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Investigacdo de marcadores de hipoxia em neoplasias salivares benignas e
malignas

Introducéo

As Neoplasias de Glandulas Salivares (NGSs) sdo neoplasias agressivas que podem acometer a cabeca e/ou pescogo,
mas possuem uma menor ocorréncia de registros. Diversos estudos, recentemente, buscaram analisar a relacdo da
hipoxia no progndstico e desenvolvimento de cancer. Segundo Xiang et al. (2015), o Fator Indutor de Hipoxia 1-alfa
(HIF-1a) é um marcador de hipdxia que é ativado em condig¢Bes hipoxicas. De acordo com Lee et al. (2002), o HIF-1a
regula a expressdo de varios miRNAs (pequenos RNAs ndo codificantes), incluindo o miR-210. Indicios mostram que o
miR-210 desenvolve um papel chave na resposta celular & hipoxia (HUANG; LE; GIACCIA, 2010). Como o HIF-1a, a
hipdxia também induz a expressdo do miR-210 (DANG; MYERS, 2015). Na literatura, ha controvérsias sobre a relagdo
da hipdxia com NGSs por isso, 0 presente estudo teve como finalidade pesquisar os niveis de mRNA de marcadores de
hipdxia, tanto em neoplasias salivares benignas quanto nas malignas e também investigar, com bioinformatica, os
processos bioldgicos que sao alterados no tratamento com quimioterapia em NGSs.

Material e Métodos

A. Pacientes

A aprovacéo ética para a presente pesquisa foi obtida através da Institutional Review Board (processo nimero CAAE
52767316.6.0000.5146). O consentimento dos pacientes, assinado, também foi obtido. As amostras da atual pesquisa
consistem em 21 pacientes, do qual sete possuem neoplasias malignas (33,33%), sete neoplasias benignas (33,33%), e
sete com glandulas salivares normais (33,33%).

B. Isolamento do RNA e PCR em tempo real

O RNA foi isolado seguindo o protocolo do fabricante (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), utilizando
Trizol. Todo o RNA foi tratado com a DNase | e 1,5pug de RNA foi transcrito inversamente com o SuperScript® First-
Strand Synthesis System para gRT-PCR. Cada reagdo de base verde-SYBR para qRT-PCR (volume total de 20pl)
continha 10 ml de SYBR Green Master Mix, 0,25 mL de ambos iniciadores (primers) diretos e inversos, 1ul de cDNA
(66 ng/reacdo) e 8,5 ul de H20. Para 0 miR-210, um ensaio TagMan foi feito seguindo o protocolo do fabricante. Como
um controle enddgeno do miR-210, foi usado um RNU44. Foram seguidos 0s seguintes passos reacionais para
amplificagdo: 95°C durante dez minutos, 95°C durante 15s e 60°C durante um minuto.

C. Bioinformatica e analise de redes de interacao

Foram utilizados como produtos quimicos: 5FU, bevacizumab, carboplatina, cisplatina, CPT11, ciclofosfamida,
doxorrubicina, gemcitabina, hidroxiureia, paclitaxel, pirarubicina, trastuzumab, e VP16. Todos os agentes
quimioterapicos foram ajuntados em uma rede biolégica no software de cddigo aberto STITCH (versdo 4.0). O STITCH
foi utilizado para marcar as interacdes dos genes, para depois ser feito um mapa desses genes identificados.

Os principais alvos de agentes quimioterapicos usados para tratar de NGSs também foram usados para construir uma
rede no software. Estes agentes sdo: P53, GAAD45, MDM2, ABL1, BAX, CASP3, CASP9, MLH1, MSH2, TOP2A,
ERCC1, ERCC2, RRM1, TUBB2A, TOP2B, TOP2A e ERBB2.

Resultados e discussao

Individuos do grupo de controle tinham cerca de 28,3 anos de idade (57,1%), a maioria homem (Tabela 1). A
amostragem do grupo de controle foi obtida por meio de mucosas orais presentes no labio inferior. Nos tumores
benignos, que foram adenomas pleomérficos, cerca de 14,3% estavam presentes nas glandulas salivares menores e seis
(85,7) estavam presentes na glandula parotida. Os pacientes desta amostragem tinham cerca de 36,4 anos de idade.
Quanto as neoplasias malignas, um paciente apresentou carcinoma acinar (14,3%), dois apresentaram carcinoma cistico
(28,6%) e dois apresentaram carcinoma mioepitelial. Os pacientes desta amostragem tinham cerca de 52,3 anos de
idade. Na amostragem de controle, ndo foi observada diferenca na expressdo do miR-210 (Fig.1A). Nas amostragens
malignas e benignas, a expressdo do miR-210 foi semelhante (Fig.1A). Os niveis de mMRNA na HIF-1a néo distinguiu-se
entre as NGSs malignas e benignas, nem entre o grupo de controle (Fig.1B).
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A analise das principais vias afetadas por agentes quimioterapicos foi realizada com o auxilio da bioinformatica. O
tratamento com Bevacizumab e Trastuzumabe parecem néo estar relacionadas em ponto e 16 proteinas aparecem na
rede do software STITCH. Valoresde R-quadrado e correlagdo foram 0.767 e 0.630, respectivamente.  Analises
ontoldgicas evidenciam que a reparacdo pos-replicacdo, a sintese de translesdo propensa a erros, sintese de transleséo e
a sintese de translesdo livre de erros sdo os processos mais afetados pelos farmacos quimioterapicos.

