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SANTOS, Poliana Ramos Braga. Perfil de expressdo de microRNAs relacionados a
ativacdo de mastécitos e a angiogénese em tumores de glandula salivar.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontolotia, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2014.

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil de expressdo dos microRNAs: miR-9,
miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221 relacionados & ativagdo de mastécitos
e a angiogénese em 31 amostras de tumores de glandulas salivares parafinadas,
sendo 11 carcinomas adendides cisticos (CAC), 9 carcinomas mucoepidermoides
(CME) e 11 adenomas plaomorficos (AP). Em adicéo, foi realizada uma investigacao
imuno-histoquimica para a detec¢do de mastdcitos e de microvasos utilizando os
marcadores mast cell tryptase e CD-34. Foi possivel observar uma maior densidade
de mastécitos entre os controles normais (2,12células/mm?) e os CME
(10,55células/mm?) e, entre este Ultimo e o CAC (6,27células/mm?) e o AP
(5,97células/mm?), sendo que o CME apresentou as maiores concentracdes tanto
peri (16,8células/mm?) quanto intratumorais (4,29células/mm?). Uma diferenca
significatica na densidade de microvasos foi observada entre os tumores malignos e
benignos (p<0,001), bem como entre os controles (3,06microvasos/mm?) e o0s
tumores, sendo que o CME (21,53 microvasos/mm?) apresentou os maiores indices
quando comparado ao CAC (10,92microvasos/mm?) e ao AP (2,63microvasos/mm?).
Foi observada também uma forte correlacao positiva entre a densidade mastdcitaria
e a densidade de microvasos nos tumores analisados (p=0,601, Coeficiente de
Spearman, p<0,001). Os microRNAs: miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221
apresentaram uma expressao diminuida, enquanto, o miR-9 apresentou uma
expressdo aumentada na maioria dos tumores quando comparados aos tecidos
normais. Observou-se também uma diferenca significativa na média de expressao
do miR-9 (p=0,003), miR-17 (p=0,013), MiR-132 (p=0,040) e miR-221 (p=0,032)
entre os tumores e controles. Apenas o miR-9 apresentou uma correlagdo negativa
estatisticamente significante com a densidade de microvasos nos tumores
estudados (p= -0,533, Coeficiente de Spearman, p=0,001). Sendo assim, o estudo
genético dos microRNAs parece contribuir para o entendimento de algumas das
anormalidades que ocorrem em tumores de glandulas salivares podendo tornar-se

fortes alvos terapéuticos no futuro.

Palavras-chave: microRNAs, mastdcitos, angiogénese, tumores de glandula salivar.



SANTOS, Poliana Ramos Braga. MicroRNA expression profile related to mast cell
activation and angiogenesis in salivar gland tummors. Master Dissertation —

Faculdade de Odontolotia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2014.
ABSTRACT

The aim of this study was evaluate profile expression of six microRNAs: miR-9, miR-
16, miR-17, miR-132, miR-195 and miR-221 related to mast cells activation and
angiogenesis in 31 paraffin salivary glands tumor samples, 11 adenoid cystic
carcinomas (ACC), 9 mucoepidermoid carcinomas (MEC), and 11 pleomorphic
adenomas (PA). In addition, immunohistochemical investigation was performed to
detect mast cells and microvessel using mast cell tryptase and CD-34 biomarkers. It
was observed a higher density of mast cells in normal controls (2.12 cells/mm?2)
when compared to MEC (10.55 cellssfmm?), and also between MEC and ACC (6.27
cells/mm2) or MEC and PA (5.97células/mm?). Furthermore, MEC showed the
highest concentrations of mast cells both peri (16.8 cellssmm?) and intratumoral (4.29
cells/mm?). Significant difference (p<0.001) was observed in microvessel density
between malignant and benign tumors, as well as between controls (3.06
microvessels/mm?) and tumors. MEC (21,53 microvessels/mm?) showed higher rates
when compared to ACC (10.92 microvessels/mm?) or PA (2.63 microvessels/mm?). A
strong positive correlation was also observed between mast cell and microvessel
density (p =0.601, Spearman coefficient, p <0.001) for all tumors. With respect to
gene expression, microRNAs: miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 and miR-221
showed a decreased expression, whereas miR-9 showed an increased expression
in most cases compared to normal tissues. We also observed a significant difference
in mean expression of miR-9 (p =0.003), miR-17 (p =0.013), miR-132 (p=0.040) and
miR-221 (p=0.032) between tumors and controls. However, in all tumors studied only
miR-9 showed a statistical significant negative correlation with microvessel density
(p=-0.533, Spearman coefficient, p = 0.001). In conlusion, the genetic study of
microRNAs appears to contribute to understand some abnormalities that occur in

salivary glands tumors, and it may become strong therapeutic targets in the future.

Keywords: microRNAs, mast cell, angiogenesis, salivary gland tumor.
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1. INTRODUCAO

MicroRNAs ou miRNAs sdo sequéncias curtas de ribonucleotideos néo
codificadoras de proteinas com importantes funcdes regulatérias pds transcricionais.
O primeiro miRNA foi descoberto em 1993 por (LEE et al.,, 1993) em um estudo
genético sobre alteragbes no desenvolvimento pdés-embriondrio do nematddeo
Caenorhabditis elegans. O estudo demonstrou que a transcricdo do gene lin-4, em
vez de produzir um RNA-mensageiro (mMRNA) para a codificacdo de uma proteina,
expressou um segmento de RNA de aproximadamente 22 nucleotideos (um
miRNA), nado codificante. Este miRNA regulava negativamente a traducdo do
transcrito do gene lin-14 ao se emparelhar a regiao 3’URT deste mRNA, diminuindo
os niveis da proteina LIN-14 sem alterar de forma detectavel a quantidade do mRNA
e afetando diretamente a diferenciacdo celular e o desenvolvimento larval do
nematddeo. (LEE et al., 1993)

Passados 14 anos, outro miRNA, o let-7, que também atua no
desenvolvimento larval do nematdédeo Caenorhabditis elegans foi descoberto
(REINHART et al., 2000). Somando-se a isso, nos anos seguintes, muitos miRNAs
foram descobertos em outras espécies, ndo apenas relacionados a estagios de
desenvolvimento, mas a outras funcdes celulares como apoptose, proliferacdo e
diferenciacdo celular, permitindo supor que estas moléculas devem fazer parte de
uma classe com amplas fun¢des regularérias. (HUSSAIN et a.l, 2012)

O miRNA pode atuar de diversas formas no genoma e o mecanismo pelo qual
ele ira impedir a traducdo do mRNA alvo dependera do grau de complementariedade
das bases nucleotideas destas moléculas. Ao se ligar com um mRNA alvo, a
regulacdo da expressdo pelo miRNA pode se dar através de dois mecanismos
diferentes: ou o miRNA reprime a traducdo da proteina correspondente ao mRNA
sem degradar sua fita (complementariedade imperfeita) ou destr6i o mRNA alvo
(complementariedade perfeita). (ZHANG et al., 2007)

Além disso, sabe-se que um unico miRNA pode se ligar e regular diferentes
MRNAs alvos, ou ainda, diferentes miRNAs podem se ligar de forma cooperativa e
controlar um mRNA alvo (VALENCIA-SANCHEZ et al., 2006). Esta capacidade de
provocar mudancgas sutis na atividade dos genes confere aos miRNAs a capacidade
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de modular a proliferacédo e a diferenciacédo das células de um organismo bem como
o seu desenvolvimento (AMBROS et al., 2011). Aliado a isso, sabe-se que, apesar
dos miRNAs constituirem apenas 1 a 3% do genoma humano, atualmente, dos mais
de 1.800 miRNAs descobertos nesta espécie, estima-se que eles regulem
aproximadamente 30% dos genes humanos, ratificando a sua importancia em
diversas vias regulatorias. (HUSSAIN et al., 2012; KIM et al., 2005)

A conservacao de alguns microRNAs durante a evolucdo dos organismos
esta diretamente relacionada a sua importante funcdo nos processos regulatorios
das células animais (AMBROS et al., 2011). As sequéncias codificadoras de
microRNAs (genes de miRNA) podem atuar em processos fisiolégicos normais e
anormais e em varias doencas humanas como os canceres (KIM et al., 2005). Estas
sequéncias estdo localizadas em introns ou éxons de genes codificadores de
proteinas ou em regides intergénicas (GRIFFITHS-JONES et al., 2004). Além disso,
a maioria dos miRNAs conhecidos estdo localizados proximos a outros miRNAs
formando clusters. (KIM et al., 2005).

A carcinogénese é entendida como um processo multifatorial, em que células
com expressao génica alterada proliferam-se devido a presenca de oncoproteinas e
proteinas supressoras tumorais mutadas. Mutacfes iniciais nos genes sao
importantes para manter o genoma instavel, o que podera levar a formacéo das
células transformadas oncogenicamente (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012). Esse
conhecimento, entretanto, tem comecado a se modificar devido a descoberta de
novas moléculas que atuam no processo de formacdo e progressdo dos tumores,

sugerindo um nivel maior de complexidade nos mecanismos da carcinogénese.

Estudos demonstram que os microRNAs, agentes fundamentais na regulacao
da expressdo génica, apresentaram alteracdes nos niveis de expressdo em alguns
tumores, relacionando esses padrdes aberrantes de expressao e regulacdo génica
a processos de tumorigénese, iniciacdo e progressao dos tumores. Os microRNAsS
gue atuam no processo nheoplasico, dependendo do seu alvo e do tecido em que
estdo presentes, regulam negativamente os mRNA alvos transcritos dos genes
supressores de tumor ou dos oncogenes (KIM et al., 2005). Assim, uma redugao na
transcricdo de alguns microRNAs pode acelerar uma transformacédo oncogénica
enquanto que o aumento de outros microRNAs pode inativar genes supressores de
tumor (ZHANG et al., 2007).
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Notavelmente, de todos os miRNAs humanos mapeados, metade deles estao
localizados em regides do cromossomo associadas a varios tumores humanos
(LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012). Sabe-se que o desenvolvimento tumoral inicia-se
+em decorréncia de alteracGes prévias no genoma celular ou mais frequentemente
em genes relacionados com a comunicagédo anormal entre o componente epitelial e

o componente estromal (CONTI et al., 2007).

Dentre os componentes celulares estromais destacam-se 0s mastocitos,
células derivadas da medula 6ssea e amplamente encontradas nos tecidos
humanos, com importantes funcdes em diversos processos fisiolégicos e
patoldgicos, tais como na cicatrizacdo e remodelacdo tecidual, reacdes alérgicas,
nos processos inflamatérios ou na biologia do cancer. (CONTI et al.,, 2007) Ao
exercer suas funcdes bioldgicas, o mastécito produz, armazena e libera mediadores
quimicos que, ao interagirem com o microambiente, desenvolvem uma cascata de
interagcbes celulares e moleculares que disparam mecanismos para O
desenvolvimento de processos fisiologicos ou patolégicos (CONTI et al., 2007). As
células mastocitarias desenvolvem importante papel na dinamica de crescimento do
tumor, uma vez que secretam enzimas, fatores de crescimento ou citocinas que
apresentam importantes acdes na angiogénese, na remodelacdo tecidual e na
resposta imunoldgica do hospedeiro (MALTBY et al., 2009; NORRBY, 2002; ROJAS
et al., 2005).

O processo de angiogénese interfere diretamente na invasdo e na
agressividade tumoral, uma vez que, ao formar novos vasos sanguineos, fornece

oxigénio e nutrientes fundamentais a sobrevivéncia das novas células tumorais
(CH'NG et al. 2006; NORRBY 2002; RIBATTI et al. 2001).

Um estudo anterior realizado por nosso grupo de pesquisa (VIDAL et al.,
2013) a respeito da distribuicdo das células mastocitarias em tumores de glandulas
salivares, observou a presenca de mastocitos, frequentemente encontrados em
areas peritumorais, tanto nos tumores benignos, como o adenoma pleomérfico,
como também nos tumores malignos, a exemplo do carcinoma mucoepidermdide,
carcinoma adenoide cistico e adenocarcinoma polimorfico de baixo grau. Os autores
ainda demostraram que a quantidade de mastocitos e de microvasos eram maiores
nos tumores malignos, sugerindo uma intima associagdo entre a 0s mastocitos e 0s

vasos sanguineos nos tumores. Em outro trabalho realizado pela nossa equipe
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(PEREIRA et al., 2012) esta distribuicdo das células mastocitarias foi observada em
45 tumores odontogénicos benignos, sendo que os mastécitos estavam presentem

em 96% destes tumores.

A identificacdo dos miRNAs que possam interferir na biologia do cancer e a
sua expressao podem fornecer informagcdes quanto a classificacdo, determinacdo e
0 estagio, progressao, o diagnostico e o prognostico do cancer além de fornecer
potentes marcadores tumorais, 0s quais podem funcionar como alvos importantes de
acao terapéutica (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012). Entretanto, poucos estudos na
literatura cientifica (ALEVISOS et al., 2011; LIU et al., 2013; MATSE et al., 2013;
PAULEY et al.,, 2011; TANDON et al., 2012) investigam o papel dos miRNAs em
tumores de glandula salivar. Portanto, a compreensdo dos aspectos moleculares
sobre o papel dos microRNAs relacionados a angiogénese e mastocitos nos tumores
de glandula salivar podera contribuir para o diagnostico desses tumores, bem como
possibilitara o fornecimento de dados para guiar possiveis abordagens terapéuticas

contra esses tumores.


https://mail.google.com/mail/u/0/?shva=1#143692a190198287__ENREF_30
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MicroRNAS

Com a descoberta da estrutura do DNA, em 1953 por Watson e Crick, tornou-
se mais claro como a informacdo hereditaria contida nos genomas das células é
codificada em sequéncias de nucleotideos. Parte da informacg&o genética contida no
DNA codifica sequéncias lineares de aminoacidos que, unidos por ligacdes
peptidicas, formam proteinas como produto final. Para isso, entretanto, é necessario
gue ocorra a transcricdo de uma fita molde de DNA em um mRNA e posteriormente
a traducao do mRNA maduro em uma cadeia peptidica. Esses mRNAs sao portanto
carreadores intermediérios da informacédo genética e as proteinas traduzidas a partir
deles, servem como componentes estruturais e enzimaticos para uma gama de
processos na célula. ( WATSON E CRICK, 1953; ALBERTS et al., 2010; SHRUTI
SHREY et al., 2011)

Sabe-se que alguns genes do DNA codificam RNAs que nao produzem
proteinas, como por exemplo os genes que codificam tncRNA, smRNA, snoRNA,
SiRNA e microRNA. (SHRUTI et al., 2011). Os RNAs néo codificantes, denominados
de ncRNAs, a depender do tamanho das suas moléculas, podem ser divididos em
trés grandes grupos. O primeiro grupo, composto por miRNAs e siRNAs, apresentam
moléculas com tamanho aproximado de 20 a 30 nucleotideos e sdo bem
conservados entre as espécies. Apesar de fazerem parte do mesmo grupo, esses
dois tipos de RNA apresentam diferencas quanto a origem das suas moléculas,
enquanto os miRNAs sao produtos do genoma do proprio organismo (endogenos),
0os sSiRNAs sdo derivados de virus, transgenes ou transposons (exdgenos)
(CARTHEW E SONTHEIMER, 2009). Segundo alguns autores, os miRNAs originam-
se de uma unica molécula que se dobra formando uma estrutura com formato de
grampo (ou hairpin), ja os siRNAs sdo RNAs processados pela endonuclease Dicer
de um hibrido entre dois transcritos antiparalelos, ou seja a partir das cadeias senso
e antisenso (AMBROS et al., 2003). O segundo grupo é formado por RNA nucleares

pequenos, os snoRNAs (small nucleolar RNAS), cujas moléculas apresentam entre
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60 e 300 nucleotideos. O ultimo grupo é formado por RNAs ndo codificantes longos
com um comprimento meédio de 2.000 pares de bases. (CARTHEW E
SONTHEIMER, 2009).

Sabe-se que os miRNAs sdo importantes reguladores da expressao génica e
portanto de proteinas, desempenhando também um importante e complexo papel
tanto em processos como diferenciagdo, crescimento e apoptose como em Varias
doencas (GARZON et al.,, 2009; HUSSAIN et al., 2012). Desde a descoberta do
primeiro miRNA em 1993, por Lee e colaboradores, varios outros microRNAs tem
sido sequenciados e estudados. Atualmente, o0 miRBase (Fonte:
http://www.mirbase.org), um banco de dados biolégicos que atua como um arquivo
de sequéncia de microRNAs, disponibiliza online gratuitamente as sequéncias
publicadas de microRNAs e seus alvos preditos ou validados experimentalmente,

somando mais de 1.800 sequéncias humanas de microRNAs.

2.2. Nomenclatura dos microRNAS

Em 2003, Ambros e colaboradores publicaram um guideline, “A uniform
system for microRNA annotation”, com orientacbes para a identificacdo e
nomenclatura dos novos microRNAs descobertos nos diferentes organismos animais
e vegetais (AMBROS et al., 2003). Descreveu critérios especificos para a verificacdo
experimental dos miRNA, os quais eram detectados pela técnica Northen blotting e
suas sequéncias eram verificadas em um banco de dados de cDNA especifico para
cada espécie estudada. Além disso, estabeleceu algumas convencBes para a

nomenclarura dos microRNAs e dos genes de microRNAs.

A nomenclatura dos microRNAs é dadas através de um prefixo “mir’ seguido
por um hifen e um nuimero identificador (ex. miR-1, miR-2,... miR-89, etc.), o qual
geralmente indica a ordem da descoberta do microRNA. Os genes codificadores de
miRNAs também utilizam o mesmo prefixo, em caixa alta, com hifen e em italico de
acordo com a convencéao para cada organismo (ex: mir-1 ou MIR156). (AMBROS et
al., 2003).


http://www.mirbase.org/
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Em outro artigo publicado em 2006, “miRBase: microRNA sequences, targets
and gene nomenclature” os autores apresentaram a miRBase, base de dados dos
mMiRNAs disponivel gratuitamente na internet, bem como abordaram aspectos da

identificacdo, nomenclatura e validagdo dos miRNAs.

