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RESUMO

FIGUEIREDO, LB. Regulacdo de genes da familia PPAR por epigenética: contribuicdo a
cuidados com a salde em céancer de cabeca e pescoco. - Dissertacdo (Mestrado) — Pés-
Graduacéo Stricto Sensu em Enfermagem. Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto,
Séo José do Rio Preto, 2023.

Objetivos: Avaliar a regulacdo de genes da familia PPAR em céancer de cabeca e pescoco
(CCP) por meio de mecanimo epigenético. Métodos: Foram cultivadas células de CCP da
cavidade oral (HN13) e hipofaringe (FaDu). Os ensaios de transfeccdo com os mimics (miR-
9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p, controle positivo e negativo) foram realizados em placas de 24
pocos por 48h, contendo cerca de 80.000 células/poco, utilizando 100uL de meio Opti-MEN
(Invitrogen), 500uL de meio DMEM com 1pL de Lipofectamina™ RNAIMAX Tranfection
Reagent (Invitrogen) e 10mM de mimético para cada miRNA. Apds a transfecgdo, extraiu-se
0 RNA total com Tryzol (Applied Biosystems) e proteina com RIPA. A andlise de expressao
génica foi realizada pelo metodo quantitativo de reacdo de cadeia da polimerase (QPCR) para
0 PPARa e PPAR, Tagman™ (Thermo Fisher Scientific) e GAPDH (Thermo Fisher
Scientific) como gene referéncia, comparando ambos em relacdo ao controle negativo
(RQ=1). Como método para analise da expresséo proteica foi realizada a técnica de Western
Blotting (WB) para 0 PPARo. e PPAR,, sequindo as instrugdes de concentragdo do fabricante.
Como normalizador da técnica foi utilizado o anticorpo Beta-actina. Resultados: Os
resultados mostraram que houve uma diminuicdo na expressdo do gene PPARo em células
HN13, com uma reducdo de 40% para 0 miR-9-5p (p=0,031), 30% para 0 miR-17-5p
(p=0,0,35) e 25% para 0 miR-21-5p (0,0,31). Para a linhagem FaDu, a expressdo do PPAR«
foi reduzida apos a transfeccdo de miR-9-5p (50%, p=0,031), seguida por miR-21-5p (25%,
p=0,031) e miR-17-5p (23%, p=0,093), embora, ndo tenha alcancado significancia estatistica
para 0 miR-17-5p. Pela expressao proteica, foi possivel observar que os microRNAS miR-17-
5p e miR-21-5p foi reduzida em relagdo ao controle negativo; enquanto o miR-9-5p a
expressdo foi aumentada. Na linhagem HN13 houve um aumento em relacdo ao grupo
controle da expressdo do PPAR, ap0s transfeccdo de todos os miRNAs, sendo de 85%
(p=0,0878) com 0 miR-9-5p, 263% (p=0,0454) MiR17-5p e 80% (p=0,0335) com 0 miR-21-
5p. O mesmo foi observado na linhagem FaDu, com 80% (p=0,0374) miR-9-5p, 72%
(p=0,0580) miR-17-5p e 25% 9p=0,0365) com o mMiR-21-5p. A expressdo proteica do
PPARa, por WB mostrou reduc¢ao apds a transfec¢do com o miR-17-5p na linhagem HN13,
em torno de 52 kDa. As amostras transfectadas com o miR-9-5p e miR-21-5p ndo
apresentaram reducdo. Conclusdo: Os resultados mostram que o miR-9-5p e 0 miR-21-5p
possivelmente regulam a expressdo do gene PPARa nas linhagens HN13 e FaDu. No entanto,
0 miR-17-5p regula o PPARo apenas na linhagem HN13. Entretanto, a expressdo do PPAR,
ndo foi reduzida apés a transfeccdo de todos os miRNAs. Isso impulsiona a importancia
destes genes relacionados aos processos metabdlicos e de inflamagéo relacionados ao CCP.
Por meio dos resultados, é possivel compreender a importancia fundamental dos
biomarcadores para diagnostico, tratamento e monitoramento de doencas, como no cancer de
cabeca e pescoco, que envolve equipes multidisciplinares, impulsionando avancos cruciais na
salde. O conhecimento deste mecanismo de regulacdo podera contribuir nos cuidados a salde
de pacientes com CCP.

Palavras-Chave: Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissomo; Terapéutica; Cancer
de cabeca e pescogo; Saude; Neoplasias; Expressdo génica
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ABSTRACT

FIGUEIREDO, LB. Regulation of PPAR Family genes by epigenetics: contribution to health
care in head and neck cancer. - Dissertation (Master's Degree) - Stricto Sensu Postgraduate
Program in Nursing. S&o José do Rio Preto Medical School, Sdo José do Rio Preto, 2023.

