - Instrumento de caracterizacio dos pacientes com cincer de cavidade oral

e orofaringe

1) Dados institucionais:
| Data da coleta da amostra sanguinea: | )
Nome:
CPF: Registro no HUB:
Radioterapeuta: Data de admissio: [/
Hosp. de origem: Registro do HO:
2) Dados sociodemograficos:
Género: (_ ) masculino (_ ) feminino Data de Nascimento: | / /
Estado civil: | Naturalidade:
Endereco:
Telefones:
Escolaridade: | Ocupacio: |
3) Sinais Vitais e Medidas Antropométricas:
SINAIS VITAIS MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Pressido Arterial: Peso:
Temperatura: Altura:
Frequéncia Cardiaca: IMC:
Frequéncia Respiratoéria:
Dor*:

*Para avaliagdo de dor a escala utilizada sera a Escala Visual Analogica de Dor

4) Dados clinicos:
Data provivel do inicio dos sintomas: |
Diagnéstico: | CID-10: |
Histopatolégico:
Data do hist..: ) | Estadiamento: |
Localizacio do tumor primario: |
Casos de cincer na familia? | | Parentesco: |
Tabagista? | Ex-tabagista? |
Tipos de cigarro? Carga-tabagica |
Se tabagista, quando fumou o ultimo cigarro?
Etilista? | | Ex-etilista? | Quanto tempo: |
Tipo de bebida: | Quantidade digria: |
Se etilista, qual a iiltima vez que bebeu?
Qutras doencas? | Quais?
Medicamentos em uso? | Quais?
5) Dados laboratoriais:
HEMOGRAMA COMPLETO
Série Vermelha Resultados Série Branca Resultados
Hemacias Leucocitos
Hemoglobina Basofilos
Hematocrito Eosinofilos
VCM Blastos




HCM Promieldcitos
CHCM Metamielocitos
RDW Mielocitos
Eritroblastos
Segmentados
Linfocitos

Linfécitos atipicos

Monocitos
Contagem de plaquetas: Resultado
VPM
Glicemia de jejum:
6) Dados terapéuticos:

6.1) Tratamentos anteriores:

CIRURGIAS

QUIMIOTERAPIA

Data de inicio: |

/

/

| Data de término: |

Protocolo: |

Numero de ciclos: |

6.2) Tratamentos atuais:

6.2.1) Radioterapia:

Data da simulacio: |

)

Data da 1? sessao:

Finalidade:

Técnica de tratamento: |

Dose (cGy) total: |

Dose (cGy) total: |
1 2

Numero de sessoes por fases de tratamento:

| 3

Dose (cGy) cadeia de drenagem:

6.2.3) Quimioterapia:

Data de inicio: |

/

/

| Data de término: |

/

Protocolo: |

Numero de ciclos: |
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APENDICE C - Instrumento para coleta de dados dos pacientes com cAncer de cavidade

oral e orofaringe submetidos a radioterapia

Segunda Coleta

1) Dados institucionais:
| Data da coleta da amostra sanguinea: | )
Nome:
CPF: Registro no HUB: |
Tratamento de radioterapia suspenso: | Quantos dias: |
Motivos: |
2) Sinais Vitais e Medidas Antropométricas:
SINAIS VITAIS MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
Pressio Arterial: Peso:
Temperatura: Altura:
Frequéncia Cardiaca: IMC:
Frequéncia Respiratoéria:
Dor*:
3) Dados clinicos durante o tratamento:
Diagnéstico: | CID-10: |
Tabagista? | Quant. didria: |
Tipos de cigarro? |
Etilista?
Tipo de bebida: | Quantidade didria: |
Qutras doengas? Quais?
Medicamentos em uso? | Quais?
4) Dados laboratoriais:
HEMOGRAMA COMPLETO
Série Vermelha Resultados Série Branca Resultados
Hemacias Leucocitos
Hemoglobina Basofilos
Hematocrito Eosinofilos
VCM Blastos
HCM Promieldcitos
CHCM Metamielocitos
RDW Mielocitos
Eritroblastos Bastonetes
Segmentados
Linfocitos
Contagem de plaquetas: Resultado
VPM
Glicemia de Jejum:
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