Para a nomenclaruta dos miRNAs validados e disponiveis nesta base de
dados, sdo usados como prefixo 3 ou 4 letras para designar a espécie a qual o
mMiRNA pertence (ex: hsa-miR-101, na qual “hsa” designa a espécie Homo sapiens).
O prefixo “miR”, refere-se aos microRNAs maduros, ja o prefixo “mir” aos pre-
microRNAs correspondentes. Para as sequéncias parologas, em que os miRNAs
diferem em apenas uma ou duas posi¢des, é adicionado um sufixo a nomenclatura
(ex: mmu-miR-a e mmu-miR-b). (GRIFFITHS-JONES et al., 2006)

MiRNAs maduros idénticos, mas oriundos de grampos diferentes, recebem
um namero como sufixo (ex: dme-miR281-1 e dme-miR281-2). Ja, microRNAs
maduros idénticos oriundos do mesmo pre-microRNA, pela excisdo e manutencao
de ambas as fitas, podem receber nomenclaturas diferentes. Recebem o sufixo 5p,
indicando o miRNA correspondente a fita da regidao 5 do grampo, ou o sufixo 3p
correspondente a regido 3’ do grampo (ex: miR-7-5p e miR-7-3p). (GRIFFITHS-
JONES et al., 2006). Uma outra nomenclatura pode ser dada quando se conhecem
0s niveis de expressao relativas destes miRNAs oriundos do mesmo pre-microRNA.
E acrescentado um asterisco ap6s o nome para indicar o miRNA expresso em niveis
baixos em relacdo ao miRNA do braco oposto de um mesmo grampo. O miRNA com
maiores niveis de expressao relativa, e que fara parte do complexo RICS, seguira
todas as regras supracitadas sem o acréscimo do asterisco (ex: miR-56 e miR56*)
(GRIFFITHS-JONES et al., 2004)

2.3. Biogénese dos micro-RNAs: transcricdo, exportacdo, processamento e

maturacao

Os miRNAs formam-se inicialmente no nucleo das células, onde a transcricao
de um gene miRNA especifico pela RNA polimerase Il gera um longo transcrito
primario com algumas centenas de nucleotideos (nt), o pri-miRNA. Este apresenta

uma ou mais estruturas em forma de grampo (harpins), também denominadas de



21

stem-loop, em seu arcabouco, além de uma extremidade cap 5 e uma cauda poli A
na extremidade 3’ adicionadas pela RNA polimerase Il (CHAN E SLACK 2007; DU E
ZAMORE 2005; LEE et al. 2004) . Na conformacgéo do pri-miRNA, dois segmentos
de RNA com bases complementares estdo pareados formando a regido “stem” e as
regides ndo pareadas, onde os pares de bases ndo sdo complementares, formam

alcas circulares denominadas de regides “loop” (ZHANG et al., 2007).

Ainda no nucleo das células, essa estrutura em grampo € reconhecida e
clivada proximo a base da regido stem pela RNase Il Drosha e uma proteina de
ligacdo de RNA de dupla fita, Pasha (também conhecido como DGCRS8), gerando
uma molécula com aproximadamente 55 a 70 nucléotideos, o pre-miRNA (LEE et
al., 2004). Em seguida, uma proteina de exportacdo celular, a Exportina-5, uma
exportina RanGTP - dependente, transporta este miRNA precursor, do nucleo para o
citoplasma (ZHANG et al., 2007). A clivagem pela enzima Drosha define um dos
términos do miRNA maduro, gerando uma extremidade fosfato 5’ e outra hidroxi 3’,
além de 2 ou 3 nucleotideos presos nas regides terminais (CHAN E SLACK 2007,
DU E ZAMORE 2005). Alguns autores ainda sugerem que um mecanismo adicional
para a remogao da extremidade cap5’ deve existir, antes da clivagem pela enzima
Drosha (LEE et al., 2004).

No citoplasma, as estruturas em grampo do pre-microRNA serdao
reconhecidas e clivadas préximo ao loop pela RNase Il Dicer e seu cofator TRBP
(trans-activate RNA-binding protein), definindo o outro término do microRNA maduro
e gerando um microRNA de fita-dupla (miRNA/miRNA* duplex) de aproximadamente
22 nucleotideos (CHAN E SLACK 2007; DU E ZAMORE 2005; WESTHOLM E LAl
2011). Uma fita do duplex é entdo incorporada a um conjunto de proteinas para
formar um complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC, RNA-induced
silence complex) que tem como principal componente a proteina Argonauta 2. As
duas fitas do miRNA sédo separadas e apenas uma delas, dependendo da sua
estabilidade termodinamica, permanece no complexo miRISC constituindo o miRNA
maduro pois, para exercer sua atividade guia no miRISC e reconhecer um mRNA
alvo, a fita de miRNA deve estar desenrolada. A outra fita complementar sofre
degradacédo (DU AND ZAMORE 2005, GAROFALO et al., 2011).
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Uma vez formado, o miRISC procura sequéncias nucleotidicas
complementares em um mMRNA alvo; este processo € facilitado pela proteina
Argonauta presente na regiao 5 do miRNA, a qual esta posicionada de maneira a
otimizar o pareamento com outra molécula de RNA (GU et al., 2010). Quando o
MIiRNA guia do miRISC pareia com o0 mRNA alvo, o complexo miRISC funciona
como uma endonuclease, clivando o mRNA entre os nucleotideos pareados (DU E
ZAMORE 2005). Este pareamento ocorre na regidao 3’ URT (untranslated region) do
MRNA alvo e, geralmente, se da através do pareamento de apenas 7 nucleotideos.
Como resultado, muitos miRNAs sdo capazes de se ligar a centenas de diferentes
MRNA alvos conservados (GU et al.,, 2010, GAROFALO et al. 2011). Estudos
estruturais indicam que a proteina argonauta apresenta dois dominios, um dominio
central PAZ, que se liga a regido 3’ do mRNA alvo, e outro dominio PIWI terminal
ligado a regido 5 do miRNA, confirmando assim que a proteina argonauta é a
endonuclease presente no complexo miRISC responséavel pela clivagem do alvo (DU
AND ZAMORE 2005; PARKER et al. 2004) . Baseado nessa complementariedade, o
mMIiRISC, que contem o0 MiRNA especifico, pode promover a repressao da traducao
ou direcionar a clivagem do mRNA ( VALENCIA-SANCHEZ et al., 2006).

Recentemente, uma via alternativa para a formacdo de miRNAs, a via
miRtron, foi descoberta em diversos mamiferos, dosoéfilas e nematédeos (CHAN
AND SLACK, 2007). Ambas as vias levam a formacdo de pre-miRNAS com
comprimento de 70 nucleotideos, diferindo na clivagem ou ndo pela enzima Drosha
(SHRUTI et al., 2011). MiRtrons séo tipos de miRNAs que possuem esse nome por
apresentarem caracteristicas de introns e de pre-miRNAs, mas ndo apresentando no
seu arcabouco a haste inferior da estrutura stem loop que é responsavel pelo
reconhecimento e clivagem pela enzima Drosha. S&o processados inicialmente por
splicing de pequenos intros, formados a partir do transcrito primario, com potencial
para formacdo de hairpins. Estes, imitando caracteristicas estruturais dos pre-
mMiRNAs, entram na via tradicional de formacdo dos miRNAs sem a clivagem pela
enzima Drosha e produzem um miRNA maduro com capacidade regulatoria (RUBY
et al. 2007; WESTHOLM AND LAI 2011).

Existem 3 classes principais de pequenos RNAs em animais: 0os microRNAS,
0s RNAs de interferéncia (SiRNAs) e os RNAs de interacdo piwi (piRNAS). Estes

RNAS diferem-se uns dos outros na sua origem e biogénese, nas proteinas que irdo
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regular, no mecanismo de agao e na natureza dos seus alvos, entretanto, durante a
traducéo sédo incorporados a complexos RNA-proteinas (RNPs) com a finalidade de
mediar o pareamento especifico entre os &cidos nucleicos alvos. (LIBRI et al., 2013)

2.4. Mecanismo de acéo: regulacéo pés-transcricional pelos micro-RNAs

A regulacdo pos-transcricional pelos miRNAs se da pelo pareamento da
regido 3'URT-untranslated region do alvo com a regido 5 do miRNA maduro
(também chamada de seed region ou “regido semente”) guiado pela proteina
Argonauta presente no complexo miRISC. A regido semente compreende 0s
nucleotideos 2 a 7 da extremidade 5 do miRNA e determina a qual mMRNA o miRNA
se ligard. Os mecanismos subsequentes de regulacdo génica promovidos pelo
MIiRISC dependerédo diretamente do grau de complementariedade entre as bases
nucléicas podendo seguir duas vias regulatérias: a via do RNA interferente pequeno
(siRNA) e a via do miRNA. Alguns autores sugerem que esse pareamento, mediado
pela Argonauta, deve ser influenciado por outras proteinas de ligacao especifica ao
RNA, promovendo um nivel adicional de especificidade a essas interacdes
(VALENCIA-SANCHEZ et al., 2006).

O mecanismo exato da repressao da traducdo mediada pelo miRNA ainda é
uma questdo de debate entre os autores (Figura 1) (KWAK et al., 2010). Quando,
durante o pareamento, a complementariedade entre as bases é imperfeita (maioria
dos mamiferos), ocorrera a inibicdo da traducdo da proteina correspondente ao
MRNA (OLSEN AND AMBROS 1999; PILLAI, et al. 2007). Autores demostraram
gque a repressao da traducdo pelos miRNAs pode estar associada a polirribossomos
envolvidos no alongamento da proteina. A inibicAo pode ocorrer no inicio da
traducdo e antes de se completar a cadeia polipeptidica nascente como em etapas
mais tardias. Quando a repressao ocorre no inicio da traducdo, o RISC pode
bloquear o recrutamento da subunidade ribossémica 60S ao complexo de pré-
iniciacdo 40S, comprometer a fungao cap 5’ ou induzir a desadenilagédo, que afeta a
circularizagdo do RNA alvo e da qual participam varias proteinas (TREVISAN, 2011).
Os mecanismos posteriores ao inicio da traducao incluem dissociacdo prematura

dos ribossomos, diminuicdo da taxa de alongamento e degradacdo do polipeptideo
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nascente (TREVISAN, 2011). A represséao pelos miRNAs podem levar a dissociacao
mais rapida dos poliribossomos, promovendo um despreendimento destes durante o
alongamento da proteina (PETERSEN, BORDELEAU et al., 2006). Alguns autores
sugerem que os RNAm silenciados pelos miRNAs, juntamente com as proteinas
silenciadoras Argonautas, se acumulam em compartimentos no citoplasma
denominados P-bodies (Processing Bodies ou corpos de processamento). Nestes
compartimentos, enzimas podem promover a desadenilacdo, o decapeamento ou a
degradacdo do mRNA alvo, além disso os mMRNAs também podem ser
temporariamente estocados no interior destas estruturas, sendo dessa forma um
importante mecanismo de controle do processo de traducdo (VALENCIA-SANCHEZ
et al. 2005; LIU et al., 2008). (Figura 1)

Clivagem do mRNA (i Desadenilacao do mRNA Degradacao do mRNA A
v _‘__é_.-.m_-. T ‘ .
! @ .
Dissociagao prematura de :
.._—,\'. N ..‘\
S gy
v&um“ <:‘ /_. AhALs
“~,': @ Circularizagao /&
an Q -
J/
Bloqueio da associacao de
subunidades ribossomicas

Figura 1. Mecanismos utilizados pelo complexo RISC para regular a expressao génica:
clivagem, desadenilagéo e degradacdo do mRNA, recrutamento do mRNA para corpos de
processamento, bloqueio da circularizacéo e da funcéo cap 5 e alteracdo da associacdo das

subunidades ribossémicas ou protedlise da proteina nascente. Fonte: KWAK et al., 2010.
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Uma outra acdo do microRNA pode se dar através da via siRNA, na qual
ocorre uma complementariedade perfeita ou quase perfeita entre as bases. Neste
caso, o complexo RISC promove uma clivagem endonucleoasica no mRNA e,
consequentemente, sua degradacdo (LLAVE et al. 2002; COWLAND et al. 2007;
ZHANG et al. 2007). Essa complementariedade perfeita nem sempre é suficiente
para induzir a clivagem do mRNA. Alguns autores tem sugerido que devem existir
fatores adicionais que influenciam na atividade catalitica induzida pelo complexo
RISC (CHEN et al., 2004; VALENCIA-SANCHEZ et al., 2005; DU e ZAMORE et al.,
2005). A proteina Argonauta2, presente em mamiferos, por exemplo, tem sido
identificada como a Unica capaz de direcionar a clivagem endonucleoasica do
MRNA. Esta proteina apresenta um dominio semelhante a RNaseH que contem os
ativos que determinardo a clivagem do alvo. Uma mutacdo neste dominio esta
diretamente ligada a perda da capacidade catalitica da proteina (LIU et al. 2005; GU
AND KAY 2010). Este modelo de pareamento perfeito e consequente clivagem do
MRNA alvo é observado na maioria das plantas (LEWIS et al. 2003; ZHANG et al.
2007; AMBROS 2011). Entretanto, alguns miRNAs presentes em animais, como
miR-127, miR-136, miR-196, miR-431, miR-433-3p, miR-433-5p, MmiR-434-3p e miR-
434-5, também podem promover a clivagem dos seus alvos (DU AND ZAMORE,
2005) .

Sabe-se que um Unico microRNA pode se ligar e regular diferentes mRNA
alvo, ou ainda, diferentes miRNAs podem se ligar de forma cooperativa e controlar
um mRNA alvo, resultando em uma complexa rede de regulacdo (LEWIS et al. 2003;
VALENCIA-SANCHEZ et al. 2006). Tal fato pode ser explicado devido aos miRNAs
possuirem sequéncias pequenas nas regides 5 que serdo pareadas (ou seed
region) (DU AND ZAMORE, 2005) e agirem sem a necessidade de pareamento
completo na regido 3’ nédo traduzida dos alvos (BRENNECKE, STARK et al. 2005,
SHRUTI et al. 2011), confirmando assim sua capacidade de regular varios genes

envolvidos nas diversas funcgdes biologicas.

MicroRNAs regulam milhares de genes humanos, os quais podem estar
envolvidos na regulagdo génica ou em outras fungdes basicas da célula como o
controle do ciclo celular (ZHANG et al., 2007). Acredita-se que tenham um papel
importante em diversas vias regulatorias incluindo o controle do desenvolvimento,

diferenciacdo de células hamatopoiéticas, apoptose, proliferacdo celular e
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organogénese. Em mamiferos, miRNAs podem regular a diferenciacdo celular em
diferentes tipos de tecidos, além de regularem a homeostasia e o0 crescimento
celular (ZHANG, DAHLBERG et al., 2007; SHRUTI, SHREY et al., 2011).

Os perfis de expressdo de miRNA variam nos diferentes tipos celulares.
Alguns miRNAs sdo expressos em apenas um ou alguns poucos tecidos, outros
podem exibir diferencas de niveis entre tecidos adultos e células embrionarias, ja
outros mostram uma regulacdo temporal (LIU ET AL., 2010). Devido a sua
participacdo nos diversos processos bioldgicos, anormalidades na expressédo dos
mMiRNAs contribuem significativamente para o desenvolvimento de diversos
processos patologicos, como doencas infecciosas, desordens cardiovasculares e
neurologicas além do cancer. (TREVISAN, 2011)

As caracteristicas e o desenvolvimento das doencas sdo resultados de
diferentes padrbes de diferenciacdo celular que sdo mantidos por um complexo
mecanismo regulatério. O controle da expressdo génica é diversificado por
processos subcelulares como “splicing” alternativo, remodelacdo da cromatina,
estabilidade do mRNA, interacdes entre proteinas e entre DNA e proteinas, além do
controle pés transcricional de outros transcritos de RNA mediado pelos miRNAs
(SHRUTI, SHREY et al., 2011).

2.5. MicroRNA e cancer

O cancer € uma doenca multifatorial que depende de mutacbes em diferentes
genes e culmina na alteracdo fenotipica de células. O seu inicio e progresséo
envolvem um processo complexo de varias etapas, que implica em uma progressiva
aquisicdo de alteracbes genéticas e epigenéticas, nas quais Sdo necessdarias a
inativacdo de genes supressores tumorais e a ativacdo de proto-oncogenes. Neste
processo, sequéncias de DNA mutadas sao transcritas em mRNA e posteriormente
traduzidas em proteinas funcionalmente aberrantes. (GOMES et al, 2008; CIVETTA
et al., 2011;).
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Os microRNAs sdo importantes reguladores da expresséao génica e atuam em
varios processos celulares como diferenciacdo, crescimento e morte celular. Além
disso, alteracdes na expressdo de alguns microRNAs sdo comuns em canceres
humanos e estdo diretamente relacionadas a iniciacdo e progressao dos tumores.
(VALENCIA-SANCHEZ et al, 2005)

Muitos autores tém relatado alteracdes na expressao de miRNAs que
contribuem para a patogénese de varias doencas malignas (CROCE et al., 2004;
VALENCIA-SANCHEZ et al, 2005; DU e ZAMORE et al., 2005; TREVISAN, 2011;
CHEN et al., 2012). Estas alteracdes podem ser resultantes de mecanismos como
delecdes, amplificacdes e translocacfes genéticas, aumento do numero de coépias
ou mutacdes envolvendo loci de miRNASs, silenciamento epigenético, desregulacéo
na maquianaria da biogénese do miRNA ou até mesmo interacdes entre microRNAs

diferentes.

Para alguns autores 0s mecanismos responsaveis pelas alteracdes na
expressdo dos miRNAs em cancer sao similares aos que afetam a expressao dos
dos genes que codificam proteinas, como por exemplo as modificacdes epigeneticas
ou mutacdes nas sequéncias de DNA como as dele¢cbes substituicdes, insercoes,
translocacdes e amplificacbes (TREVISAN et al, 2011; CRWLAND et al., 2007)

Aberra¢gdes cromossémicas podem alterar a acdo do miRNA mudando a sua
expressao no tipo celular ou no tempo (MAVARKIS et al., 2010; CHEN et al., 2012).
O aumento ou a diminuicdo da expressao de alguns miRNAs também podem estar
relacionados a processos envolvidos no céncer, como a proliferacdo celular.
Mutacdes pontuais nos sitios de ligacdo podem comprometer a capacidade de
silenciamento do miRNA e levar a alteracdes na sua biogénese e na repressao de
varios genes, além de contribuir para a tumorigénese (CALIN et al., 2005).
Alteracbes epigenéticas como metilacdo do DNA e modificagbes das histonas
podem afetar a expressdo dos miRNAs. Além disso, alteragbes quantitativas e
gualitativas dos componentes protéicos envolvidos na biogénese dos miRNAs, como
por exemplo alteracdes na fosforilagdo da TRBP, podem afetar na regulagédo pos-
transcricional dos miRNAs (PAROO et al, 2009; IORIO AND CROCE 2012).

