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Resumo: O carcinoma de cabeca e pescogo apresenta grande heterogeneidade, assim, mesmo com 0s avangos
cientificos alcancados, ndo houve melhora significativa no prognéstico dos pacientes. Este trabalho visa estudar
o perfil de expressdo de genes e microRNAs em pacientes com carcinoma espinocelular de laringe afim de
elucidar as bases moleculares desta doenga.
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Abstract: Head and neck carcinoma (HN) shows a large heterogeneity, thus, even with the scientific advances
reached, there is a poor improvement in the patient prognostic. This work aim to study the gene and microRNA
expression profile in patients diagnosed with laryngeal squamous cell carcinoma in order to elucidate the
molecular basis of this disease.
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Introducéo

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) é caracterizado pelo conjunto de tumores
presentes na regido da cavidade oral, orofaringe e laringe*. Mais especificamente, o carcinoma
espinocelular de laringe predomina em mais de 95% dos casos de CCP?. Assim, o cancer de
laringe é responsével por mais de 2% dos casos de cancer no mundo anualmente °.

Informacdes sobre o perfil de expressdo génica entre tecidos normais e tumorais
podem esclarecer quais mecanismos genéticos estdo envolvidos com a tumorigénese. O
estudo da expressao génica pode levar ao entendimento do funcionamento subjacente da
doenca sugerindo, por exemplo, novas abordagens no tratamento. O presente estudo visa
avaliar os perfis de expressdo de genes e microRNAs (mMiRNAs) em amostras provenientes de
pacientes com carcinoma espinocelular de laringe no estagio inicial e avangado.

Métodos

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras extraidas do tecido tumoral de
pacientes diagnosticados com cancer de cabeca e pesco¢o em dois estagios, inicial e avangado.
A margem do tumor foi utilizada como controle. A analise de expressdo foi realizada com
ensaios de microarranjos da plataforma Agilent. Em seguida, os dados brutos foram
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processados para avaliar a qualidade dos experimentos de microarranjos, verificando-se a
necessidade de exclusio de algumas amostras®. A normalizacdo dos dados foi realizada de
forma progressiva, entre réplicas bioldgicas e todas as amostras, utilizando os métodos loess e
quantile, respectivamente®. A anélise para avaliar a identidade entre as amostras foi realizada
utilizando a abordagem de consensus clustering®. O teste de hipéteses foi realizado para
avaliar se houve diferenca significativa entre a média de expressdo das classes Tumor e
Margem, extraindo somente genes com fold-change absoluto maior que 10 e p-valor menor
que 10e-7 e miRNAs com fold-change absoluto maior que 1.5 e p-valor menor que 0.05. Para
0s genes selecionados, a analise de enriquecimento funcional foi realizada através do teste de
hiper-representacdo sobre as ontologias, vias génicas e mddulos disponibilizados pelo the
Gene Ontology’, KEGG® e MSigDB/GSEA®, respectivamente.

Resultados

Um total de 10 genes foram selecionados para a validacdo experimental através do
PCR quantitativo em tempo real. Todos os resultados corroboram com os dados obtidos a
partir dos experimentos de microarranjos.

Os genes e miRNAs diferencialmente expressos foram combinados utilizando o0s
bancos de dados de interagdo entre miRNA e seus mRNA alvos, como miranda®™, mirbase™,
mirtarget2, pictar'? e targetscan''. Para a realizar a predicdo in silico da interacéo
miRNA:mRNA tais bancos analisam a complementaridade das sequencias de nucleotideos, as
familias de miRNAs, sitios conservados na regido 3' UTR. Outro banco de dados, o tarbase'®,
o0 qual possui somente relacbes validadas experimentalmente, também foi utilizado no
conjuunto da analise. Através das relacdes extraidas desses bancos de dados'’ foi possivel
encontrar 11.951 relagbes concordantes entre genes e miRNAS, ou Seja, com expressao
correlacionadas negativamente.

Concluséao

Através deste estudo foi possivel avaliar genes potencialmente importantes para o
desenvolvimento do carcinoma espinocelular de laringe, bem como suas vias génicas
envolvidas. Foram avaliados também miRNAs que podem afetar significativamente a
expressao de alguns genes, porém mais estudos sdo necessarios para a validacdo dos
resultados.
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