Outra analise bioinformatica foi feita para avaliar os resultados do ponto e nessa analise observou-se que 0s
principais processos biolégicos para se correlacionar com a quimioterapia sdo: alongamento da fita de DNA, a
replicacdo do DNA, resposta celular ao stress e a resposta celular a um estimulo.

Segundo Barker et al. (2015), devido ao fato de aces indiretas da radiacdo depender de oxigénio, estudos anteriores
sugerem que a hipoxia é o principal mecanismo que contribui para a radio resisténcia em canceres especificos. NGSs
sdo tradicionalmente consideradas radio resistentes (CERDA et al., 2014), porém, o mecanismo principal associado a
radio resisténcia de NGSs ndo esta devidamente claro. Assim, as recomendacgdes para o tratamento de NGSs malignas
mudaram. O tratamento de NGSs é feito devido a uma melhoria de tecnologia de imagem e o desenvolvimento de
varias opcdes de tratamento, como terapia de feixe de néutrons e quimioterapia (LARAMORE et al. 1993).

De acordo com Wijffels et al. (2009), resultados sobre HIF-1a mostram que NGSs ndo sdo hipdxicas e sim que NGSs
sdo muito bem oxigenadas, por isso & bem improvavel que a hipdxia seja um fator relevante na progressao clinica
desses tumores. Este estudo sugere que a HIF-1a ndo tem relagdo com a radio resisténcia dos canceres j& que com 0 uso
da bioinformatica ndo foi observada alteragdo no processo de hipdxia em NGSs. Uma relagdo positiva também foi
observada entre a hipdxia e o carcinoma cistico e os niveis de HIF-la parecem ndo se alterar em adenomas
pleomérficos quando se comparado com as amostras de controle (WANG et al. 2015).

Conclusodes

Concluimos com nossa pesquisa que marcadores de hipdxia ndo exibem aumento em neoplasias de glandulas
salivares. O HIF-1a e 0 miR-210, que sdo marcadores angiogénicos, ndo estdo relacionados com a malignidade das
neoplasias salivares. Este estudo sugere que ndo ha diferenga na expressdo do miR-210 neste tipo de tumor. As andlises
de bioinformatica sugerem que 0s processos bioldgicos relacionados com o reparo de DNA e divisdo celular sdo os
mais importantes em NGSs.
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Tabela 1. Dados descritivos da populacéo de pacientes.

Caso Local Anatomico Diagndstico Idade Género
Controle 1  Labio Mucocele 20 Féminino
Controle 2 Labio Mucocele 24 Féminino
Controle 3 Labio Mucocele 53 Masculino
Controle 4  Labio Mucocele 33 Masculino
Controle 5 Labio Mucocele 8 Masculino
Controle 6 Labio Mucocele 25 Masculino
Controle 7 Labio Mucocele 35 Masculino
Benigno 1  Palato Duro Adenoma Pleomérfico 25 Masculino
Benigno 2  Parétida Adenoma Pleomarfico 20 Féminino
Benigno 3  Parétida Adenoma Pleomorfico 27 Féminino
Benigno 4 Parotida Adenoma Pleomoérfico 32 Masculino
Benigno 5 Parétida Adenoma Pleomorfico 32 Féminino
Benigno 6 Parotida Adenoma Pleomoérfico 52 Masculino
Benigno 7  Parétida Adenoma Pleomaérfico 67 Féminino
Maligno 1  Parétida Carcinoma de Células 53 Féminino
Acinares

Maligno 2 Parétida Carcinoma Adendide Cistico 67 Masculino
Maligno 3  Glandula Submandibular Carcinoma Adendide Cistico 54 Féminino
Maligno 4  Parétida Carcinoma Mucoepidermoide 11 Féminino
Maligno 5  Parotida Carcinoma Mucoepidermoide 58 Masculino
Maligno 6  Glandula Submandibular Carcinoma Mioepitelial 50 Masculino
Maligno 7  Glandula Submandibular Carcinoma Mioepitelial 73 Masculino
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Figura 1. Niveis do mRNA miR-210 e de HIF-1a em NGSs malignas e benignas. (A) ndo se observa nenhuma diferenca na
expressao de miR -210 entre os grupos. (B) a expressdo de HIF-1a ndo ¢ alterada em NGSs em comparagdo com amostras do grupo
de controle.