A primeira descrigdo do envolvimento de miRNAs no processo de

tumorigénese foi publicado por Calin et al. em 2002. Neste estudo, os autores



28

demostraram que determinada regidao do cromossomo 13g14, n&o continha um gene
supressor de tumor, mas sim codificava 2 microRNAs, o miR-15a e o miR-16-1. Esta
regido do cromossomo estava frequentemente deletada em mais de 50% dos casos
de leucemia linfocitica cronica, resultando na perda ou diminuicdo da expressao
destes microRNAs e consequentemente atuando na patogénese e progresséao da
doenca (CALIN et al., 2002). Em adicdo Zhang et al, demonstraram que a delecao
do cluster miR-17-92 foi encontrada em melanomas, céancer de ovario e pulmao.
(ZHANG et al, 2007). A partir dai, varios miRNAs envolvidos em processos tumorais
vem sendo codificados e estudados, sendo de extrema importancia para o
diagndstico, a classificacdo e o prognostico do cancer.

Alteracdes epigenéticas como metilagbes de “ilhas CpG” ou modificagbes nas
histonas podem ocorrer em alguns genes de microRNAs e estarem relacionadas
com diferentes funcdes durante o desenvolvimento do cancer, como por exemplo a
supressao do tumor (OLIVEIRA et al., 2010). Saito et al. em 2006 identificaram um
fendmeno similar no qual alguns miRNAs poderiam ser regulados por metilagdes no
DNA ou desacetilacdo das histonas (SAITO et al., 2006).

As “ilhas CpG” séo regides do DNA maiores do que 200 pares de bases,
contendo aproximadamente 50% de bases C e G e com uma presenca esperada de
aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG, as quais, geralmente, encontram-se
desmetiladas. (OLIVEIRA et al.,, 2010). A metilacio do DNA ocorre quase
exclusivamente em dinucleotideos CpG de células diferenciadas e tem uma
importante funcdo na regulacdo da expressao génica, na qual, a adicdo de um
radical metil (-CH3) sobre uma citosina que precede a uma guanina pode inibir a
ligacdo de fatores de transcricAo a essas regides resultando na auséncia de
transcricdo. Um exemplo é a repressao da transcricdo do miR-127 em células
tumorais devido a hipermetilacdo de “ilhas CpG” na regido promotora do gene,
alterando a sua funcao e dificultando, assim, a expressédo deste miRNA. (SAITO et
al., 2006)

A expressao de alguns miRNAs também pode ser regulada por fatores de
transcricdo, a exemplo da proteina p53, um supressor tumoral que regula centenas
de genes codificadores de proteinas (CHEN et al., 2012). He et al.,, em 2007

analisaram o perfil de expresséo de uma familia de genes codificadores de miRNAs
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0S quais também sado regulados pela p53. Os autores descobriram que a p53
reconhece os promotores e ativa a transcricdo destes miRNAs miR-34-a-c, 0s quais
funcionam como potentes inibidores do ciclo celular e da apoptose atuando em
conjunto com outros fatores que auxiliam a inibicdo da proliferacdo dos tumores. (HE
et al., 2007)

Sabe-se hoje que vérias proteinas de ligacdo ao RNA podem afetar a
maturagdo ou o processamento dos miRNAs atuando diretamente na sua
biogénese, algumas envolvidas na regulacdo da progressdo do cancer. (CHEN et
al., 2012). Um exemplo é a superexpressao da proteina Lin-28 que ao se ligar ao
pre-let-7 altera a estrutura molecular deste premiRNA inibindo a ligacdo da enzima
Dicer e 0 seu processamento. Tal mecanismo leva a baixa expressdao do miRNA

maduro, o let-7, levando a progressao do cancer. (CHEN et al., 2012).

Recentemente Chen et al., 2011 identificaram uma outra forma de regulagcao
dos miRNAs através da interacao direta entre eles devido a complementariedade de
suas bases. Os mesmos autores demostram que o let-7 € um miRNA endégeno com
a capacidade de suprimir a expressao de multiplos oncogenes relacionados com o
desenvolvimento do cancer. Durante a progressao do cancer o mir-107 liga-se ao
let-7, desestabilizando-o e permitindo que as oncoproteinas escapem da supressao
mediada pelo let-7. (CHEN et al., 2011)

Os miRNAs que atuam no processo neoplasico sdo denominados de
oncomiRs, podendo funcionar semelhante a um oncogene, no qual anormalidades
genéticas levam ao incremento do controle positivo da proliferacdo celular, ou os
mMiRNAs podem também funcionar como genes supressores de tumor, nos quais
anormalidades genéticas tornam-os incapazes de regular negativamente a atividade
proliferativa (ESQUELA-KERSCHER et al., 2006). Comparado com tecidos normais, 0s
MiRNAs oncogénicos, podem estar com a expressdo aumentada em tumores
malignos atuando na estimulacao e proliferacao celular e inibindo a acdo de genes
supressores tumorais e de genes que controlam a apoptose. Ja 0s mMiRNAs
supressores tumorais apresentam uma expressao reduzida em tumores malignos
comprometendo sua atuacdo contra o desenvolvimento de neoplasias através da
inibicdo de oncogenes (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012, ZEN AND ZHANG 2012).

Recentemente, descobriu-se que um microRNA pode exibir tanto atividade
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oncogénica como supressora tumoral; um unico microRNA pode também ser capaz
de regular diversos genes-alvo e controlar simultaneamente atividades como

proliferacao celular e apoptose (KOTA et al., 2010).

Uma outra classe de miRNAs, os “metastamiRs”, tem sido relacionada ao
processo de metastase dos tumores, podendo ter efeito pro ou anti-metastase.
Embora n&o influenciem o desenvolvimento ou a iniciagdo dos tumores, estao
diretamente ligados a regulacdo de importantes passos no processo de metastase
como a apoptose e a angiogénese (LOPEZ-CAMARILLO et al., 2012).

A maioria dos genes que codifica os microRNAs estdo localizadas em sitios
frageis ou em regides associadas ao cancer. (CALIN et al., 2002). Podem se
localizar em regifes nao codificantes ou em introns de codificagcdo de proteinas,
além disso podem estar em locais separados de outros miRNAs, sugerindo que
formam sua propria unidade transcricional, ou podem estar agrupados formando os
clusters, que séo transcritos juntamente (CULLEN et al., 2004; DU AND ZAMORE
2005; CHAN AND SLACK 2007).

Recentemente, os microRNAs tem sido identificados como importantes
biomarcadores tumorais. O perfil de expressao de alguns miRNAs pode distinguir os
tecidos normais dos tumores, como também os diferentes tipos de cancer, além de
classificar os subtipos, identificar os tecidos de origem dos tumores e facilitar o
diagnostico(HU et al., 2011).

2.6. MicroRNA-9

O miR-9, bem como o seu homélogo o miR-79, € um curto RNA néo
codificantes envolvido na regulagdo da expressdo génica. A sua forma madura é
formada por aproximadamente 21 nucleotideos, processado pela enzima Dicer, da
fita 5° do pre-miR-9 e da fita 3"do pre-miR-79. Nos vertebrados o miR-9 apresenta
uma expressao elevada em células cerebrais, sugerindo uma possivel regulacdo na
diferenciacéo neuronal. (mirbase.com). A reducdo da expressdo do miR-9 ja foi

reportada em varios canceres humanos como o cancer de mama, de pancreas, o de
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rim e também no cancer de boca. Entretanto a metelicdo deste miRNS, que estaria
relacionada com a sua desregulacdo nos tumores, nao foi completamente estudada.
(MINNOR et al., 2012).

Em um estudo realizado por Minor et al., em 2012, foi estudado a expressao
do miR-9 em 107 casos de carcinoma de células escamosas (CCE) de boca e de
orofaringe. Este estudo avaliou as alteragbes genéticas e epigenéticas envolvidas no
silenciamento do mir-9 as quais seriam responsaveis pelo crescimento e
desenvolvimento em CCE. Os autores concluiram através de analises de expressado
pelo método de PCR que que metilacbes no miR-9 em células tumorais,
especialemente no miR-9-1 e miR-9-3, reduziam a expressdao destes miRNAs e
consequentemente a proliferagcdo celular. Assim o miR-9 funciona como um
supressor tumoral em CCE de boca e orofaringe inibindo a proliferagao celular e
elevando a expresséao do gene supressor tumoral PTEN. (MINNOR et al., 2012)

2.7. MicroRNA-16

O miR-16 juntamente com o0 miR-15, o mir-195 e 0 miR-457, fazem parte de
um grupo de miRNAs que estdo relacionados a sequéncia percussora da familia
genética do mir-15. E um RNA n&o codificante com funcdes de regulacdo génica.
Esta familia de miRNAs é especifica de vertebrados tendo os seus membros
validados experimentalmente em varias espécies. (mirBase.com). O artigo original
gue identificou e validou o0 miR-16, juntamente com o miR-15, foi publicado em 2002
por Calin et al.,, num estudo sobre a leucemia linféide conica de células B. Esta
doenca caracteriza-se pela proliferacdo e acumulo progressivo dos linfécitos B no
sangue periférico e a expressdo do antigeno CD5" de forma aberrante. Os autores
sugeriram que estes miRNAs atuavam como supressores tumorais e que mutacdes
nos seus genes, localizados na regido cromossémica 13ql14.3, inativariam sua
expressdo. Uma mutacdo pontual no pre-miR-16-1, com a troca de uma base C por
uma base T, reduziria a expressao do miR-16-1 nas células dos pacientes com

leucemia quando comparados a pacientes normais, sugerindo que o gene envolvido
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na transcrigdes do miR-16 atuariam de forma importante na homeostasia das células
CD5". (CALIN et al., 2002)

2.8. MicroRNA-17

O cluster miR-17-92 esta localizado na regido cromossémica 13g31.3, uma
regido amplificada em véarias doencas malignas hematopoiéticas e em tumores
sélidos. O seu pri-miRNA apresenta uma estrutura contendo seis grampos que, apos
0 processamento, irdo dar origem a 6 miRNAs maduros, com a capacidade de
regular diferentes mRNAs alvos: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 e
miR-92-1 (OLIVE et al., 2010)

A exata atividade de cada miRNA presente no cluster miR-17-92 ainda néo foi
completamente esclarecida. Entretanto alguns autores sugeriram, atraves de
estudos feitos em ratos, que estes miIRNAs devem atuar de forma conjunta e
sobreposta. (HAAFTEN et al.,, 2010; OLIVE et al., 2010). O miR-17-92 pode ter
diversas fun¢des no desenvolvimento tumoral, a sua superexpresséo pode reprimir a
apoptose modulada pela proteina c-myc e encurtar a laténcia do tumor, pode ainda
se ligar ao fator de transcricdo E2F1 e E2F3 promovendo a proliferacdo celular,
além de ser capaz de mediar o fator VEGF aumentando a angiogénese e
proporcionando a sobrevivéncia de células malignas. (OLIVE et al., 2010; DEWS et
al., 2006) (Figura 2)
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Figura 2. Esquema demostrando as possiveis fun¢des do cluster miR-17-19. Dependendo do tipo

celular o microRNA pode assumir diferentes fung@es.Fonte: Olive, Jiang, He et al., 2010
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Em um estudo realizado por Chang et al., 2013, a expresséo do cluster miR-
17-92 foi estudada em carcinoma de células escamosas da cavidade bucal (CCE).
Os autores concluiram que esta familia de miRNAs encontrava-se com a expressao
significativamente reduzida em pacientes com CCE, especialmente o0 miR-17 e o
miR-20a, além disso o0s pacientes que apresentaram baixos niveis de expressao do
miR-17-20 apresentaram também um prognadstico ruim, estagio clinico avancado da
doenca e metastase nos linfonodos. Pode-se perceber que apesar da sua conhecida
capacidade oncogéncia, o0 miR-17-20a também pode apresentar capacidade
supressora tumoral, e a sua mutacdo e baixa expressdo pode implicar no
desenvolvimento tumoral. (CHANG et al., 2013)

2.9. MicroRNA-132

O miR-132 € um pequeno RNA nao condificante com importantes fun¢des de
regulacdo da expressdo génica de varios processos incluindo o desenvolvimento
neuroldgico, transmissfes sinapticas, inflamacéao, proliferacdo de células endoteliais
e angiogénese (ANAND et al.,, 2010). O miR-132 é transcrito de uma regido
intergénica (regido localizada entre genes codificantes, diferente de introns) do
cromossomo humano 17 com o auxilio do fator de transcricdo CREB, uma proteina

de ligacédo ao elemento de resposta do AMPc (mirbase.com).

Em um estudo realizado por Anand et al., 2010, visando identificar os miRNAs
responsaveis pela ativacdo da proliferacdo das células endoteliais, os autores
demonstraram que o processo de formacdo de novos vasos em patologias poderia
ser regulado pelo miR-132. J4, Wong et al.,, 2008 ao pesquisarem o perfil de
expressdo de diversos microRNAs em cancer de células escamosas de lingua

encontraram uma expressao aumentada do miR-132 nesses tumores.



34

2.10. MicroRNA- 195

O miR-195, localizado na regido cromossémica 17p13.1, faz parte da familia
precussora miR-15 juntamente com o miR-15-a, mir-15-B, miR-16-1, mir-16-2 e o
miR-495. Esse cluster pode estar relacionado a processos de proliferacdo celular
através da modulacdo de genes que controlam o ciclo celular, além de funcionar
como um supressor tumoral do oncogene BCL2, estando com sua expressao

diminuida em células tumorais. (mirbase.com)

Alguns estudos tém sido feitos visando detectar miRNAs em tecidos tumorais
e também na circulacdo. Tais estudos sao de grande importancia pois sao capazes
de identificar quais miRNAs estdo presente no tipo de cancer estudado, bem como
podem sugerir 0 prognoéstico da doenca. Em 2010 Heneghan ert al., estudaram a
expressédo do miR-195 em cancer de mama. Os autores observaram gue amostras
sanguineas colhidas no pré-operatério de pacientes com a doenca apresentaram
uma expressao elevada deste miRNA, bem como apés a remoc¢ao do tumor os nives
de expressao voltaram ao normal, indicando uma alta correlagdo do miR-195 com a
presenca do tumor. (HENEGHAN et al., 2010)

Em outro estudo realizado por Scapoli et al., em 2010 os autores estudaram
15 perfis de miRNAs relacionados ao carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco. Dos miRNAs estudados miR-489, miR-129, miR-23a, miR-214, miR-23b,
miR-92, miR-25, miR-210, miR-212, miR-515, miR-146b, miR-21, miR-338 estavam
superexressos no tumor, ja os miR-520h, miR-195, miR-378, miR-135b, miR-224,
miR-34a apresentava-sem com a expressao reduzida. Os autores concluiram que
anormalidades na expressdo destes miRNAs estavam intimamente ligadas com a
progressao do cancer. (SCAPOLI et al., 2010)

2.11. MicroRNA-221

O miR-221 é um curto RNA de aproximadamente 20-24 nucleotideos,

transcrito em conjunto com o miR-222 e localizado no cromossomo X. Varios estudo
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tem apontado papéis diferentes deste microRNA, ora como oncogene ora como
supressor tumoral. (KOELZ et al., 2011; LIU et al., 2009; GAROFALO et al., 2013)

Yang et al, 2010 realizaram um estudo sobre a expressdo do miR-221 e miR-
222 em carcinoma de células escamosas orais. Nesse estudo os autores concluiram
que o aumento da expressao destes miRNAs estava diretamente relacionada ao
desenvolvimento desta neoplasia. O miR-221, juntamente com o miR-222, fazem
parte de um cluster localizado no cromossomo X, o qual, ao sofre alteracbes génicas
e estimulos oncogénicos podem contribuir para o aumento da expressdo destes
mMiRNAs. A expressao desregulada e elevada dos miR-221/222 no CCE, os quais
ligam-se a preteinas alvo p27 e p57, esta relacionada a progressao do ciclo celular,
oncogenese, apoptose e resisténcia das células tumorais a drogas. A familia de
proteinas Cip/Kip incluem a p21(cipl), p27(kipl) e p57(kip2), representam as
proteinas que interagem de forma ndo especifica com CDKs (cinases dependentes
de ciclinas) ou com complexos ciclina-CDK bloqueando sua atividade de cinase o
gue determina a parada do ciclo celular e a apoptose. A desregulagcdo da atividade
das ciclinas e a baixa expresséo da p27 e p57 devido a expressao elevada do miR-
221/222 favorece a progressdo do ciclo celular, evasdo da apoptose e esta

associada a um pior prognostico em pacientes com CCE. (Yang et al., 2010)

Estudos diversos vém apontando o papel importante do miR-221 e o0 seu
homologo,0 miR-222, como reguladores dos mastocitos, tanto em tecidos normais,
como também em doencas (MAYORAL et al, 2009; CALIN et al., 2013). Um estudo
realizado por MONTICELLI et al, 2011 os autores demonstraram que a regulacao
pés-transcricional pelo miR-221 estaria relacionada a ativagdo de checkpoints no

ciclocelular dos mastécitos.

2.12. MicroRNAs e tecidos parafinados

Atualmente, o desenvolvimento de métodos de extracdo de RNA a partir de
amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina tem possibilitado estudos
retrospectivos de biologia molecular. Através deste processo, amostras de tecidos

humanos obtidos em procedimentos cirdrgicos sdo arquivadas por longo prazo,
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representando grandes bancos de dados e possibilitando um estudo futuro deste
material biolégico (RIBEIRO-SILVA AND GARCIA; 2008).

A fixacdo é um processo de modificacbes quimicas complexas das
macromoléculas presentes nas células e tecidos, com a finalidade de preservar a
estrutura e os componentes funcionais impedindo que os tecidos deteriorem. A
formalina ou formol cria pontes de metileno entre as proteinas promovendo a fixacao
e, quando nao preparada adequadamente, pode resultar na fragmentacdo dos
acidos nucléicos ou na degradacéo dos tecidos devido ao acido formico proveniente
do formaldeido (ARTZ et al., 2011).

Alguns autores afirmam entretanto, que os tecidos fixados em formalina e
embebidos em parafina (FFPE) representam uma forma estavel, barata e facil de

armazenamento de material bioldgico. (ARTZ et al., 2011).

As andlises de microRNA em tecidos FFPE durante muito tempo foram
desconsideradas devido principalmente as duvidas sobre os efeitos da fixacédo
causados nos tecidos pelo formol, como também, sobre a quantidade, qualidade e
grau de correlacdo entre os tecidos parafinados e os tecidos frescos (Xi et al., 2007).
Diferentes métodos de extracdo de mMIRNA de tecidos parafinados tem sido
desenvolvidos com a finalidade de melhorar e elucidar tais questdes.

