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INTRODUCAO:

O carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo (CCECP) € o termo utilizado para
descrever tumores malignos identificados na cavidade oral, faringe, fossa nasal, seios paranasais, e
laringe!. Atualmente, o0 CCECP representa a oitava neoplasia mais comum em todo o mundo com
cerca de 835 mil novos casos identificados anualmente no mundo todo?. O CCECP pode ser
classificado de acordo com o grau de diferenciacdo celular, sendo eles: pouco diferenciado ou
indiferenciado (grau I11), moderadamente diferenciado (grau Il), e bem diferenciado (grau 1)3. O
tratamento para os pacientes com CCECP depende do estagio do tumor®. Em estagios iniciais, o
tratamento consiste na remocgédo cirtrgica concomitante ou ndo com a radioterapia, € em estagios
avancados o tratamento é multimodal com remocéo cirlrgica, radioterapia e quimioterapia®.

A causa do desenvolvimento do CCECP é multifatorial, sendo que os principais fatores de risco
sdo o consumo prolongado de alcool e tabaco®. Os carcindgenos quimicos presentes no tabaco e no
alcool induzem o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio que resultam em danos
oxidativos do DNA de células epiteliais®. A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) também é um
fator de risco relevante para 0 CCECP’. O HPV insere seu DNA nas células epiteliais, integrando-se
ao genoma da célula, levando a inativacdo ou a mutacGes de proteinas supressoras de tumor, como a
p53, proteina responsavel pelo reparo DNA e apoptose®. Além disso, a perda ou a aquisicdo de fungdes
de moléculas reguladoras de ciclo celular, de reparo do DNA, da apoptose e da angiogénese sdo
responsaveis pela ocorréncia e agressividade do CCECP®. Esses mecanismos podem ser regulados pela
acdo de RNAs ndo codificantes, entre eles, os microRNAs (miRNAS) representam a sua maior parte e
sd0 0s mais estudados em cancer, incluindo o CCECP,

Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificantes de 18 a 25 nucleotideos e sua fungdo é
regular negativamente a expressao génica pos-transcricional pela sua ligacdo especialmente na regido
3' ndo traduzida (3'-UTR) do RNA mensageiro (RNAm) alvo!'. Como consequéncia dessa ligacao,
ocorre a reducdo ou até a inibicdo completa da expressdo do gene alvo!l. Os miRNAs atuam na

regulacdo de diversos genes, evidenciando a existéncia de uma rede de miRNAs controladores de
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processos fisioldgicos capazes de influenciar a carcinogénese®?. Entre eles, a expressdo desregulada do
miR-600 foi identificada em cancer de mama®?, colorretal'*, cervical®®, leucemia mieldide aguda®®,
pulmao?’, e préstata'®, no entanto, o papel do miR-600 no desenvolvimento e na progressédo do CCECP
ainda € desconhecido. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do miR-600 no risco, nas

manifestacBes clinico-patoldgicas e no progndstico de pacientes com CCECP.

METODOLOGIA:

Foram avaliados 49 pacientes com CCECP atendidos por ocasido do diagnéstico ou
seguimento clinico no ambulatério de Oncologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP e 44
controles constituidos por doadores de sangue do HEMOCENTRO da UNICAMP.

O RNA total foi obtido de amostras de sangue periférico dos participantes por meio do
reagente Trizol. A concentracdo e o grau de pureza das amostras foram determinados por meio do
espectrofotdmetro Nanodrop ND-2000 (NanoDrop Technologies, EUA) e por meio de eletroforese em
gel de agarose. As amostras de RNA foram submetidas a sintese de cDNA para 0s miRNAs miR-600
e RNU24 (utilizado como controle enddgeno) com o conjunto de reagentes do kit TagMan e
iniciadores especificos (nimeros dos ensaios: 001556 e 001001, respectivamente, Life Technologies®,
EUA). A determinacéo da expressdo do miR-600 foi realizada por meio da PCR quantitativa (QPCR),
utilizando os ensaios TagMan em triplicata e controles negativos, com &gua estéril em substituicdo ao
cDNA, também foram utilizados. Os resultados da expressdo do miR-600 foram calculados por meio
da média das expressdes de cada amostra e pela aplicagdo da formula aritmética 2-44¢t 19,

As diferencas entre os grupos foram calculadas por meio do teste de qui-quadrado. Para as
analises de expressao do miR-600, os valores apresentaram distribuicdo normal no teste de Shapiro-
Wilk e foram analisados por meio do teste t de Student. A determinacdo do risco de ocorréncia do
CCECP foi calculada pela regresséo logistica multipla, em que foi obtido as razdes das chances (ORs)
e o intervalo de confianca (IC) de 95% ajustadas pela idade e pelo habito de tabagismo.

A sobrevida livre de evento (SLE) foi calculada a partir da data do diagndstico até a data da
primeira progressdo ou recidiva da doenga, ou 6bito determinado pela doenga ou perda de segmento.
A sobrevida global (SG) foi calculada a partir da data do diagndstico até a data do 6bito por qualquer
causa ou perda de segmento. Os tempos de SLE e SG foram estimados por meio da curva de Kaplan-
Meier (KM) e a comparagdo entre as curvas foi realizada por meio do teste de log-rank. N&o foi
possivel obter dados consistentes da sobrevida de um paciente.

