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EXPRESSAO DO HIF1A NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS
BUCAL

Introducio

O carcinoma de células escamosas é a neoplasia maligna mais frequente na regido de cabeca e pescogo,
sendo que 90% dos tumores malignos da cavidade oral sdo oriundos de células escamosas. O carcinoma de células
escamosas bucal (CCEB) representa um dos principais problemas de satde publica em muitas partes do mundo, sendo o
sexto tipo de cancer mais prevalente em homens no Brasil (ZHANG, 2015). Atualmente os fatores de risco mais
descritos para a ocorréncia do CCEB, ¢ o consumo de alcool e tabaco, entretanto, fatores intrinsecos individuais,
também estdo relacionados no desenvolvimento e progndstico do cancer (GUPTA; BAXI; HOYNE, 2017). Os
tratamentos para o CCEB mais utilizados s2o a resseccdo cirlirgica e a radioterapia, podendo ainda, estar associada a
quimioterapia. Tais terapéuticas podem causar morbidades ao paciente, como déficits funcionais e danos estéticos
significativos, incluindo deformidade da face, deficiéncia de fala e degluticio (WARNAKULASURIYA, 2009).

O fator 1-alfa induzivel por hipoxia (HIF-1a) é a principal proteina da via da hipdxia e induz a transcri¢do de varios
genes alvos que promovem adaptacdes a hipdxia, os genes transcritos influenciam no metabolismo celular, na
sobrevivéncia e migra¢do das células, na regulacdo do pH e secrecdo de citocinas que induzem o fenémeno de
angiogénese. Altos niveis de expressdao de HIF-la estdo associados a um pior progndstico em cancer de mama,
carcinoma do trato aerodigestivo superior e cancer colorretal. Além disso, estudos recentes identificaram fungdes
essenciais de microRNAs em varios processos celulares, incluindo a carcinogénese (LANGHAMMER, 2011;
PUISSEGUR, 2011).

Nesse sentido o presente estudo tem como objetivo identificar a expressdo de HIF-1a e miR-210 no carcinoma de
células escamosas bucal.

Material e Métodos

A. Termos éticos

A aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa e um termo de consentimento assinado pelos participantes da pesquisa
foram obtidos (processo numero CAAE 62425316.0.0000.5146).

B. Pacientes

20 pacientes com e sem CCEB foram incluidos no estudo atual. O Grupo 1 foi composto por 10 Pacientes com
CCEB sem nenhum tratamento de céncer ¢ o Grupo 2 foi composto por 10 voluntarios sem CCEB. O critério de
inclusdo para o grupo 1 foi a confirmagdo histopatologica do diagnéstico de CCEB de acordo com os critérios da
Organizacdo Mundial da Satde. Como critério de exclusao, todas as lesdes com envolvimento labial foram excluidas. O
critério de inclusdo do Grupo 2, foi auséncia de cancer bucal. Os critérios de exclusdo foram, individuos que
apresentassem historia médica pregressa de cancer. Mais informagdes sobre os sujeitos estdo dispostas na tabela 1.

C. Amostras de tecido

As amostras do grupo 1 foram 10 lesdes primarias. As amostras do grupo 2 foram tecidos da mucosa oral coletados
durante a cirurgia do terceiro molar. Para todos os grupos, amostras de tecidos de qRT-PCR que apresentaram menor
expressdo endogena ou curva de fusdo incompativel também foram excluidas das analises.

D. Isolamento de RNA e gqRT-PCR
O RNA foi isolado utilizando o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), de acordo com o
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fabricante. O RNA total foi tratado com DNase I, Grau de Amplificagdo (Invitrogen, nimero de cat 18068015,
Carlsbad, CA, EUA) e, em seguida, 1,5 pg de RNA foi transcrito reversamente com o SuperScript® First-Strand
Synthesis System para RT-PCR. Para qRT-PCR, 66 mg do cDNA foram adicionados ao reagente SYBER GREEN (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) com HIF-la. A amplificagdo foi realizada em um sistema StepOne QRT-PCR (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Todas as reagdes foram feitas em triplicado. Beta-Actin foi usado como um
controle endogeno para analise de expressdo génica. Os resultados foram quantificados como valores de Ct, em que Ct
foi definido como o ciclo limite da PCR em que o produto amplificado ¢ detectado pela primeira vez e definido como
expressao relativa do gene (a razdo de alvo / endogeno). qRT-PCR foi analisado por 2 *“AACt.