Um estudo realizado por Art et al., 2011, avaliou a quantidade e a qualidade
de RNA extraido e a expressao, através de gPCR, dos miR-155 e miR-160a em
amostras de tecidos de cancer de pulmdo que foram submetidas a fixacdo por
formol & 10% ou a fixadores livres de formol (FineFix, RCL-2 e HOPE). O RNA das
amostras foi extraido utilizando dois kits para extracdo de RNA em material
parafinado: RNeasy FFPE Kit (Quiagen) ou o RcoverAll Total Nucleic Acid Isolation
(Ambion). Para avaliar a influéncia do tempo de estocagem dos blocos parafinados e
a possivel degradacdo do RNA dos tecidos, foram avaliados blocos estocados a 1
ano e a 13 anos. Foram observados maiores rendimentos, ou seja, maiores
guantidades de RNA extraidos nos tecidos parafinados fixados em formol. Tal
achado pdde ser atribuido ao fato dos kits de extragdo serem especificos para
materiais fixados em formol. Além disso, o rendimento foi menor para blocos
estocados a mais tempo (13 anos). Ja, quando analisada a pureza das extragoes,
através da razdo A260/280 e a260/230, as amostras fixadas em parafina

apresentaram menores escores quando comparada aos métodos livres de parafina.
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Os autores concluem comentando que, apesar da fixagdo em formalina poder levar
a uma degradacéo do RNA da amostra, a quantificagdo dos miRNAs nao foi afetada
pelo método, possivelmente devido a pequeno tamanho desta molécula, o que torna
possivel ser detectado pelo TagMan, independente do método de fixacdo. (ARTZ et
al., 2011)

Segundo os autores supracitados, os diferentes métodos de extracdo de
microRNA disponiveis podem afetar os resultados das extracfes, sendo que a
melhor qualidade e integridade do RNA foi alcancada com o uso de kits que
continham de colunas de silica, como o miRNeasy FFPE Kit (Quiagen, Hilden,
Germany).

Em 2007 Xi et al. realizaram um estudo sistematico visando avaliar a
expressdo do hsa-miR-16 em 40 amostras de tumor colorretal fixados em formol e
embebidos em parafina. Além disso, para analisar a influéncia do tempo de fixacao
na formalina nos tecidos, avaliaram através de PCR quantitavido a expressao deste
mMiRNA em amostras de pulmdo de camundongo frescas e fixadas em parafina por
1, 2, 3, 4 ou 5 dias. Os autores concluiram que a expressdo do miRNA estudado
apresentou-se relativamente estavel e nao foi afetada significativamente pela fixagéo
em formalina até 5 dias. Atribuem esse achado ao pequeno tamanho desta molécula
bem como a sua estrutura secundaria 0 que confere uma maior estabilidade ao
MiRNA quando comparado ao RNA. Ao analisarem a expressao do miRNA extraido
de amostras de céancer colorretal estocadas a 10 anos, foi demostrado uma relativa
estabilidade desta molécula. Os autores sugerem que o estudo da expressdo de
miRNA estocados em amostras fixadas em formol e embebidas em parafina é
possivel e constitui uma grande promessa de biomarcadores e para futuras

pesquisas relacionadas ao cancer e outras doencas. (XI et al., 2007)

O DNA extraido de tecidos parafinados fixados em formalina tem sido usado
para diferentes analises com grande sucesso, priciplamente devido a estabilidade
desta molécula. Entretanto, as modificagées quimicas provocadas pela formalina na
fixacdo dos tecidos pode acelerar a degradacdo do RNA, comprometendo as
analises de expressédo génica. Em contrapartida, devido ao pequeno tamanho e a
sua estrutura secundaria, o microRNA tem se mostrado uma molécula mais estavel
e passivel de ser utilizada em estudos de expresséo génica. (XI et al., 2007; ARTZ
et al., 2011; MENG et al., 2013)
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2.13. Tumores de glandula salivar

Os tumores de glandula salivar englobam mais de 40 neoplasmas, muitos dos
quais apresentam uma significante diversidade morfologica (BARNES et al, 2005;
PAPADOGEORGAKIS et al.,, 2011). Por representar cerca de 3-5% de todos o0s
tumores de cabeca e pescoco, as neoplasias de glandula salivar séo consideradas
incomuns. Os tumores originados de glandulas salivares menores constituem 10 a
15% dos tumores de glandula salivar, podendo se localizar no palato, labios, mucosa
jugal, lingua, assoalho de boca, entre outras regides (TOIDA et al., 2005; VICENTE
et al., 2008). E considerado um grupo de tumores bastante heterogéneo, uma vez
gue apresentam inumeros tipos histolégicos e comportamentos biolégicos distintos
(YIH et al., 2005; LI et al., 2008).

Esses tumores geralmente sdo assintomaticos e acometem mulheres entre a
terceira e sexta década de vida, podendo exibir aumento da regido afetada.
Desenvolvem-se principalmente nas glandulas parétida, submandibular e glandulas
menores da regido do palato (JABER et al., 2006; OCHICHA et al., 2009). Dados
epidemioldgicos mostraram que o principal tumor benigno que acomete as glandulas
salivares € o adenoma pleomarfico, enquanto que o carcinoma mucoepidermdide e
o carcinoma adenoide cistico se alternam como mais frequentes no grupo dos
tumores maignos que acometem essas glandulas. (BARROS et al., 2010; MELO-
FILHO et al.,, 2011, BJORDAL et al 2011,LUKSIC et al., 2012; JAAFARI-
ASHKAVANDI et al, 2013).

O adenoma pleomoérfico (AP) é caracterizado pela sua diversidade
histoldgica, contendo células epiteliais e mioepiteliais dispostas por entre as matrizes
de tipos variados: fibrosa, mixoide, cartilaginosa ou hialina. E a neoplasia benigna
mais comum de glandula salivar (SWELAM et al., 2005; MENDENHALL et al., 2008).

Dos tumores malignos que acometem as glandulas salivares menores, o
carcinoma mucoepidermoéide (CME) é o mais comum deles, sendo composto por
diferentes proporgdes de células epidermoides, mucosas, intermediarias, colunares
e células claras, com presenca ou ndo de formacdes cisticas (LUNA,
2006; TRIANTAFILLIDOU et al., 2006). Com base nas caracteristicas morfolégicas e
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citologicas, séo divididos em baixo, intermediério e alto grau (LUNA, 2006; RAPIDIS
et al., 2006). Menos frequiente, apresenta-se o carcinoma adenoide cistico (CAC),
um tumor de crescimento lento, com altos indices de recorréncia, invasao local e
metastase a distancia, que exibe trés padrdes histoldgicos: cribriforme, tubular e
sélido (TRIANTAFILLIDOU et al., 2006). Por outro lado, o adenocarcinoma polimorfo
de baixo grau (APBG) é um tumor de crescimento infiltrativo e comportamento pouco
agressivo, que acomete quase que exclusivamente as glandulas salivares menores.
Possui diversos padrdes histologicos, podendo estar disposto em corddes, tubulos,
arranjo papilifero ou em agregados solidos (PALERI et al., 2008).

As células mioepiteliais sdo encontradas ao redor de ductos e acinos
das glandulas (EL-NAGGAR e HUVOS, 2005) e compartilham caracteristicas de
células do musculo liso, como a propriedade contratil (OGAWA, 2003). Elas podem
ser encontradas em uma série de neoplasias (EL -NAGGAR e HUVOS, 2005).
Quando transformadas, podem aumentar a capacidade de sintese da membrana
basal tornando os tumores com diferenciacdo mioepitelial de carater Unico de
acumuladores de matriz (COSTA, 2009). Os tumores que possuem componentes
mioepiteliais podem apresentar duas populacdes celulares: epiteliais e mioepiteliais
ou apenas uma populacdo de células mioepiteliais (NEVES, 2009).
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1. Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de expressdo génica
de microRNAS relacionados a ativacdo de mastdcitos e a angiogénese em tumores
de glandula salivar, na tentativa de contribuir para a melhor compressao dos
mecanismos bioldgicos envolvidos na patogénese desta doenca.

3.2. Objetivos especificos

- Localizar, por imuno-histoquimica, a presenca de células mastocitarias em 31
tumores de glandulas salivares, sendo 11 carcinomas adenodides cisticos, 9

carcinomas mucoepidermoides e 11 adenomas pleomoérficos;

- Localizar, por imuno-histoquimica, a presenca de vasos sanguineos em 31 tumores
de glandulas salivares, sendo 11 carcinomas adendides cisticos, 9 carcinomas

mucoepidermdides e 11 adenomas pleomoérficos;

- Comparar a densidade dos mastocitos com a densidade dos vasos sanguineos em
31 tumores de glandulas salivares , sendo 11 carcinomas adendides cisticos, 9

carcinomas mucoepiderméides e 11 adenomas pleomarficos;

- Analisar por gPCR o perfil de expressao do miR-221 relacionado com a ativacao de
mastocitos e os microRNAs: miR-9, miR-16, miR-17, miR-132 e miR-195
relacionados com a angiogénese em 31 tumores de glandulas salivares, sendo 11
carcinomas adendides cisticos, 9 carcinomas mucoepiderméides e 11 adenomas

pleomorficos;

- Associar o perfil de expressao génica dos miRNAs estudados com a densidade de

mastocitos e a densidade dos vasos sanguineos nos tumores de glandula salivar.
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4. METODOLOGIA DE PESQUISA

4.1. Considerac6es Eticas

O protocolo de pesquisa deste trabalho foi elaborado considerando-se as
Resolucdes 466/12 e 347/05, as quais tratam respectivamente sobre os aspectos
éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e da utilizacdo ou armazenamento de
material biolégico em pesquisas. O mesmo foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Odontologia, UFBA, com numero
SISNEP CAA2 14963313.6.0000.5024 e parecer favoravel numero 487.2995.1.

4.2. Critérios de selecdo da amostra

As amostras foram obtidas a partir de arquivos da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia (Salvador, Bahia) em parceiria com instituicées
privadas. A amostra foi composta de 31 tumores de glandulas salivares, sendo 11
casos de carcinoma adendide cistico, nove casos de carcinoma mucoepidermadide e
11 casos de adenoma pleomorfico. Para o controle normal, no estudo do perfil de
expressado génica foram utilizados dois casos de glandulas salivares normais,
enquanto que, para o estudo imuno-histoquimico, foram utilizados cinco controles
que incluiam os dois casos de glandulas salivares normais supracitados e trés casos
gue apresentavam tecido glandular na periferia dos espécimes de alguns dos

tumores estudados.

4.3. Avaliacéo dos parametros clinicos

A avaliagdo dos parametros clinicos dos individuos foi realizada através dos

dados coletados nas fichas clinicas e prontuarios dos pacientes selecionados.
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Foram investigadas caracteristicas como género, idade, localizacdo e tamanho do

tumor primario.

4.4. Obtencdo da amostra

Os espécimes fixados em formol e emblocados em parafina disponibilizados
foram encaminhados para a verificacdo da existéncia de material biolégico no
Servico de Patologia da Faculdade de Odontologia da UFBA (FOUFBA).

4.5. Exame histomorfolégico

Para a revisdo do diagnostico e selecdo de areas representativas de cada um
dos tumores, foram feitos cortes de 5 um de espessura nos espécimes fixados em
formol e emblocados em parafina. Apds, foram corados pela técnica hetatoxilina-
eosina (H/E) e analisados por um patologista bucal experiente. Os aspectos mais
representativos das lesbes foram descritos, bem como foram realizadas suas
graduacdes histolégicas baseada na classificacdo da Organizacdo Mundial de
Saude (BARNES et al., 2005)

4.6. Técnica Imuno-histoquimica

Para a realizacdo da técnica imuno-histoquimica foram realizados cortes de
3um de espessura. Primeiramente, o material bioldégico foi fixado em formol,
desidratado em 4alcool, clarificado com xilol e emblocado em parafina. Por fim, os
blocos de parafina foram cortados e os cortes estendidos sobre laminas de vidro

previamente silanizadas.
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Os cortes dispostos nas laminas foram desparafinados. Para isso foram feitos
dois banhos de xilol durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
foram re-hidratados em dois banhos de &lcool absoluto durante 5 minutos a
temperetura ambiente. Foi feita uma lavagem em agua corrente e dois banhos em
dgua destilada para a hidratacdo total. A recuperacdo antigénica foi realizada
utilizando-se a solugcdo de Citrato monohidratado, pH 6.02 em calor Umido a 98°C
por 40 minutos ou solucdo de Tripsina a 1% em calor Umido a 37°C durante 30

minutos, a depender do anticorpo.

Em seguida, foi necessario esperar os cortes atingirem a temperatura
ambiente, para entdo serem novamente lavados em agua corrente, acompanhados
de duas passagens em &gua destilada e do bloqueio da peroxidase enddgena
tecidual, para o qual foi realizado um banho de 40 minuto protegido da luz.

Bloqueada a peroxidase endogena, as laminas foram lavadas em &gua
corrente e agua destilada para retirada do excesso de H,O; e imersas em solucdo de
PBS/BSA 1% (solucéo salina fosfatada/ soro albumina bovina) sendo dois banhos,
cada um por 5 minutos. Em seguida realizou-se a diluigdo do anticorpo primario com
solugdo redutora de background (Dako Corporation, Carpinteria, USA). Os
anticorpos primarios foram incubados em cuba umida, em temperatura ambiente. Os
anticorpos, diluicdo, recuperacdo antigénica e marca comercial estdo descritos na
Tabelal.

Tabela 1. Anticorpos, diluicdo, recuperacao antigénica e marca comercial.

Anticorpos  Diluicdo Recuperagao Antigénica Marca Comercial

CD-134 1:50 Citrato pH 6,0 Dako Cytomation Glostrup, Dinamarka

Mast-cell 1:50 Tripsina 1% Dako Cytomation Glostrup, Dinamarka

Depois, as amostras foram lavadas e as laminas foram imersas em dois
banhos da solugcdo PBS/BSA 1% durante 5 minutos, para entdo ser aplicado o
polimero do Kit Envision (Dako Corporation, Carpinteria, USA), a temperatura

ambiente durante 30 minutos. Em seguida foi feita uma nova imersdo em solucao
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PBS/BSA 1%. Para a revelacdo da reacdo foi empregado o cromogeno DAB (3,3-
diaminobenzidina, Dako Corporation, Carpinteria, USA) em camera escura por 5

minutos.

Apés nova lavagem com agua destilada, as laminas foram contra-coradas
com hematoxilina de Harris por 15 segundos. Apos desidratacdo e diafanizacéo
seguiu-se a montagem das laminas com colocacado da laminula sobre o tecido para

a conservagao da amostra.

4.6.1. Analise imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimico das células mastocitarias foi realizado
identificando a presenga ou auséncia destas células entre diferentes tumores de
glandula salivar e glandula normal. Foram considerados positivos 0s casos onde as
células mastocitarias exibiram marcagéo de cor castanha (UENO et al., 2000). Para
o anticorpo CD34, foi realizado o exame imuno-histoquimico, identificando a
presenca ou auséncia dos vasos sanguineos com um liumen de até 50 pum nos
diferentes tumores e em glandula salivar normal (WEIDNER et al.,1995; MAEDA et
al., 1995; VIDAL et al., 2013). Foram considerados positivos 0s casos onde as
células endoteliais exibiram marcacdo de cor castanha. Posteriormente, foi
estabelecido o indice angiogénico por meio da determinacdo da microdensidade
vascular (MVC).

A andlise das células marcadas positivamente foi realizada por dois
observadores previamente treinados, através de microscopia de luz de alta definigcéo
(AXIOSTARPLUS, ZEISS, Germany 2008), com um aumento de 400x em 10
campos de maior imunorreatividade (hot spots), evitando areas de inflamacéao e
transferidas para um monitor de video por um sistema computadorizado. Apés a
captura através de uma camera digital (AXIOCAM ICc3, ZEISS, Germany 2008), foi
realizada a contagem manual das células mastocitarias e dos vasos sanguineos
imunomarcados por mm?, utilizando-se de um software (AXIOVISION Rel 4.8,
ZEISS, Germany 2008).
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A quantificacdo das células mastocitarias e vasos sanguineos positivos foi
calculada pela propor¢do do niumero médio de células e vasos po 10 campos para
cada caso. Foi descrito também a localizacdo das células mastocitarias
imunomarcadas nas areas intratumoral e peritumoral dos diferentes tumores. Para
0S vasos sanguineos considerou-se também as células imunopositivas isoladas,
bem como os grupos de células imunopositivas, com um lumen de até 50 pm
localizados preferencialmente em areas intratumorais (WEIDNER et al.,1995,
MAEDA et al., 1995). Em adicdo, foi feito uma comparacédo entre a densidade de

mastocitos e de vasos sanguineos entre os diferentes tumores.

4.7. Estudo do Perfil de Expressado Génica pela Técnica do Quantitative real-
time PCR (qPCR)

A Técnica do gPCR foi desenvolvida no Laboratério de Patologia
Investigativa do Centro Internacional de Pesquisa e Ensino do Hospital A.C.
Camargo (Sdo Paulo). A realizagdo da Técnica qPCR, bem como a andlise dos
resultados obtidos foi supervisionada por pesquisador (C.M.C.C.) com ampla

experiéncia no tema.

4.7.1. Extracdo dos miRNAs das amostras parafinadas

Foram feitos 4 cortes de 5y em cada bloco de parafina contendo o material
bioldgico a ser analisado. Inicialmente, o microtomo foi limpo com xilol e, para cada
corte, foi utilizada uma nova navalha evitando contaminagéo entre os espécimes. Os
cortes foram armazenados em microtubos RNase-free estéril de 1,5mL com o auxilio
de palitos de dente autoclavados. Todo o procedimento foi realizado com EPIs
adequados e luvas para procedimento sem pé. Os microtubos foram identificados e
imediatamente armazenados em temperatura de -80°C até o momento do transporte

em gelo seco para a realizacdo da extracdo do RNA e técnica do qPRC.
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Para o isolamento do microRNA foi utilizado o Kit miRNeasy FFPE Kit
(Quiagen, Tokyo, Japan). Todo o procedimento foi realizado em laboratério
apropriado com temperatura ambiente entre 15 e 25°C. Inicialmente a parafina foi
removida das seccdes cortadas do material através de 1000uL de Solucédo de
Desparafinizagao (xilol), agitadas vigorosamente por 10 segundos e centrifugada por
2 minutos, a 14.000 rpm, em temperatura ambiente para o material depositar-se no
fundo do tubo. Posteriormente foi adicionado 1000 uL de etanol a solucéo, a qual foi
agitada e centrifugada por 2 minutos, a 14.000 rpm, em temperatura ambiente. Todo

o etanol foi removido com o auxilio de uma centrifuga a vacuo.