Resultados com valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Todas as anélises foram

realizadas por meio do programa estatistico SPSS 21.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O grupo controle foi mais jovem que os pacientes de CCECP e o uso de tabaco foi maior entre
0s pacientes do que entre os controles. Os controles foram pareados aos pacientes com CCECP por

sexo e cor da pele (Tabela 1). As diferengas entre a idade e o hébito de tabagismo entre os grupos
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foram ajustadas em todas as comparacdes estatisticas. A maioria dos nossos pacientes apresentou
tumor locoregional avangado (n= 26; 53,1%) e bem ou moderadamente diferenciado (n= 34; 69,4%).
Os tumores estavam localizados principalmente na regido da faringe (n= 24; 49,0%), seguido da
laringe (n= 14; 28,6) e da cavidade oral (n=11; 22,4%).

Observamos que os pacientes com CCECP apresentaram maiores niveis de expressao do miR-
600 guando comparados aos controles (0,42 UAs + 0,94 desvio padrdo (DP) vs 0,05 UAs + 0,16 DP;
P=0,01) (Figura 1). Individuos com hiperexpressdo do miR-600 (niveis de expressdo acima de 0,02
unidades arbitrarias (UA)) estiveram sob risco 6,96 vezes maior de desenvolver o CCECP do que
aqueles com hipoexpressdo (niveis abaixo ou igual a 0,02 UA) (IC 95%: 1,61-29,98; P= 0,009). Os
niveis de expressdo do miR-600 nédo influenciaram as manifesta¢des clinico-patoldgicas dos pacientes.

Em céncer de prostata, a hiperexpressdo do miR-600 também foi associada a ocorréncia do
tumor?®, corroborando com os nossos resultados. Por outro lado, a hipoexpressdo do miR-600 foi
encontrada em tumores de mama®3, pulmé&o'’, colorretal'4, e em células de leucemia mieloide aguda®.
Em céncer de mama, foi observado que a hiperexpressdo do miR-600 atua como supressor tumoral em
celulas tronco do tumor uma vez que é capaz de inibir a transcrigdo do gene SCD1, importante na
producdo de proteinas WNT, responsaveis pela autorrenovacgdo e expansao das células do cancer de
mama?®3, Em células de leucemia mieloide aguda, a hiperexpressdo do miR-600 foi capaz de silenciar o
gene WT1 e assim, inibir a proliferacdo celular e induzir a apoptose®. Em cancer de pulméo, o miR-
600 atuou como regulador negativo do gene METTL-3, envolvido na proliferacéo e invaséo celular'’.

Os tempos de SLE e SG dos pacientes com CCECP nédo foram influenciados pela expressao
do miR-600 em nosso estudo (Figura 2).

Em cancer colorretal, a hiperexpressdo do miR-600 foi capaz de diminuir a proliferagdo e a migragao de
células com mutacdes no gene TP53 e, além disso, permitiu a expresséo de proteinas de jungéo e adesdo celular,
como a f3-catenina e a e-caderina, inibindo a invas&o celular e a metastase!, indicativos de melhor prognéstico. Em
cancer cervical, a hiperexpressdo do miR-600 foi associada ao melhor progndstico dos pacientes por permitir a
ativacdo da via AMPK, importante na inativagdo da via mTOR, envolvida na sobrevivéncia das células tumorais.
Por outro lado, a hiperexpressdo do miR-600 em pacientes com cancer de prostata foi associada ao aumento da
invasdo linfética, facilitando a metastase, e assim, ao pior prognéstico®. O miR-600 parece atuar de forma tecido

especifico, o que explica os diferentes resultados encontrados na literatura e em nosso estudo.
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Tabela 1. Frequéncias das distribuicGes dos 49 pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescogo e dos 44 controles de acordo com a idade, 0 sexo, a cor da
pele, o habito de fumar, de ingerir bebidas alcodlicas, e a expressdao do microRNA miR-600

. Pacientes Controles
Caracteristicas n (%) n (%) Valor de P
Idade

<52 anos 17 (34,7) 30 (68,2) 0.002

> 52 anos 32 (65,3) 14 (31,8) ’
Sexo

Masculino 42 (85,7) 38 (86,4) 1.00

Feminino 7(14,3) 6 (13,6) ’
Cor da pele

Branca 36 (73,5) 34 (77,3)

0,81

Preta ou parda 13 (26,5) 10 (22,7)
Héabito de fumar

Fumante ou ex fumante 43 (87,8) 30 (68,2) 0.02

Nao fumante 6(12,2) 14 (31,8) ’
Etilismo

Etilista ou ex etilista 39 (79,6) 37 (84,1) 0.60

Nao etilista 10 (20,4) 7 (15,9) ’
Expressdo miR-600

Hipoexpresséo (< 0,02 UA) 37 (75,5) 41 (93,2) 0.0

Hiperexpressao (> 0,02 UA) 12 (24,5) 3(6,8) ’

(n) nimero de individuos, (UA) unidades arbitréarias

P=0,82 P=0,78
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Figura 2. Representacdo grafica de curvas de Kaplan-Meier dos pacientes com carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco. Os niveis de expressao do miR-600 ndo influenciaram a sobrevida
livre de evento (A) e a sobrevida global (B) dos pacientes. Niveis de expressdo do miR-600 menores
ou iguais a 0,02 unidades arbitrarias (UA) foram considerados como hipoexpressao e niveis acima de
0,02 UA foram considerados como hiperexpressdo do miR-600
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CONCLUSOES:

Nossos resultados sugerem, pela primeira vez, que a hiperexpressdo do miR-600 pode
influenciar a ocorréncia do CCECP. Esse resultado, uma vez validado em amostras com maior nimero
de pacientes e por meio de estudos funcionais, auxiliardo na compreensdo dos mecanismos
moleculares do CCECP.
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