Para miR-210, um ensaio TagMan foi realizado de acordo com o protocolo do fabricante. RNU44 foi usado como
um controle endégeno para analise miR-210. Todas as rea¢des foram feitas em triplicado. As seguintes etapas de reacao
foram utilizadas para a amplifica¢do: 95 ° C por 10 min., 95 ° C por 15 seg. e 60 ° C por 1 min. Os valores Ct dos
controles endogenos foram subtraidos dos valores Ct dos respectivos alvos para calcular o ACt. Os valores de ACt de
cada grupo experimental foram calculados e convertidos para log de base 2 usando a eq. 2 *“AACt para comparar a
expressdo entre diferentes amostras.

E. Andalise Estatistica

As analises foram realizadas usando SPSS (versdo 18.0) e software GraphPad Prism (versdo 5.0, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os testes de Kolmogorov Smirnov e Shapiro-Wilk foram realizados para avaliar a
distribui¢do dos dados. Apds a defini¢do da distribuicdo dos dados, foi realizado um teste apropriado. A significancia
estatistica foi aceita emp < 0,05.

Resultados e Discussao

A. HIF-1o. apresentou niveis mais elevados em pacientes com CCEB

Para comparar os niveis de HIF-1o. € miR-210 na les@o primaria do CCEB e na mucosa oral, foi realizado o
gRT-PCR. Como resultado, foi observado que o nivel de HIF-1a estava aumentado em pacientes com lesdo primaria de
CCEB em comparagdo a pacientes com a mucosa normal (Fig.1A). Por outro lado, nenhuma diferenca significativa nos
niveis de miR-210 foi observada entre a lesdo de CCEB e a mucosa normal (Fig.1B).

No estudo atual, ndo foram observadas diferencas nos niveis de miR-210 entre o CCEB e a mucosa oral. Por outro
lado, verificou-se que os pacientes com CCEB apresentaram niveis locais e sistémicos mais elevados de HIF-1o em
comparagdo ao grupo controle (pacientes sem CCEB). Além disso, foi demonstrado que o HIF-la promove o
desenvolvimento e metastase de CCEB e ainda, medeia adaptacdo a hipoxia por diminuir ativamente a regulagdo
mitocondrial.

O carcinoma de células escamosas bucal ¢ caracterizado por sua maior incidéncia em todo o mundo. Além disso, o
desenvolvimento e tratamento de CCEB interferem diretamente na capacidade do paciente de falar, se alimentar,
interagir socialmente, etc. (STELZLE, 2013). Assim, compreender totalmente as assinaturas moleculares do CCEB
torna-se necessario para melhores resultados terapéuticos durante o seu tratamento e consequentemente o aumento da
qualidade de vida dos pacientes.

Consideracoes finais

Em conclusdo, é possivel observar que o HIF-1a estd diretamente associado ao carcinoma de células escamosas
bucal, além de ser um fator que induz a hipoxia, aumentando a radiorresisténcia de células cancerosas. Logo, entender a
expressao e fungdo do HIF-1a, bem como os métodos que diminuam a expressdo génica dessa proteina sdo de grande
importancia no tratamento e prognostico do CCEB.
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Figura 1. Expressdo de HIF-1a e miR-210 em pacientes com lesdo primaria CCEB. Em (A) a expresséo de HIF-1a foi maior em
pacientes com CCEB em comparagdo ao controle. Em (B), nenhuma diferenca dos niveis de miR-210 ¢ observada entre CCEB e o
controle.