Foi adicionado ao microtubo 240uL de uma solugcdo tampéo PKD, agitada e
centrifugada por 1 minuto. Ao mesmo microtubo foi adicionado 10 yL de Proteinase
K (Proteinase K, miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Tokyo, Japan), incubou-se a 56°C
por 15 minutos e ap6s 80°C por 15 minutos. Posteriormente o material foi incubado
em gelo por 3 minutos e apods centrifugado por 15 minutos, a 13.500 rpm, em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo
RNase-free de 2mL e submetido ao tratamento com 25uL de reforco de solucéo
tampéo para DNase (DNase Booster Buffer, miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Tokyo,
Japan) e 10 pL de solucdo de DNase (RNase-Free DNase, miRNeasy FFPE Kit,
QIAGEN, Tokyo, Japan). Em seguida, foi adicionado também a amostra 500puL do
Tampao RBC (Buffer RBC, miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Tokyo, Japan) e 1750uL
de etanol com concentracdo de 100%. Setecentos microlitros do sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo e centrifugado por 15 segundos, a 10.000 rpm,
em temperatura ambiente. Neste microtubo o sobrenadante passou por uma coluna
composta por membrana de silica (RNeasy MinElute spin column, miRNeasy FFPE
Kit, QIAGEN, Tokyo, Japan) por qual todo o RNA foi separado dos contaminantes.
Apods, 500 uL do tampédo RPE (Buffer RPE, miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Tokyo,
Japan) foi adicionado a coluna, centrifugado por 15 segundos e, posteriormente, por
2 minutos, a 10.000 rpm, em temperatura ambiente. Por ultimo, o RNA preso a
membrana de silica foi eluido em 25 uL de agua livre de RNase (RNase-Free Water,
miRNeasy FFPE Kit, QIAGEN, Tokyo, Japan), centrifugado por 60 segundos, a
14.000 rpm, em temperatura ambiente e armazenado em temperatura de -80°C .

Para mensurar a quantidade, qualidade e pureza do RNA extraido dos tecidos

parafinados, 1,5 uL do RNA total extraido de cada amostra foi analisado em um
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aparelho de espectofotometria (NanoDrop™, Thermo Scientific, Wilmingtom, USA).
Foi considerada satisfatoria, para tecidos parafinados, uma pureza (A260/280) acima
de 1,5. (LI et al., 2007; PENLAND et al., 2007; Xl et al., 2007)

4.7.2. Transcrigcdo Reversa e DNA complementar (cDNA)

A reacdo de sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir do
RNA extraido das amostras, via transcricdo reversa, utilizandoum kit para a
transcricdo (TagMan MicroRNA RT Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems
Foster City, CA) em conjunto com assays especificos para cada microRNA (TagMan
MicroRNA Assays, Applied Biosystems Foster City, CA). A reagdao foi realizada em
um volume final de 15uL contendo: 9,16ng de amostra (RNA previamente extraido e
diluido em agua RNAse free); 1 uL da enzima MultiScribe Reverse Transcriptase
contida no TagMan MicroRNA RT Reverse Transcription Kit (Applied BiosystemsTM,
Foster 32 City, CA); 1,5 uL de RT Buffer; 0,15 pL de NTP Mix (100mM); 3,0 pL
Primer e 0,19 pL de inibidor de RNAse, de acordo com as instru¢des do fabricante.
As reac0Oes foram incubadas a 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos e 85°C por

5 minutos. O cDNA foi estocado a temperatura de -20°C.

4.7.3. Amplificacdo do cDNA por Reacdes de gPCR

O ensaio de amplificacado foi realizado de acordo com os procedimentos
recomendados pelo fabricante do Kit TagMan Universal PCR Master Mix 2X. A
reagao foi feita em um volume final de 20uL contendo 1,33 pL de cDNA, 10 pL do
TagMan Universal Master Mix 2X, 1 uL de cada ensaio (TagMan MicroRNA Assays)
(Tabela 2) e 7,67uL de agua livre de RNase . A amplificacdo foi realizada no
aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM, Foster 32 City,
CA), seguindo um protocolo de termociclagem em 3 estagios: no primeiro estagio 1
ciclo de 50°C por 2 minuto; no segundo estagio, no qual foi ativada a Ampli
TaqGold, 1 ciclo em 95°C por 10 minutos e, no ultimo estagio, responsavel pela
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desnaturacdo e consequente anelamento e extens&o, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 1 ciclo de 60°C por 1 minuto

A deteccdo dos produtos foi realizada pelo continuo monitoramento do sinal
fluorescente emitido. Os valores quantitativos Cq foram obtidos a partir do ciclo limiar
onde o aumento do sinal fluorescente associado ao crescimento exponencial dos

produtos de PCR comegou a ser detectado.

Tabela 2. Dados dos ensaios dos microRNAs avaliados

MicroRNA Nome do Sequéncia madura Numero de acesso
assay na mirBase
miR-9 hsa-miR-9 UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA MI0000466
miR-16 hsa-miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG MI0000070
miR-17 hsa-miR-17-5p  CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAGU MI0002977
miR-132 hsa-miR-132 UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG MI0000449
miR-195 hsa-miR-195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC MI0000489
mirR-221 hsa-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC MI0000298

* TagMan MicroRNA Assays, Applied BiosystemsTM, Foster 32 City, CA.

4.7.4. Analise da expresséao génica

Apés as corridas de amplificacdo, as quais foram feitas em duplicata, os
valores de Quantification Cycles (Cqgs) foram obtidos com o auxilio do Programa
Operacional 7500 ™System SDS (Applied BiosystemsTM, Foster 32 City, CA).

Para a analise da quantificacao relativa foi utilizado o método comparativo de
2 78AC9 (| IVAK SCHMITTGEN, 2001). A expressdo de cada miRNA foi normalizada
utilizando a média dos valores de C, dos RNAs ribossomais RNU44 e RNU48, os
guais apresentam expressao regular nos tecidos analisados (VANDESOMPELE et
al., 2002; HUGGETT et al., 2005). O valor de Cy normalizado foi obtido utilizando o
valor calculado do C, da amostra de cada tumor subtraido da média dos C, dos

RNU44 e RNU48. Com o valor de Cy normalizado foi realizada uma comparagao
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com ao calibrador escolhido, de acordo com a férmula 2 “22%9, O calibrador foi
composto por um pool de amostras composta por dois casos controle de glandulas
normais. O resultado final foi expresso como aumento ou diminuicdo da expressao

de um gene n vezes quando comparado ao controle (calibrador).
A férmula matematica usada esta descrita abaixo:

AC, alvo = Cg4 alvo — Cq referéncia

AC, calibrador = Cq calibrador — Cq referéncia

AAC4= ACq alvo — AC calibrador

Valor final de expressdo= 2 ~24¢d

Na avaliagdo da expressao dos microRNAs foram utilizados como valores de
referéncia para uma expressao normal quando estes encontrava-se entre 0,5 e 2,0;
acima de 2,0 foram consiserados microRNAs com expressao aumentada e abaixo
de 0,5 foram considerados com uma expressao diminuida. (KOZAKI et al., 2008;
NINOMIYA et al., 2013)

4.8. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados e o
procedimento de andlise dos dados foi realizado com o auxilio do programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) na verséao 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Inicialmente foi realizada a caracterizacdo da amostra através de uma andlise
descritiva dos parametros clinicos. Em seguida, os dados referentes a expressao
génica e imuno-histoquimica foram analisados em relacdo a normalidade, utilizando
o0 Teste Kolmogorov-Smirnov. Como a distribuicdo era significativamente diferente
de uma distribuicdo normal (p<0,05) foram aplicados testes ndo paramétricos,
considerando um p-valor menor que 0,001 para o nivel de significAncia. Para
analisar se as medianas da variavel dependente diferiam entre os grupos estudados
foram utilizados os testes de Mann-Whitney, para dados néo pareados, e Teste de

Wilcoxon, para dados pareados. Para comparar mais de dois grupos de variaveis foi
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utilizado o Teste de Kruskal-Wallis (dados ndo pareados) e realizado um pés-teste, o
Teste de Mann-Whitney utilizando a correlacdo de Bonferroni, de modo a indicar
onde ocorreu a diferenca entre os pares de tumores estudados. Para mensurar a
correlacdo das variaveis densidade de mastécitos, densidade de microvasos e

expressédo dos mMRNAs foi calculada a Correlagéo de Spearman
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo dos parametros clinicos

A presente amostra foi constituida de 31 casos de tumores de glandulas
salivares maiores e menores, que incluiam 11 casos (30,6%) de CAC, nove casos
(25%) de CME e 11 casos (30,6%) de AP (Tabela 3). Adicionalmente, foram
utilizados cinco controles (13,9%) que incluiam dois casos de glandula salivar
normal e trés casos que apresentavam tecido glandular na periferia dos espécimes
de alguns tumores estudados para analise imuno-histoquimica (densidade de
mastoécitos e densidade de microvasos) e dois controles de glandula salivar normal
para analise da expressao génica dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e
miR-221.

Do total de tumores analisados, 22 casos (71%) estavam localizados em
glandulas salivares maiores, tendo como sitio de predilecdo a glandula parétida.
Cinco casos de AP envolviam a glandula parétida, trés casos a glandula
submandibular, dois casos o palato mole e um caso o palato duro. Dos CACs
avaliados, trés casos estavam localizados na glandula paroétida, trés casos na
glandula submandibular, dois casos no labio, um caso no palato duro, um caso em
comissura labial e um caso em mucosa oral em local ndo especificado. O CME
apresentou as maiores dimensdes entre os tumores estudados, sendo que oito
casos deste tumor foram diagnosticados na paro6tida e um caso no palato duro
(Tabela 3).

Os dados da Tabela 3 também mostram que a maioria dos casos de
tumores malignos foi diagnosticada em individuos do sexo masculino e a maioria
dos benignos no sexo feminino. Dos 20 casos de tumores malignos, sete casos de
CAC e sete casos CME ocorreram homens, enquanto que dos 11 casos de AP, nove
deles foram encontrados em mulheres. A relagdo masculino/feminino nos CAC e
CME foi, respectivamente, de 7:4 e 7:2, enquanto que no APs esta relacdo foi de
2:9.
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A idade minima e maxima dos individuos diagnosticados com AP variou de 12
a 67 anos, nos portadores de CAC de 33 a 78 anos, enquanto que no CME est4
variacdo foi de 22 a 59 anos (Tabela 3). A média de idade dos individuos
acometidos por estas neoplasias no momento do diagnostico para o AP, CAC e
CME foram, respectivamente, 45,6 + 17,3; 51,8 £ 14,1 e 38,8 + 13,1anos.
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Tabela 3. Dados clinicos e histopatologicos segundo tipo de tumor de glandula salivar, sexo,
idade, localizacdo anatdmica, tamanho da leséo, padrao histolégico e gradacao histolégica.
Salvador, BA, 2014.

Caso Tipo Sexo Idade Localizagdo anatomica Tarl'lanho da Padrao~h|st.olog|'cc.)/
tumor lesdao (cm) gradacdo histoldgica

01 AP F 21 Glandula parétida 3,5x2x1,5 NA

02 AP F 45 Glandula submandibular 2,2x2x1,8 NA

03 AP F 31 Glandula parétida 7x4,5x2 NA

04 AP M 57 Glandula submandibular 4,3x4x2,3 NA

05 AP F 51 Glandula parétida 4,8x3,5x2,4 NA

06 AP F 55 Glandula submandibular 5x4x3 NA

07 AP F 67 Glandula pardétida 5,5x3,5x2,0 NA

08 AP F 12 Glandula pardétida 3,3x3,2x2 NA

09 AP F 45 Palato mole 2,2x2x1,5 NA

10 AP F 59 Palato mole 4x2,8x2,2 NA

11 AP M 59 Palato duro 2,6x2,2x1,9 NA

12 CAC M 47 Boca/labio 2x0,8x1,5 Cribriforme

13 CAC F 33 Glandula pardétida 5x3,5x2,9 Cribriforme

14 CAC M 73 Glandula submandibular 8,2x5,3x4,5 Cribriforme

15 CAC M 59 Labio superior 3,9x2,7x1,4 Cribriforme

16 CAC M 78 Glandula parétida 4,5x3x2,7 Sélido

17 CAC M 47 Palato duro 3,7x3,2x2,6 Cribriforme

18 CAC F 56 Glandula submandibular 2x1,5x1,5 Cribriforme

19 CAC F 53 Glandula submandibular 2,4x1,6x1,4 Cribriforme e sélido

20 CAC M 42 Mucosa oral 8x6x2,5 Cribriforme

21 CAC M 47 Glandula parétida 5x4x2,2 Tubular

22 CAC F 35 Comissura labial 2 Cribriforme

23 CME M 29 Glandula parétida 3,5 Baixo grau

24 CME M 36 Glandula parétida 13x12,5x8,5 Baixo grau

25 CME F 44 Glandula parétida 6x5x1,7 Grau intermediario

26 CME M 22 Glandula pardtida 6,5x5,5x5 Grau intermediario

27 CME M 48 Glandula pardtida 6,5x5x3,5 Baixo grau

28 CME M 31 Glandula pardtida 4,5x3,5x3,2 Grau intermediario

29 CME M 59 Glandula pardtida 4x3x2 Baixo grau

30 CME M 55 Glandula pardtida 6x4x2,5 Grau intermediario

31 CME F 26 Palato duro 1,5 Baixo grau

Sendo:

AP adenoma pleomoérfico

CAC carcinoma adendide cistico
CME carcinoma mucoepidermaéide
NA — ndo se aplica



54

5.2. Andlise histomorfoldgica

O estudo microscopico dos APs revelou aspecto histoldgico caracteristico
para estas neoplasias, onde o parénquima exibia proliferacdo de células epiteliais e
mioepiteliais, dispostas em lencois sdlidos, corddes e ninhos, com quantidade
variavel de estruturas ductiformes, revestidas por duas ou mais camadas de células,
as quais revelavam frequentemente material eosinofilico amorfo em sua porcao
luminal. O componente epitelial apresentava uma variedade de tipos celulares
incluindo células plasmocitdides, basal6ides, fusiformes, poligonais, cuboidais e

escamaosas.

Os tumores apresentava-se delimitado perifericamente por uma capsula
fibrosa, por vezes delgada e incompleta em seis (54%) dos casos analisados. Foi
possivel observar a infiltracdo da capsula por células tumorais, distribuidas de forma
dispersa ou organizadas principalmente sob a forma de ninhos e corddes,

observando-se penetragdo capsular em cinco casos (45,5%).

A matriz extracelular nestes tumores apresentou-se bastante variavel,
incluindo os tipos hialino, fibroso, mixéide e condroide, sendo observado, nas
glandulas salivares maiores uma maior quantidade de componente estromal.
Normalmente era evidenciado em um mesmo tumor diferentes propor¢cdes de mais
de um tipo estromal. Dos tumores analisados nove (81,8%) casos apresentaram

grande quantidade de componente estromal

Os CACs avaliados apresentavam um arranjo arquitetural caracteristico com
proliferacdo de células epiteliais redondas e cuboidais com nucleos ovais,
hipercromaticos e citoplasma frequentemente escasso. As células proliferantes
apresentavam-se organizadas em espacgos pseudocisticos, estruturas tubulares,
trabeculares, ninhos e corddes, originando os trés padrdes histoldgicos: cribriforme,
tubular e solido. Os casos analisados ora exibiam um exclusivo padréao histolégico
ora se intercalavam em uma mistura com variadas propor¢cées de mais de um
padrdo de crescimento. Dos espécimes analisados, oito casos apresentavam um
padrao cribriforme, um caso o padrao tubular, um caso o padrao sélido e um caso o

padréo predominantemente era cribriforme com areas sélidas (Tabela 3).
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Os CME avaliados apresentavam-se sob a forma de espagos cisticos
revestidos por células mucosas ao lado de células escamosas e intemediérias.
Lencdis, ninhos e ilhas de células epidermdides e intermediarias também eram
vistos. Dos tumores avaliados, 05 foram classificados quanto a gradacéo histolégica

como de baixo grau e 04 como de grau intermediario (Tabela 3).
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5.3. Analise da densidade de mastoécitos

Os mastocitos apresentaram morfologia variavel (oval, alongadas e
arredondadas), estavam localizadas frequentemente proximas a vasos sanguineos.
Os mastocitos também foram detectados ocasionalmente no parénquima de
glandulas salivares normais e em tecido glandular presente na periferia dos

espécimes de alguns dos tumores estudados, utilizados como controles. (Figura 3)

A diferenca de densidade total de mastdcitos foi significativa entre os tumores
e controles (p<0,001, Teste de Kruskal-Wallis) (Tabela 4 e Figura 4). Para as
multiplas comparacfes entre os pares de tumores foi realizado o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney utilizando a correcdo de Bonferroni com o nivel de
significancia a=0,0167 para resultados significativos, sendo observada uma
diferenca significativa na densidade total de mastocitos entre AP e CME (p=0,001) e
entre CAC e CME (p=0,006), sendo que os casos de CME apresentaram a maior
densidade total de células com 10,55 células/mm?, entretanto, n&o foi verificada uma

diferenca significativa na densidade total de mastdcitos entre AP e CAC (p=1,000),

Quando comparada a densidade total de mastécitos entre o grupo de tumores
malignos e benignos nao foi verificada uma diferenca significativa (p=0,095, Teste de
Mann-Whitney) (Figura 5).

Os mastocitos apresentavam-se marcantemente distribuidos em areas
peritumorais de tumores malignos e benignos, bem como, dispersos de forma
heterogénea nos padrdes morfolégicos dos tumores, com excecdo dos APs onde
estas células concentravam-se mais frequentemente na capsula fibrosa. Foi
observada uma diferenca significativa na densidade de mastécitos entre as areas
peritumorais e intratumorais nos grupos de tumores estudados (p<0,001, Teste de
Wilcoxon) (Tabela 5). Aléem disso, também foi verificada uma diferenga significativa
entre a densidade peri e intratumoral de mastocitos no AP (p=0,003), CAC (p=0,003)
e no CME (p=0,008) (Teste de Wilcoxon).

Os dados da Tabela 5 também revelam uma maior densidade de mastdcitos
em areas peritumorais de todos os tipos tumores estudados e especialmente do

CME quando comparado a areas intratumorais. Comparando os multiplos pares de
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tumores utilizando o teste de Mann-Whitney com corre¢gdo de Bonferroni (valor de
significancia a=0,0167) foi observada uma diferenca significativa na densidade de
mastocitos peritumorais entre o AP e o CME (p=0,001) e entre o0 CAC e o CME
(p=0,012), sendo que os casos de CME apresentaram a maior densidade
peritumoral de mastécitos 16,82 células/mm?, seguido do CAC 9,62 células/mm? e
do AP 8,73 células/mm?.

A densidade total de mastécitos no padréo cribriforme do CAC foi de 6,24, no
tubular 7,13, no solido 5,03 e no cribriforme com é&reas sélidas 6,90, ndo sendo
demonstrada diferenca significativa da densidade total de mastécitos entre estes
padrdes histologicos (p=0,926, Teste de Kruskal-Wallis). Além disso, também néo foi
encontrada diferenca significativa quando comparada a densidade de mastocitos em
areas peri (p=0,980, Teste de Kruskal-Wallis) e intratumorais (p=0,841, Teste de

Kruskal-Wallis) dos referidos padrdes.

Quando comparada a densidade total de mastécitos considerando a gradacao
histol6gica do CME, os de baixo grau apresentaram uma densidade de 10,19 e os
de grau intermediario uma densidade de 11,01. Nestes tumores, ndo foi observada
diferencga significativa na densidade total de mastdcitos entre estes dois tipos de
gradacéo histolégica (p=1,000, Teste de Mann-Whitney), bem como, na densidade
de mastadcitos peri (p=0,389, Teste de Mann-Whitney) e intratumoral (p=0,624, Teste
de Mann-Whitney) entre estes graus de gradacao.
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Tabela 4. Densidade de total de mastécitos segundo grupos de controle e tumor.
Salvador, BA, 2014.

Densidade total

Controle/tipo de tumor (células/mm?) p-valor*
Controle 2,12

Adenoma pleomorfico 5,97

Carcinoma adenoide

cistico 6,27 p<0,001
Carcinoma

mucoepidermoide 10,55

* Teste de Kruskal-Wallis

Tabela 5. Densidade de mastocitos em areas peritumorais e intratumorais segundo o
tipo histolégico tumoral. Salvador, BA, 2014.

Densidade Densidade
Tipo de tumor peritumoral intratumoral p-valor*
(células/mm?)  (células/mm?)
Adenoma pleomorfico 8,73 3,22 0,003
Carcinoma adenoide 9.62 2,79 0,003
cistico ’
Carcmor_na B 16,82 4,29 0,008
mucoepidermoide
TOTAL 11,44 3,38 p<0,001

* Teste de Wilcoxon
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benignos. Salvador, BA, 2014
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5.4. Andalise da densidade de microvasos

As células endoteliais apresentaram morfologia alongada ou arredondada e
algumas vezes vasos sem limen eram visualizados principalmente proximos a areas

peritumorais e nos variados padrdes morfolégicos dos tumores estudados. (Figura 6)

A densidade de microvasos foi significativa entre os tumores analisados e
controles (p<0,001, Teste Kruskal-Wallis). Uma maior densidade de microvasos foi
evidenciada nos tumores malignos, especialmente o CME (Tabela 6). Para as
multiplas comparacdes entre os pares foi realizado o teste de Mann-Whitney
utilizando a correcdo de Bonferroni com o valor de a=0,0083 para resultados
significativos, sendo observada uma diferenca significativa na densidade de
microvasos entre o CAC e controles (p<0,001), CME e controles (p=0,001), CAC e
CME (p<0,001), AP e CAC (p<0,001) e finalmente entre AP e CME (p<0,001). Essas
médias de densidade de mastécitos podem ser comparadas na Tabela 6.

Foi observada também uma diferenca significativa na densidade de
microvasos entre os tumores malignos e benignos (p<0,001, Teste Mann-Whitney)
(Figura 7). Entretanto, ndo foi encontrada uma diferenca significativa da densidade
de microvasos entre os padrdes histolégicos do CAC (p=0,707, Teste de Kruskal-
Wallis) ou entre os graus de gradacéo histolégica do CME (p=0,085, Teste de Mann-
Whitney).

Foi demonstrada uma forte correlacédo positiva entre a densidade mastocitaria
e a densidade de microvasos (p=0,601, Coeficiente de Spearman, p<0,001) entre os

tumores de glandula salivar analisados, como pode ser observado no Figura 8.
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Tabela 6. Densidade de microvasos segundo controles e o tipo histolégico tumoral.
Salvador, BA, 2014.

Controle/Tipo de tumor Densidade microvasos p-valor*
Controle 3,06
Adenoma pleomérfico 2,63

< 1
Carcinoma adenoide cistico 10,92 p<0,00
Carcinoma mucoepidermdide 21,53

* Teste de Kruskal-Wallis
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Figura 7. Densidade de microvasos entre tumores malignos e benignos.
Salvador, BA, 2014.
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5.5. Andlise da expressao génica dos microRNA

O perfil da expresséo génica dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e
miR-221 nos tumores de glandula salivar maiores e menores esta apresentado na
Tabela 5.

Pode-se observar uma expressdo aumentada do miR-9 e uma expressao
diminuida dos miR-132, miR-16 e miR-221 na maioria dos tumores estudados
(Figura 9)
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15,00

10,00

Numero de casos de TGS
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miR-9

miR-16
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H expressdao normal
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4,00
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14,00

19,00
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Figura 9. Perfil de expressdo dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221
em TGS (n=31). Salvador, BA, 2014.

Dentre os microRNAs estudados, apenas o miR-9 encontrou-se com uma
expressao aumentada ou superexpresso, especialmente nos casos de adenoma
pleomoérfico (82%) (Figura 10). Em nenhum dos casos estudados (n=31) observou-
se uma expressdo aumentada para 0s miR-16 e miR-221, sendo que para 0 miR-
221, todos os casos de AP e todos os casos de CAC bem como 78% dos casos de
CME apresentaram-se com uma expressdo dimunuida ou subexpressos. Para o
mMiR-16 foi observada uma subexpressdo em todos os casos de CAC, 82% dos
casos de AP e 78% dos casos de CME. (Figura 11)



Tabela 7. Perfil da expresséo génica do miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-192 e

miR-221 em tumores de glandulas salivar. Salvador, 2014.

Expressao microRNA

Tipo tumor mir-9 mirl6 mir-17 mir-132 mir-195 mir-221
CAC 0993 0078 1812 0.656 0.387 0.099
CAC 0796  0.114  0.469 0.405 0.425 0.045
CAC 0232 0720 0.340 0.533 0.054
CAC 0073  0.597 0.204 0.154 0.029
CAC 0413 IS0 1.009 0.498  0.148
CAC 0149 0119 0213 0.374 0.196 0.080
CAC 1.006 | 0.061  0.357 0.136 0.219 0.045
CAC 0125  0.942 0.185 0.479 0.037
CAC 0.094  0.775 0.466 0.297 0.040
CAC 0.304 - 0.710 1.647 0.120
CAC 0.416 0.460 1.329 0.089
CME 0031 0040 0.125 0.097 0.066 0.023
CME 0443 0102  0.285 0.705 0.685 0.101
CME 0166 0198  0.740 1.427 0.396 0.080
CME 0099 0077 0.185 0.150 0.149 0.017
CME 0354 0639 1771 1.616 - 0.168
CME 1707 0.990  0.978 0.580

CME 0.860 0.480 0.966 0.668 0.887 0.134

CME 1.053 0.258 1.087 0.948
CME 1.081 0.297 0.516 0.690 0.232
AP 0.149 0.101 0.242 0.386 0.029
AP 0482  0.198 0.466 137089 0.026
AP 0.140 0.067 0.108 0.915 0.012
AP 1.158 0.610 0.643 0.694 1.142 0.185
AP - 0582  1.241 0.812 1.395 0.238
AP 0.262 0.651 0.335 1.487 0.088
AP 0.617 0.093 0.282 0.362 0.271 0.081
AP 0.445 0.209 0.375 1.336 0.051
AP 0.066 0.049 0.069 1.590 0.018
AP 0.245  0.109 0.295 1339 0.048
AP 0.028 0.019 0.045 0.667 0.008

[ INormal: 0,5>x >2,0 CAC - carcinoma adenoide cistico

B Superexpressos: x > 2,0 CME — carcinoma mucoepidermdide

|:|Subexpressos: x<0,5 AP —adenoma pleomérfico
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FiguralO. Expressdo do miR-9 em adenomas pleomorficos, carcinomas adendides

cisticos e carcinomas mucoepiderméides. Salvador, BA, 2014.
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Figura 11. Comparagdo da expressdo do miR-221 e do miR-16 em carcinomas

adenoides cisticos, carcinomas mucoepidermoides e adenomas pleomorficos.

Salvador, BA, 2014.
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Comparando-se os perfis de expressao de cada microRNA nos subtipos de
tumores estudados, algumas particularidades foram encontradas. Nos casos de
CAC, foi observada a superexpressdo apenas do miR-9 e miR-17 em,
respectivamente, 64% e 27% dos casos. Além disso, foi observada uma
subexpressdo em 100% dos casos de miR-16 e do miR-221, 73% dos casos de
mMiR-132 e do miR-195, 27% dos casos de miR-17 e 9% dos casos de miR-9 (Figura
12).

Carcinoma adendide cistico

12,00

10,00

8,00

6,00

4,00

NUmero de casos de CAC

2,00

miR-9 miR-16 miR-17 miR-132 miR-195 miR-221

M expressao normal M expressdao aumentada d expressao diminuida

Figura 12. Expressdo dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221 em
carcinomas adendides cisticos (n=11). Salvador, BA, 2014.

Entretanto, quando comparamos a expressdo dos mesmos microRNAsS nos
casos de CME, observamos a expressdo diminuida de ambos microRNAS, miR-16
e mir-221, em 78% dos casos, sendo que em nenhum caso de CME teve uma
superexpressao do miR-9, como foi observado nos demais tumores estudados.
(Figura 13)

Nos CME foi observada a superexpressao apenas do miR-195 em 33% dos
casos, do miR-132 em 22% dos casos e do miR-17 em 11% dos casos. Além disso,
foi verificada uma subexpressdo do miR-16 e do miR-221 em 78% dos casos, do
mMiR-9 em 56% dos casos, do miR-17 e do miR-195 em 33% dos casos e do miR-
132 em 22% dos casos, sendo que em nenhum caso de CME observou-se uma

superexpressao do miR-9, como nos demais tumores estudados. (Figura 13).
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Figura 13. Expresséo dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221 em
carcinomas mucoepidermaides. Salvador, BA, 2014.

Nos APs foi observada a superexpressdo apenas do miR-9 em 82% dos
casos de tumores e do miR-195 em 18% dos casos. Nestes tumores foi verificada
uma subexpressado do miR-221 em 100% dos casos, do miR-16 e do miR-132 em
82% dos casos, do miR-17 em 73% dos casos e do miR-195 em 18% dos casos, 0

gual manteve-se mais proximo do controle normal. (Figura 14).
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Figural4. Expressdo dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-221 em
adenomas pleomorficos (n=11). Salvador, BA, 2014.
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A tabela 8 mostra uma diferenca significativa na expressdo do miR-9
(p=0,003), miR-17 (p=0,013), miR-132 (p=0,040) e mir-221 (p=0,032) entre os
tumores e controles (Teste Kruskal-Wallis). Nos demais miRNA estudados nao foram
encontradas diferencas significativas na expressao. Para as multiplas comparacfes
entre os pares de tumores foi realizado o teste de Mann-Whitney utilizando a
corregdo de Bonferroni com o nivel de significancia a=0.0083 para resultados
significativos, sendo observada uma diferenca significativa apenas na expressao
miR-17 entre o0 AP e o CAC (p=0,002) e a expressdo do miR- 9 entre AP e CME
(p<0,001), compo pode ser observado no Figura 15.

*p=%)02

B Média expressao AP

T W Média expressdao CAC

miR-9 6 21

Média expressdo CME

0,5

0,25

0,125

*p<0,001

0,0625

*Teste de Mann-WhitnEy com corre¢do Bonferroni, a=0,0083

Figura 15. Expressdao relativa dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-
221 em adenomas pleomorficos (n=11), carcinomas adendides cisticos (n=11) e
carcinomas mucoepiderméides (n=9) apresentadas em uma escala logaritimca de
base 2. Salvador, BA, 2014.
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Tabela 8. Média geométrica dos niveis de expressdo do miR-9, miR-16, miR-17, miR-132,
miR-195 e miR-221 segundo o tipo histolégico de tumor. Salvador, BA, 2014.

e Carcinoma adenoide Carcinoma

. Adenoma pleomorfico P . . p-valor*

miR cistico mucoepiderméide
Média 95% IC Média 95% IC Média 95% IC

miR-9 15.53 3.02 28.03 6.09 1.60 10.59 0.64 0.20 1.07 p=0.003
miR-16 0.28 0.13 042 0.18 0.09 0.27 0.34 0.10 0.58 p=0.077
miR-17 0.32 0.07 0.57 1.21 0.55 1.88 0.95 0.24 1.66 p=0.013
miR-132 0.34 0.18 0.50 0.44 0.27 0.62 1.19 0.43 1.95 p=0.040
miR-195 1.48 0.73 2.23 0.56 0.23 0.88 1.23 0.34 2.12 p=0.129
miR-221 0.07 0.02 0.12 0.07 0.04 0.09 0.25 0.01 0.49 p=0.032

Média geométrica da expressdo relativa dos tumores

* Teste de Kruskal-Wallis
** Os dois controles apresentaram valor constante 1 para todos os mRNA estudados.

Quando comparados, tumores malignos versus benignos apenas foi
observada uma diferenca significativa na expressdo do miR-9 (p=0,007) e miR-17
(p=0,002) (Teste de Mann-Whitney). (Figura 16)

*p=0,007

-

B Média expressao em tumor benigno

B Média expressao em tumores
malignos

132 miR-195

0,5

0,25

0,125

),0625

*Teste de Mann-Whitney, p=0,007 e p=0,002

Figura 16. Expresséao relativa dos miR-9, miR-16, miR-17, miR-132, miR-195 e miR-
221 em tumores benignos (n=11) e tumores malignos (n=20) apresentadas em uma

escala logaritimca de base 2. Salvador, BA, 2014
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N&o foi observada diferenca significativa na expressao do miR-9 (p=0.251),
miR-16 (p=0.378), miR-17 (p=0.251), miR-132 (p=0.141), miR-195 (p=0.327) e miR-
221 (p=0.139) entre os padrdes histologicos do CAC (Teste Kruskal-Wallis), bem
como, entre a expressdao do miR-9 (p=0.806), miR-16 (p=1.000), miR-17 (p=0.462),
miR-132 (p=0.221), miR-195 (p=0.806) e miR-221 (p=0.806) e os graus de gradacao
histologica do CME (Teste Kruskal-Wallis) (Tabela 7 e Figura 18)

Foi observada uma forte correlacdo negativa apenas entre a expressao do
miR-9 e a densidade de microvasos (p= -0.533, Coeficiente de Spearman, p=0.001),
sendo que os casos de CME apresentaram uma menor superexpressao do miR-9
entretanto, apresentaram uma maior densidade de microvasos, como demonstrado
no Figura 17. Além disso, ndo foi observada nenhum tipo de correlacdo entre a

densidade de mastécitos e a expressdo dos mRNA estudados.
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos o perfil de expressdao de seis microRNAs
relacionados a ativacdo de mastocitos e a angiogénese: miR-9, miR16, miR-17, miR-
132, miR-195 e miR-221; e dois marcadores imuno-histoquimicos, CD-34 e mast

cell tryptase, em uma série de tumores de glandula salivar.

A partir dos nossos resultados, foi possivel observar uma maior densidade de
mastécitos e microvasos na maioria dos tumores estudados quando comparados
aos controles, bem como uma maior quantidade de mastécitos nas areas
peritumorais, além de uma maior densidade de microvasos em tumores malignos,
especialmente no CME. Foi possivel observar também uma diferenca significativa na
expressao dos microRNAs: miR-9, miR-17, miR-132 e miR-221 entre 0s tumores e
os controles. Todavia, apenas o perfil de expressao do miR-9 apresentou correlacao
negativa estatisticamente significante com a densidade de microvasos nos tumores

estudados.

Os mastécitos originam-se de células pluripotentes hematopoiéticas
presentes na medula 6ssea, que ainda indiferenciados, migram para os tecidos e
sofrem maturacdo em dependéncia das condicbes do microambiente. Quando
maduros, colonizam a maioria dos tecidos humanos, sendo encontrados
principalmente na pele e nos tratos respiratorio e digestivo, localizando-se,
principalmente, proximos a vasos e a neurdnios (METCALFE et al., 1997; CONTI et
al., 2007; MALTBY, KHAZAIE, MCNAGNY, 2009; RIBATTI et al., 2012). O papel
destas células é importante e bem descrito nas reacdes alérgicas, na resposta
inflamatoria, reparacdo tecidual, respostas imunes mediadas por células T e,
atualmente, estudos tém associado os mastocitos ao desenvolvimento tumoral
(CH'NG et al., 2006; RIBATTI et al., 2012; MA et al., 2013).

As células mastocitarias, aqui estudadas, foram detectadas em todos os
tumores do presente trabalho. Outros autores também demonstraram a presenca de
mastoécitos em tumores de glandula salivar (KATOPODI et al., 2004; VIDAL et al,
2013) e em diferentes tipos tumorais, como no cancer de préstata (AYDIN et al.,
2002), de ovario(JOHANSSON et al., 2010 ), de pulméo (XIANG et al, 2010), de
figado(JU et al., 2000 ) e em melanomas (TIBOR TOTH et al., 2000) Essas células
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estavam localizadas proximas a vasos sanguineos, como mostram diferentes
trabalhos prévios (CONTI et al., 2007, MALTBY, KHAZAIE E MCNAGNY et al.,2009;
ANTONIADES et al., 2008; VIDAL et al, 2013; KATOPODI et al., 2004 PYZIAK et al., 2013).
Para Maltby, Khazaie e Mcnagny, 2009 a localizacdo dos mastocitos em regides
periféricas dos tumores, sugere que o recrutamento dessas células pode ocorrer de
duas formas: a partir da migracdo dos mastocitos de tecidos vizinhos saudaveis, ou
a partir da migracdo de progenitores das células mastocitarias via vasos sanguineos
préximo ao tumor. Observamos neste trabalho uma concentracdo maior dessas
células nas éareas peritumorais das neoplasias estudadas, independente do tipo
histolégico do tumor. A despeito disso, outros autores também encontraram uma
maior concentracdo dessas ceélulas em areas peritumorais (KANKKUNEN et al.,
1997; TIBOR TOTH et al., 2000; AYDIN et al, 2002; THEOHARIS e CONTI, 2004;
JOHANSSON et al, 2010; MA et al., 2013)

Tibor-Toth et al, 2000 analisaram o papel dos mastocitos no desenvolvimento
tumoral em 35 pacientes com melanoma maligno primario e 20 pacientes com nevos
intradérmicos benignos. Através de analise imunohistoquimica, os autores notaram
uma densidade mastocitaria maior em melanomas (197,6 mastdcitos/mm?) quando
comparada ao nevo intradérmico (95,7 mastécitos/mms?), além de um acumulo
significativamente maior de mastocitos em areas peritumorais quando comparado a
areas intratumorais (197,6 x 13,7 mastdcitos/mm? para mastocitos triptase-positivos
e 71,9 x 3,9 mastdcitos/mm? para triptase-quimase-positivos).

A densidade de mastocitos em tumores tem sido associada com crescimento,
metastases, invasdo e prognostico de diversos tipos de neoplasias benignas e
malignas, que se desenvolvem em 6rgaos como o pulmao (THEOHARIDES, CONTI,
2004; CONTI et al., 2007), rins (MALTBY, KHAZAIE, MCNAGNY, 2009) e pele
(SAIGUSA et al., 2013). Associado a isso, recentemente, MA et al., 2013
demonstrou o papel dos mastocitos nas alteracdes ocorridas no microambiente

tumoral que promoveriam o desenvoltimento do tumor.

No nosso estudo, foi observada uma diferenca significativa entre a densidade
de mastécitos quando foram comparados os controles normais e o CME e, entre
este dltimo e o CAC e o AP, sendo que o CME apresentou as maiores
concentracbes de mastocitos tanto peri quanto intratumorais, sugerindo o possivel

papel dessas células na agressividade tumoral. Tais achados estdo em
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concordancia com um trabalho realizado pelo nosso grupo (VIDAL et al., 2013) o
qual avaliou a densidade de mastocitos e vasos sanguineos em tumores de glandula
salivar e encontraram uma maior concentracdo de mastocitos peritumorais em todos
os tumores estudados. Além disso, quando Vidal et al., 2013 compararam o CME a
outros tumores como o CAC, o AP e O APLG, uma quantidade maior de mastocitos,
tanto peri quanto intratumorais, foram observados nos casos de CME.

Um achado interessante observado no nosso estudo foi a presenca marcante
de células mastocitarias na pseudo-capsula dos AP, as quais parecem contribuir
para a formacgéo dessa estrutura em AP. Um estudo prévio mostrou que as células
mastocitarias contribuiam para a expansdo de tumores odontogénicos benignos
devido, principalmente, a capacidade destas células na sintese de colageno e na
liberacdo de substancias tais como a heparina, acido hialurdnico, proteoglicanos,

enzimas proteoliticas e fator de crescimento de fibroblasto. (PEREIRA et al., 2012)

Em um estudo realizado por Katopodi et al. (2004), a frequéncia e a
distribuicdo de mastécitos em 22 casos de AP de glandula salivar maior e menor
foram analisada. Os autores observaram uma maior concentracdo de mastocitos
peritumorais especialmente em casos de glandula menor, entretanto foram
detectados poucos ou nenhum mastécito em &reas intratumorais. Este Ultimo
achado estd em contraste com nosso estudo, pois nos casos de AP analisados,
apesar de uma maior quantidade de MC peritumorais, especialmente proximos ou
na pesudo-capsula fibrosa destes tumores, também foram observados mastécitos
intratumorais, mesmo que em menor quantidade. Tais achados discrepantes podem
ser justificados pelo método de coloracdo das células mastocitarias, o qual, no
estudo supracitado, foi feito através do método histoquimico. No nosso estudo, foi

utilizanda a técnica de imuno-histoquimca.

O aumento local do tumor, bem como a sua disseminag&do, S0 processos
dependentes do crescimento e suprimento vascular dos tecidos circunvizinhos ao
tumor (TOTH-JAKATICS et al., 2000). A angiogénese é um dos principais fatores
gue contribui para o crescimento da maioria dos tumores benignos e malignos, uma
vez que, para o tumor ultrapassar o tamanho de 2 mm3, € necessario um maior
aporte de oxigénio e nutrientes (FOLKMAN, COLE, ZIMMERMAN, 1966; FOLKMAN
1989). A formacdo de novos vasos facilita a entrada de células tumorais na
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circulacdo, desempenhando papel fundamental na metastase tumoral a distancia
(RIBATTI 2001; CRIVELLATO et al., 2008).

O CD-34 é uma glicoproteina transmembrana presente em células endoteliais
e percussores hematopoiéticos que tem sido empregada para mensurar o indice de
angiogénese em diversas neoplasias, com excelentes resultados de marcacéo.
(TIBOR-TOTH et al, 2000; FOX et al, 2004; SOARES et al, 2007; COSTA et al,
2008; KADEMANI et al., 2009;LUUKKAA et al., 2009; FAUR et al., 2013). De acordo
com os protocolos estabelecidos no consenso internacional acerca de critérios de
avaliacdo em tumores, € um dos principais anticorpos recomendados para a
identificagdo de vasos sanguineos em material parafinado. (BALUK, MCDONALD,
2008; VERMEULEN et al, 2002)

No nosso estudo, o CD-34 foi utilizado como marcador imuno-histoquimico na
analise da microdensidade vascular sendo encontrada uma marcacao positiva em
todos os tumores analisados. Na literatura, varios estudos reportados tém utilizado o
imunomarcador CD-34 na andlise da angiogénse em tumores de glandula salivar
(ZHANG et al., 2005; Sl et al.,, 2007; SOUZA et al, 2007; COSTA et al., 2008;
LUUKKAA et al. 2009; VIDAL et al., 2013; FAUR et al., 2013).

Uma diferenca significatica na densidade de microvasos foi observada no
nosso entudo entre os tumores malignos e benignos, bem como, entre 0s controles
e os tumores. Entretanto, ndo observamos diferencas estatisticamente significantes
na densidade de vasos entre os padrdes histolégicos do CAC e entre os graus de
gradacdo histologica do CME, possivelmente devido ao numero reduzido da
amostra. A despetio desses achados, em um estudo realizado por Shi et al., 2007 foi
avaliada a microdensidade vascular em 75 casos de CME segundo os quais a
angiogénese foi maior nos tumores em estagios mais avancados e de alto grau
histol6gico, bem como em tumores localizados em glandulas salivares menores. A
mesma associacéo foi encontrada no estudo de Zhang, Peng e Chen, 2005, no qual
foram avaliados 80 casos de CAC revelando que o padrao histolégico solido exibiu
maior vascularizacdo que os outros padrdes. Luukkaa et al., 2009 avaliou a MDV em
CAC e CME, relatando um maior intensidade e um maior MDV nos casos de CME
em comparagcdo aos casos de CAC. Souza et al, 2007 ao analisar o marcador

endotelial CD-34 em tumores de glandula salivar encontrou uma maior MDV  nos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baluk%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18519955
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APBG (média 11,3 vasos/mm?), CAC (média 12,9 microvasos/mmz2) e CME (média
17,0 microvasos/mm?2) quando comparados ao AP (média 9,9 microvasos/mmz2),
sendo essa diferenca estatisticamente significante entre o CME e o0s demais

tumores.

No nosso trabalho, foi observada uma maior MDV nos tumores malignos
quando comparados aos controles (3,06microvasos/mm?) e ao AP
(2,63microvasos/mm?), além disso, corroborando com estudos prévios (SOUZA et al,
2007; LUUKKAA et al., 2009; VIDAL et al, 2013), foi observado também uma maior
MDV nos casos de CME (21,53 microvasos/mm?), a qual pode estar associada a
influencia das células mioepiteliais na angiogenese e na agressividade destes
tumores. (SOUZA et al., 2007; COSTA et al., 2008; VIDAL et al, 2013)

Nguyen et al.,, 2000 analisou a influéncia das células mioepiteliais na
angiogenese através de um estudo in vitro. Foi demonstrado neste estudo que as
células mioepiteliais que derivam de diversas neoplasias benignas expressam altas
taxas de inibidores da angiogénese como Inibidor de Metaloproteinase (TIMP1),
receptores soluveis FGF e maspin, e baixas taxas de fatores
angiogénicos (NGUYEN et al.,, 2000). Dessa maneira, comparando-se as
expressdes génicas das linhagens de células ndo mioepiteliais e mioepiteliais, essas
Gltimas apresentam maior expressao de genes pertencentes a classe dos inibidores
angiogénicos e pequena expressao dos fatores angiogénicos (BARSKY e KARLIN,
2006).

No estudo de Vidal et al, 2013, também foi observado uma maior
microdensidade vascular nos casos de CME, sugerindo o0 comportamento agressivo
deste tumor e uma possivel influéncia das células mioepiteliais (falta de
diferenciacdo mioepitelial) na angiogénese e na agressividade dos tumores de
glandula salivar.  Tais achados também foram reportados por Costa et al., 2008
que, ao analisar tumores de glandulas salivares com e sem diferenciacao
mioepitelial, sendo eles respectivamente CAC, carcinoma epitelial mioepitelial e o
CME, evidenciaram que a MDV foi menor no grupo de tumores com diferenciagao
mioepitelial, sugerindo que carcinomas salivares com componente mioepitelial, como

CAC e o carcinoma epitelial mioepitelial poderiam estar associados a um menor
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indice angiogénico em comparacdo com aqueles sem tal diferenciacdo, como o
CME.

Um achado interessante no nosso estudo foi a baixa microdensidade vascular
do AP (média de 2,63 microvasos/mm?2) quando comparado a tumores malignos
como o CAC (média de 10,92 microvasos/mm?) e ao CME (média de 21,53
microvasos/mmz), além de uma maior concentracdo dos microvasos na capsula
fibrosa do AP em relagdo ao interior do tumor. Tal achado corrobora com os dados
encontrados no estudo realizado por Souza et al., 2007 , no qual os autores
relataram que em AP as areas proximas a capsula fibrosa apresentavam uma maior
imunomarcacdo para o CD-34 quando comparados a areas intratumorais. Em um
outro estudo realizado por Soares et al., 2007 os autores compararam a
microdensidade vascular de 10 casos de AP sem transformacdo maligna com 16
casos de carcinoma ex-adenoma pleomoérfico (CXAP) com e sem diferenciacao
mioepitelial. Os autores demonstraram que em AP sem transformacdo maligna os
vasos sanguineos eram raros e geralmente pequenos, entretanto, nos casos
intracapsulares ou minimamente invasores de CXAP a quantidade de vasos era
mais numerosa, sugerindo uma correlacdo positiva entre a angiogénese e 0
desenvolvimento tumoral. Os autores ainda relataram uma menor quantidade de
vasos neoformados no carcinoma ex-adenoma pleomérfico com diferenciacéo
mioepitelial quando comparados ao sem essa diferenciacdo, sendo observado que
nos tumores com diferenciagdo mioepitelial as células neoplasicas geralmente
formavam grandes agregados celulares hipovascularizados. Tais resultados
corroboram com a hipétese de que o microambiente tumoral das células
mioepiteliais poderia estar relacionado com a baixa atividade angiogénica observada
nos tumores. (SOUZA et al., 2007; COSTA et al., 2008)

Um outro achado no nosso estudo foi o forte componente de matriz
extracelular observado nos casos de AP estudados, o que poderia ser atribuido a
significativa reducdo do numero de vasos encontrado nesses tumores quando
comparados aos outros tumores de glandula salivar e aos controles. Para Skalova et
al. 1992 as células mioepiteliais sdo diretamente responsaveis pela formacéao e
variedade estromal do AP. Zhang et al., 2009 ainda sugerem que o0 componete
estromal tem um papel crucial no comportamento bioldgico do AP, observando uma

superexpressao de MMP-2, MMP-9 TIMP-1e TIMP-2 no mioepitélio. Tais achados
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também puderam ser observados em estudos com vasos linfaticos, como reportado
por Soares et al., 2007 os quais, ao compararam a densidade dos vasos linfaticos
em casos de AP e de CXAP em estagios precoces e tardios, observaram um
aumento do numero de vasos na fase tardia sugerindo que o estroma do AP, por ser
produzido pelas préprias células do tumor, ndo continha vasos linfaticos. Além disso,
na fase precoce, o CXAP estd contido dentro do adenoma e, portanto, nestes
tumores, os vasos linfaticos sédo raros ou inexistentes. Entretanto, na fase avancada,
ocorre uma progressiva substituicdo do estroma pelo epitélio tumoral sendo possivel

observar vasos linfaticos no CXAP francamente invasor.

Também, um achado importante no nosso estudo foi a forte correlacédo
positiva entre a densidade mastocitaria e a densidade de microvasos nos tumores
de glandula salivar analisados. Segundo Ribatti et al., 2012 a angiogenése pode ser
induzida e modulada pelos mastécitos, que além de importante fonte de citocinas,
produzem fatores pro-angiogénicos. Os fatores angiogénicos produzidos pelos
mastoécitos sao: fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de
crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), fator de transformacédo do crescimento-beta
(TGF-beta interleucina-8 (IL-8), metaloproteinase-2 (MMP-2), metaloproteinase—9
(MMP-9), fator de crescimento de neurdnios (NGF), fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), angiopoetina-1 (Ang-1), leptina, adrenomedulina, triptase,
guimase, histamina e heparina (CRIVELLATO et al., 2008; RIBATTI et al., 2012).

Em um estudo desenvolvido por Ribatti et al. 2007, os autores
correlacionaram a angiogénese com a densidade de mastécitos positivos para
triptase e para leptina em 14 amostras de pacientes com leiomioma, 14 pacientes
com prolapso genital (controle) e 4 pacientes com cisto ovariano (controle). Os
tecidos foram submetidos a técnica de imunofluorescéncia para triptase e leptina e
imuno-histoquimica com anticorpos anti-triptase, anti-CD31 e anti-leptina. Os
resultados mostraram maior densidade de mastocitos nos leiomiomas, quando
comparados aos controles, e maior densidade de vasos em leiomiomas em relag&o
aos controles. As densidades de mastocitos positivos para triptase e para leptina
foram significantemente maiores no grupo leiomioma em relacdo aos controles,
sugerindo assim que a angiogénese em leiomiomas uterinos esta relacionada a

maior densidade de mastocitos triptase+ e leptina+. (RIBATTI et al, 2007)
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Kankkunen et al. 1997, realizaram a andlise quantitativa dos mastocitos
triptase-positivos (MCry) e triptase-quimase-positivos (MCrq) em 98casos de lesdes
benignas e 30 de lesbes malignas de pulmé&o. Os autores demonstraram quem em
tumores malignos, MCs contendo triptase sdo duas a trés vezes mais numerosos,
além disso, a triptase presente nos granulos dos MCs foi um potente agente
angiogénico. No estudo realizado por Benitez-Bribiesca et al., 2001, foram
analisadas biopsias obtidas de 21 pacientes com cancer e de 63 pacientes com
displasia e carcinoma espinocelular. Os autores evidenciaram o aumento dos MCs
triptase-positivos e a correlagédo positiva deste aumento com a angiogénese tecidual,
sugerindo que os MCs triptase-positivos poderiam atuar na regulacdo da
angiogénese.

Estudos recentes tém demonstrado o papel dos mastécitos na angiogenese
de varios tumores localizados na regido de cabeca e percoco (BENITEZ-
BRIBIESCA, 2001; CHEEMA et al., 2012; PYZIAK, et al., 2013; VIDAL et al, 2013) .
Pyziak et al.,, 2013 avaliaram 47 casos de CECO, através de técnica imuno-
histoquimica utilizando os anticorpos mast cell triptase e CD-31 para a identificacdo
de mastécitos e microvasos, respectivamente. Os autores além de observarem uma
maior concentragcdo de mastocitos em areas peritumorais, também relataram uma
correlacdo positiva signicativa entre a concentragcdo de mastécitos e a densidade
microvascular em areas peri e intratumorais dos casos de CCE orais. Em contraste,
Cheema et al., 2012 ao avaliarem 102 casos de carcinomas escamocelulares orais
graduados em bem, moderadamente e pouco diferenciados, observaram uma
diminuicdo da quantidade de mastdcitos sugerindo uma correlacdo negativa entre a
guantidade de MC e a progressdo do tumor. Entretanto, os mesmos autores
afirmam que esse resultado pode ter ocorrido devido a degranulacdo nos mastocitos
nos estagios mais avancados da doenca, sendo que a falta de granulos nos
mastocitos teria levando a n&o coloragéao pelo azul de toluidina. Ainda para Pyziak
et al., 2013, a técnica empregada na analise de mastécitos pode levar a
interpretacfes equivocadas, os corantes histoquimicos como o azul de toluidina
reduzem o risco de analises errbneas, entretanto, o melhor método continua sendo a

identificagcdo das células mastocitarias através da imunohistoquimica.

Em contraste com os achados de VIDAL et a.l, 2013, no qual ndo foram

detectadas diferencas significativas quando comparada a densidade de mastécitos
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com a densidade de vasos sanguineos em todos os tumores de glandula salivar, os
achados em nosso estudo, demosntraram uma forte correlacdo da angiogenese
tumoral com a densidade mastocitaria nos tumores de glandula salivar estudados. E
possivel que o marcador utilizado no nosso estudo tenha influenciado nesse
resultado, uma vez que Vidal et al., 2013 utilizaram o fator VIII para o estudo em

tumores de glandulas salivares.

O estudo da expressdo génica em tumores de glandula salivar ainda € uma
area pouco explorada e com poucas publicagcdes na literatura atual. Dentre os
métodos de avaliacdo da expressdo génica, o Real Time gPCR associado a

andlises utilizando o método 2%°A4¢

, sugerido por Livak, tém sido amplamente
utilizados em estudos de expressdo génica com resultados positivos na literatura
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001; VANDERSOMPELE et al., 2009; BUSTIN et
al.,2009; WITTWER et al., 2009; GAROFALO e CROCE, 2011; GLUD e
GNIADECKI, 2012; WEN et al., 2013). O método Cq comparativo (2-°2°%) & um
método de quantificacdo relativa que descreve a mudanca na expressao de um gene
alvo em um grupo de amostras estudadas, normalizada com um gene constitutivo,
comparado com um grupo controle (Applied Biosystems User Bulletin N°2 — P/N
4303859). A identificacdo de perfis de expressdes de microRNAs nos diferentes
canceres tem sido importante para o estabelecimento de “assinaturas moleculares”
dos tumores sendo fundamentais na descoberta das vias de regulacédo do cancer e
também no desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico, progndstico e

terapéutica (AQEILAN et al., 2010)

Estudos demonstram que os microRNAs, agentes fundamentais na regulacéo
da expressdo génica, apresentaram alteracdes nos niveis de expressao em alguns
tumores, relacionando esses padries aberrantes de expressao e regulacdo génica
a processos de tumorigénese, iniciagcdo e progressado dos tumores (CALIN et al.,
2006; ESQUELA-KERSCHER e SLACK, 2006; KWAK et al., 2010; IORO e CROCE,
2012; GLUD e GNIADECKI, 2012). Os microRNAs que atuam no processo
neoplasico, dependendo do seu alvo e do tecido em que estado presentes, regulam
negativamente 0s transcritos dos genes supressores de tumor ou dos
oncogenes (KIM et al., 2005). Uma reducdo na transcricdo de alguns microRNAs
pode acelerar uma transformagdo oncogénica enguanto que o aumento de outros

microRNAs pode inativar genes supressores de tumor (ZHANG et al., 2007).


https://mail.google.com/mail/u/0/?shva=1#143dbf7830976366__ENREF_22
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No nosso estudo foram utilizados 31 amostras de tumores de glandula salivar
fixados em formol e embebidos em parafina, que, através da extracdo de RNA
utilizando kits especificos que continham colunas de silica, tiveram seus perfis de
expressao génica avaliados por gPCR. As analises de expressdo génica em material
parafinado, durante muito tempo foram desconsideradas devido as duvidas que
permeavam sobre o efeito da fixacdo no material genético, 0o que poderia
comprometer a qualidade e a veracidade dos resultados. (ARTZ et al., 2011; KOELZ
et al, 2011; ZHANG et al, 2012). Entretanto, a comprovada estabilidade do
microRNA extraido de tecidos parafinados tem proporcionado o desenvolvimento de
uma série de estudos que avaliam o papel dessas moléculas tanto em tecidos
normais quanto em diversas lesdes, tipo o cancer. (Xl et al., 2007; LUI et al., 2007,
HU et al., 2010; ARTZ et al., 2011; ZHANG et al, 2012; KOELZ et al, 2011; HALL et
al., 2012; PATNAIL et al., 2012; MENG et al., 2013; GROELZ et al., 2013; KOLBERT
et al, 2013). Um estudo recente de Peir6-Chova et al., 2013, ao avaliar a
integridade de pequenos RNAs (miRNAs), observou uma alta correlacdo da
deteccdo de mIRNAs entre tecidos parafinados e amostras criopreservadas,
demonstrando o alto grau de estabilidade dessas moléculas, sendo detectados em

varias amostras, independente da qualidade do tecido analisado.

No nosso estudo, microRNAs relacionados a ativagdo de mastécitos, miR-
221, e ao processo de angiogénese, miR-9, miR-16, miR-17, miR-132 e miR-195,
tiveram o perfil de expresséo génica avaliados em 31 casos de TGS. Comparados a
tecidos normais, cinco desses seis microRNAS (miR-16, miR-17, miR-132, miR-195
e miR-221), apresentaram expressao diminuida na maioria dos casos. Tais achados
estdo de acordo com outros autores na literatura, os quais afirmam que na maioria
dos tumores 0s microRNAs encontram-se subexpressos, atuando como supressores
tumorais ligando-se a oncogenes e diminuindo a sua expresséo. (LU et al, 2005;
ZHANG, DAHLBERG et al. 2007; TOMYIAMA, 2010; TIMOSZCZUK, 2012; CHEN et
al., 2012)

Dentre os microRNAs analisados no nosso estudo, apenas o miR-9
apresentou uma forte correlacdo negativa significante com a densidade de vasos
sanguineos nos tumores de glandula salivar analisados. O miR-9, cuja sequéncia de
nucleotideos foi extremamente conservada entre as espécies, assume diversas

funcBes nos vertebrados, como a regulagdo da neurogénese, da apoptose ou da
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angiogénese e pode apresentar um perfil de expressao diferente nas diversas
populacdes celulares (YUVA-AYDEMIR et al., 2011). A subexpressao do miR-9 para
os casos de CME correlacionada ao aumento da angiogénese observada no nosso
estudo, também foi relatada por Zhang et al., 2012. Esses autores avaliaram o perfil
de expressao do miR-9 foi através da extracdo de RNA obtido de material bioldgico
parafinado de 42 casos de neuroblastomas. Observaram também que o miR-9
ligava-se a regido 3’URT do RNAm que codifica a MMP-14. A MMP-14 é uma
metaloproteinase de matriz que tem um papel crucial na remodelacédo e penetracao
da matriz extracelular pelas células tumorais, promovendo invasdo tumoral,
angiogénese e metastase. Os autores ainda observaram, através de cultura de
células, que a superexpressao do miR-9 resultou na diminuicdo da densidade dos
vasos sanguineos positivos para o imunomarcados CD-31, concluindo que o
aumento da expressao do miR-9 estava diretamente ligado a diminuicdo da adeséao,

migragao, invasao e angiogénese em neuroblastomas.

A expressado do miR-9 ja foi estudada previamente por Minor et al., em 2011
em 107 casos de carcinoma de células escamosas de boca e de orofaringe. Este
estudo avaliou as alteracfes genéticas e epigenéticas envolvidas no silenciamento
do miR-9 as quais seriam responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento em
CCE. Os autores concluiram que metilacdes no gene que codifica 0 miR-9 em
células tumorais reduziam a expressdo deste miIRNA e consequentemente a
proliferacéo celular. Assim o miR-9 funcionaria como um supressor tumoral em CCE
de boca e orofaringe inibindo a proliferacdo celular e elevando a expressédo do gene
supressor tumoral PTEN. (MINOR et al., 2011).

Um outro estudo realizado por Cheung et al., 2012, foram analizados 12
mMiRNAs com perfil de expressao aberrante em 48 neoplasias cervicais intraepiteliais
e 51 CCE orais. Diferindo dos resultados supracitados, os autores demonstraram
gue quando comparado a células epiteliais normais, as neoplasias estudadas
apresentaram uma significativa superexpressao do miR-9, a qual estava diretamente
relacionada a patogénese e a progressdo desta doenca. Os autores ainda
comentam que o perfil de expressdo dos miRNAs sao fortes delineadores da
identidade do tecido, sendo capazes de funcionar de forma especifica em diferentes
orgaos e tipos celulares. Tais dados estdo de acordo com MONTICELLI et al., 2013,

pois para esses autores, enquanto alguns miRNAs sdo amplamente expressos em
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um tipo especifico de células ou tecidos, outros exibem uma expressédo limitada

nestes mesmos tecidos ou células.

No nosso estudo, foram observadas diferencas significativas de expresséo do
miR-17 entre os tecidos normais e tumorais e entre AP e CAC, apresentando-se
subexpresso em 73% dos casos e superexpresso em 27% dos casos,
respectivamente. O miR-17 é transcrito em um pre-miRNA de aproximadamente 70
nucleotideos e forma o cluster miR-17-92, um miRNA policistrénico também
chamado de oncomiR-1, bem descrito e estudado na literatura devido a sua atuacao
como oncogene. A exata atividade de cada um dos 6 miRNAs presente no cluster
miR-17-92 ainda nao foi completamente esclarecida (HAAFTEN et al.,, 2010).
Entretanto, alguns autores sugeriram, através de estudos feitos em ratos, que estes
mMiRNAs devem atuar de forma conjunta e sobreposta e a sua acado depende tanto
do tipo celular quanto do contexto fisioloégico. (OLIVE et al., 2010). O miR-17-92
pode ter diversas funcdes no desenvolvimento tumoral, a sua superexpressao pode
ser capaz de mediar o fator VEGF aumentando a angiogénese e proporcionando a
sobrevivéncia de células malignas além de reprimir a apoptose modulada pela
proteina c-myc e encurtar a laténcia do tumor, podendo ainda se ligar ao fator de
transcricdo E2F1 e E2F3 promovendo a proliferacdo celular. (DEWS et al., 2006;
OLIVE et al., 2010).

O perfil expressdo do miR-17 assume um papel controverso em diferentes
tumores, podendo apresentar-se ora subexpresso ora superexpresso (DEWS et al.,
2006; HAAFTEN et al., 2010; OLIVE et al., 2010). Tal fato pode ser justificado devido
ao perfil de expressédo de cada miRNA ser caracteristico e dependente do tipo de
tecido ou célula (O’'CONNEL et al., 2010). Enquanto alguns autores observaram a
superexpressao deste miRNA em diferentes neoplasias (CALIN et al, 2006; OLIVE
et al, 2010), resutados diferentes foram observados em um estudo recente realizado
por Chang et al, 2013, no qual a expressédo do miR-17 foi avaliada em 98 casos de
CCE orais. Chang et al, 2013 observaram uma subexpressdo do miR-17 nos
tumores em estagios mais avancados significativamente associada a um pobre
prognoéstico. Aléem disso, através de culturas de células, os autores reportaram o
decréscimo da capacidade migratoria das células tumorais devido a expressao
aumentada do miR-17, demonstrando a relevancia clinica desse mMIiRNA na

metastase tumoral.
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Um outro microRNA relacionado ao processo de angiogénese e analisado no
nosso estudo foi o miR-132, o qual apresentou diferencas significativas de
expressdo quando comparados aos controles. O miR-132 assume diferentes
funcdes fisioldgicas e é transcito em varios tipos celulares. (ANAND et al, 2011 a).
Recentemente, Anand et al., 2010 demonstraram que o0 processo de formacédo de
novos vasos em patologias poderia ser regulado pelo miR-132. Nesse estudo,
visando identificar os mMiIRNAs responsaveis pela ativacdo da proliferacdo das
células endoteliais, foram usadas células endoteliais umbilicais humanas tratadas
com VEGF ou com bFGF em um modelo de vasculogénese de células embrionérias
indiferenciadas humanas, no qual corpos embriéides (corpos esféricos com grande
guantidade de células em avancado estagio de diferenciacdo) derivados do cultivo
de células tronco embrionarias humanas formavam um endotélio bem definido apos
14 dias de cultivo. Este estudo demosntrou que o miR-132 estava expresso em
células endoteliais ativadas, o qual suprimia a expressdo (silenciava) do
pl20RasGAP permitindo a ativacdo da proteina Ras e promovendo a
neovascularizacdo. Além disso, 0s mesmos autores demonstraram que a
neutralizagdo deste miRNA com o antagomiR-132 suprimiu a angiogénese. (ANAND
et al., 2010). Tais achados corroboram com os observados no nosso estudo, onde
um perfil de expressédo diminuido foi observado em 61% dos tumores de glandula

salivar estudados.

Caporali e Emanueli, 2011 sugerem outros microRNAs, como o miR-16
também teria um papel decisivo na ativacdo de genes envolvidos no processo de
angiogénese. No nosso estudo, apesar de ndo terem sido observadas diferencas
estatisticas na expressao do miR-16 quando comparado aos controles normais, foi
observado a expresséao diminuida deste microRNA em 87% dos tumores de glandula
salivar estudados, sendo que em nenhum dos casos esse MIRNA mostrou-se
sobrerregulado, independente do padrao histologico ou gradacdo do tumor. Esses
dados corrroboram com os achados de Bonci et al., 2008 quem analisaram a
expressao por gPCR do miR-16 e do miR-15 (transcritos juntos no cluster miR-15a —
miR-16-1), em 20 casos de cancer de prostata. Concluiram que, quando
comparados a tecidos normais, aproximadamente 80% dos casos apresentavam

uma regulacédo negativa desses miRNAs.
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Em 2005, Cimmino et al. utlizando ferramentas de bioinformatica,
descobriram que a sequéncia do miR-16 e a sequéncia do RNAm para BLC2
apresentavam pares de bases complementares, sugerindo que a oncopreteina Bcl2
deveria ser um alvo de repressao pos transcricional deste miRNA. Dessa forma, o
miR-16, subexpresso em uma grande maioria de tumores, atuaria como um
supressor tumoral e, alteracdes genéticas envolvidas na regido cromossomal 13q14
onde se localiza, muito comum em varios tumores como no linfoma linfocitico, na
leucemia eu em tumores soOlidos como no cancer de prostata ou no tumor
odontogénico ceratocistico, alterariam o perfil de expressdo deste miRNA e
consequentemente elevariam a expressao da proteina Bcl2 nestes tumores. (CALIN
et al.2006; AQELIAN et al., 2010; DINIZ et al., 2012). A expresséo da Bcl-2, uma
proteina anti-apoptdtica, € capaz de inibir a geracdo de espécies reativas do
oxigénio e a acidificagdo intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana
da mitocéndria impedindo a apoptose. Essa capacidade de resistir a apoptose € uma
das caracteristicas mais marcantes da maioria dos tumores malignos, pois a
expansao clonal de uma célula transformada depende tanto de um descontrole da
sua capacidade proliferativa, como também da crescente incapacidade de morrer
por apoptose. (GRIVICICH et al., 2007). Assim, a expressdo diminuida do miR-16
inversamente correlacionada a superexpressdo da proteina Bcl-2 tem sido
associada a resisténcia a apoptose podendo contribuir para a progressdo dos
tumores (CIMMINO et al., 2005; AQEILAN et al., 2010)

O papel do miR-16 e sua acdo supressora tumoral ao se ligar ao oncogene
BCL2, promovendo a apoptose, proliferacdo e desenvolvimento tumoral ja foi bem
relatado na literatura. Entretanto, um estudo recente relatou também o papel deste
microRNA na angiogénese tumoral.(SUN et al., 2013). Nesse ultimo estudo, as
expressdes do miR-15 e do miR-16 foram avaliadas em 23 casos de mieloma
multiplo. Comparado com individuos saudaveis, a expressdo desses MIRNAs
apresentavam-se extremamente baixa nos estagios de mieloma multiplo avangado,
nesse estagio observa-se o aumento da angiogénese na medula 6ssea. Os autores
comprovaram que a regiao 3’URT do RNAm VEGF é alvo direto dos miR-15 e miR-
16. Observaram também uma relacao inversa entre a expressao destes microRNAs
com os niveis de proteina VEGF, relatando que em células normais, estes miRNAs

reprimiam a expressao da proteina VEGF a nivel de traducao.
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Um outro microRNA analisado no nosso estudo foi o miR-195, entretanto,
nenhuma diferenca significativa foi observada no perfil de expressao deste
microRNA nos tumores entre si, ou entre os tumores e os tecidos normais. Em
contrapartida, foi observado a subexpressdo do miR-195 em 8 casos de CAC, 3
casos de CME e 2 casos de AP. Tais achados estdao em concordancia com o estudo
de Deng et al., 2013 os quais estudaram a expressdao do miR-195 no céncer de
estbmago. O estudo demonstrou que o miR-195 tinha sua expressao reduzida
nesses tumores, devido possivelmente a metilagdo de “ilhas CpG” nos genes
promotores deste miRNA, funcionando como supressor tumoral. Os autores ainda
sugerem que o miR-195 pode atuar regulando negativamente a expressao tanto da
CDK®6, uma proteina envolvida na progressao do ciclo celular, quanto do VEGF, fator

importante na angiogénese e apoptose. (DENG et al., 2013)

Na literatura, poucos estudos tem elucidado o papel dos microRNAs na
ativacdo dos mastocitos e outras células imunes. (O'CONNELL et al., 2010;
MONTICELLI et al., 2013). O’'Connel et al., 2010 relatam que alguns miRNAs tem
um perfil de expresséo tipico em células dos sistema imunolégico, tendo um papel
central na regulacdo do desenvolvimento celular e da fungdo, além disso, os
mesmos autores comentam que a expressdo aberrante destes miRNAs pode
contribuir no desenvolvimento de condi¢cdes patologicas associadas ao sistema
imune, como o cancer ou doencas auto-imunes. Um mesmo miRNA pode exercer
efeitos diferentes nas diferentes linhagens celulares, evidenciando assim que 0s
seus alvos podem diferir entre os diferentes tipos de células. Em algumas células do
sistema imune, miRNAs tem mostrado a capacidade de regular a proliferacdo, as
funcdes efetoras e a diferenciacdo.(O’'CONNEL et al., 2010)

O miR-221 tem dois papéis principais na biologia dos mastécitos: quando nao
ativados, o miR-221 contribui na regulag&o do ciclo celular e para a organizagao do
citoesqueleto destas células; entretanto, quando estimulados, os efeitos do miR-221
contribuem para a regulacédo da degranulacéo, producédo de citocinas e aderéncia
celular. (MAYORAL et al, 2009; MAYORAL et al 2011; CALIN et al., 2013). Estudos
diversos vém apontando o papel importante do miR-221 e o seu homélogo, o miR-
222, como reguladores dos mastocitos, tanto em tecidos normais, como também em
doencas (MAYORAL et al, 2009; MONTICELLI et al, 2011; MAYORAL et al 2011).

No nosso estudo, entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre
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os niveis de expressdo do miR-221 com a densidade mastocitaria nos tumores de
glandula salivar analisados.

Por outro lado, o perfil de expressdo do miR-221 apresentou uma expressao
significativamente diminuida nos tumores de glandula salivar quando comparados
aos controles. Dos tumores estudados, 93,5% dos casos estavam subexpressos,
sendo que nenhum mostrou-se com uma expressdo aumentada. Estes achados
estdo em concordéancia com o estudo realizado por Liu et al., 2009, onde o perfil de
expressédo do mir-221 e miR-222 foi estudado em carcinomas escamocelulares de
lingua sendo observado uma expressao diminuida destes miRNAs. Em um estudo
mais recente realizado por Koelz et al., em 2011, foram analisados os perfis de
expressdo destes dois mIRNAs em 54 tumores do estroma gastrointestinal,
localizados no estomago, intestino delgado, reto, mesentério e esobfago, e
comparados com os tecidos normais correspondentes. Os autores observaram que
a maioria significativa dos tumores apresentavam um baixo nivel de expressao para

estes miRNAs.

Outros estudos, entretanto, demostraram uma expressdo aumentada do miR-
221 em alguns tumores como, hepatocarcinoma, carcinoma papilar de tiredide
(KOELZ et al.,, 2001), glioblastoma (ZHANG et al., 2010); cancer de prostata e
pulmdo (GAROFALO et al, 2013). No estudo realizado por Yang et al, 2011, os
autores analisaram a expressao do miR-221 e miR-222 em 37 casos de carcinoma
de células escamosas orais, localizados principalmente em mucosa jugal, lingua e
gengiva. Dos casos analisados, 46% apresentavam uma expressao aumentada para
o0 miR-221 e 40% para 0 miR-222; entretanto, outros 40% dos casos apresentaram
uma expressdo diminuida para miR-221/miR-222. Esses dados tornam evidente o
papel dual de um mesmo microRNA em diferentes tipos tumorais, podendo agir
tanto como supressores ou como oncogenes, indicando assim, que a funcdo do

mMiRNA esta intimamente relacionado com o contexto celular e com o tipo de tumor.

Por fim, o estudo genético dos microRNAs: miR-9, miR-16, miR-17, miR-132,
miR-195 e miR-221, parece contribuir para o entendimento de algumas das
anormalidades que ocorrem em tumores de glandulas salivares aqui estudados. No
entanto, mais estudos nesse campo S80 necessarios uma vez que os microRNAs

podem ser fortes alvos terapéuticos no futuro.



90

7. CONCLUSOES

Foi observada uma maior quantidade de mastécitos, especialmente aqueles
localizados em areas peritumorais, em todos o0s tumores analisados quando
comparados aos controles.

Foi observada também, uma diferenca significativa de microvasos entre os

tumores benignos e malignos.

O CME apresentou a maior densidade de mastocitos em areas peritumorais e

a maior densidade de microvasos.

Observou-se uma forte correlagdo positiva entre a densidade mastdcitaria e a

densidade de microvasos nos tumores avaliados

Cinco dos seis microRNAS estudados apresentaram um perfil de expressao
diminuido, sendo que uma diferenca significativa no perfil de expressédo dos miR-9,

miR-17, miR-132 e miR-221 foi observada entre os tumores e os controles normais.

Percebeu-se uma forte correlacdo negativa entre o perfil de expressao do

miR-9 e a densidade de microvasos entre tumores analisados.
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