Objectives: To evaluate the regulation of PPAR family genes in head and neck cancer (HNC)
through epigenetic mechanisms. Methods: HNC cells from the oral cavity (HN13) and
hypopharynx (FaDu) were cultured. The transfection assays with the mimics (miR-9-5p, miR-
17-5p and miR-21-5p, positive and negative control) were carried out in 24-well plates for 48
hours, containing around 80,000 cells/well, using 100pL of Opti-MEN medium (Invitrogen),
500pL of DMEM medium with 1pL of LipofectamineTM RNAIMAX Tranfection Reagent
(Invitrogen) and 10mM of mimic for each miRNA. After transfection, total RNA was
extracted with Tryzol (Applied Biosystems) and protein with RIPA. Gene expression was
analyzed using the quantitative polymerase chain reaction (qPCR) method for PPARa and
PPAR, TagmanTM (Thermo Fisher Scientific) and GAPDH (Thermo Fisher Scientific) as a
reference gene, comparing both to the negative control (RQ=1). As a method for analyzing
protein expression, the Western Blotting (WB) technique was used for PPARa and PPAR,,
following the manufacturer's concentration instructions. Beta-actin antibody was used as a
normalizer for the technique. Results: The results showed that there was a decrease in PPARa
gene expression in HN13 cells, with a 40% reduction for miR-9-5p (p=0.031), 30% for miR-
17-5p (p=0.0.35) and 25% for miR-21-5p (0.0.31). For the FaDu strain, PPARa expression
was reduced after miR-9-5p transfection (50%, p=0.031), followed by miR-21-5p (25%,
p=0.031) and miR-17-5p (23%, p=0.093), although it did not reach statistical significance for
miR-17-5p. Protein expression showed that the microRNAs miR-17-5p and miR-21-5p were
reduced compared to the negative control, while miR-9-5p expression was increased. In the
HN13 strain there was an increase in PPAR, expression compared to the control group after
transfection of all the miRNAs, 85% (p=0.0878) with miR-9-5p, 263% (p=0.0454) miR17-5p
and 80% (p=0.0335) with miR-21-5p. The same was observed in the FaDu strain, with 80%
(p=0.0374) miR-9-5p, 72% (p=0.0580) miR-17-5p and 25% 9p=0.0365) with miR-21-5p. The
protein expression of PPARa by WB showed a reduction after transfection with miR-17-5p in
the HN13 strain, around 52 kDa. Samples transfected with miR-9-5p and miR-21-5p showed
no reduction. Conclusion: The results show that miR-9-5p and miR-21-5p possibly regulate
PPARa gene expression in the HN13 and FaDu lineages. However, miR-17-5p regulates
PPARa only in the HN13 lincage. However, PPAR, expression was not reduced after
transfection of all miRNAs. This highlights the importance of these genes in the metabolic
and inflammatory processes related to CCP. Through the results, it is possible to understand
the fundamental importance of biomarkers for diagnosis, treatment and monitoring of
diseases, such as head and neck cancer, which involves multidisciplinary teams, driving
crucial advances in health. Knowledge of this regulatory mechanism could contribute to the
health care of patients with HNC.

Keywords: Peroxisome proliferator-activated receptors; Therapeutics; Head and neck cancer;
Health; Neoplasms; Gene expression
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RESUMEN

FIGUEIREDO, LB. Regulacion de genes de la familia PPAR por epigenética: contribuicion a
la atencién de la salud em céncer de cabeza y cuello. - Disertacion (Maestria) - Programa de
Posgrado Stricto Sensu en Enfermeria. Facultad de Medicina de S&o José do Rio Preto, S&o
José do Rio Preto, 2023.

Objetivos: Evaluar la regulacién de los genes de la familia PPAR en el cancer de cabeza y
cuello (CCC) a través de mecanismos epigenéticos. Métodos: Se cultivaron células HNC de
la cavidad oral (HN13) y de la hipofaringe (FaDu). Los ensayos de transfeccién con los
mimicos (miR-9-5p, miR-17-5p y miR-21-5p, control positivo y negativo) se llevaron a cabo
en placas de 24 pocillos durante 48 horas, con unas 80.000 células/pocillo, utilizando 100uL
de medio Opti-MEN (Invitrogen), 500pL de medio DMEM con 1pL de reactivo de
transfeccion LipofectamineTM RNAIMAX (Invitrogen) y 10mM de mimico para cada
miARN. Tras la transfeccion, se extrajo el ARN total con Tryzol (Applied Biosystems) y las
proteinas con RIPA. La expresion génica se analizdé mediante el método de reaccion en
cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) para PPARa y PPAR, TagmanTM (Thermo
Fisher Scientific) y GAPDH (Thermo Fisher Scientific) como gen de referencia, comparando
ambos con el control negativo (RQ=1). Se utilizé la técnica Western Blotting (WB) para
analizar la expresion proteica de PPARa y PPAR,, siguiendo las instrucciones de
concentracion del fabricante. Se utilizo el anticuerpo beta-actina como normalizador de la
técnica. Resultados: Los resultados mostraron que se produjo una disminucion de la
expresion del gen PPARa en las células HN13, con una reduccion del 40% para miR-9-5p
(p=0,031), del 30% para miR-17-5p (p=0,0,35) y del 25% para miR-21-5p (0,0,31). En la
cepa FaDu, la expresion de PPARa se redujo tras la transfeccidon de miR-9-5p (50%,
p=0,031), seguida de miR-21-5p (25%, p=0,031) y miR-17-5p (23%, p=0,093), aunque no
alcanzé significacion estadistica para miR-17-5p. La expresion proteica mostréo que los
microARN miR-17-5p y miR-21-5p se redujeron en comparacion con el control negativo,
mientras que la expresion de miR-9-5p aument6. En la cepa HN13 se produjo un aumento de
la expresion de PPAR, en comparacion con el grupo de control tras la transfeccion de todos
los miARN, del 85% (p=0,0878) con miR-9-5p, del 263% (p=0,0454) miR17-5p y del 80%
(p=0,0335) con miR-21-5p. Lo mismo se observd en la cepa FaDu, con un 80% (p=0,0374)
de miR-9-5p, un 72% (p=0,0580) de MiR-17-5p y un 25% 9p=0,0365) de miR-21-5p. La
expresion proteica de PPARo por WB mostrd una reduccion tras la transfeccién con miR-17-
5p en la cepa HN13, en torno a 52 kDa. Las muestras transfectadas con miR-9-5p y miR-21-
5p no mostraron ninguna reduccion. Conclusion: Los resultados muestran que miR-9-5p y
miR-21-5p posiblemente regulan la expresion del gen PPARa en los linajes HN13 y FaDu.
Sin embargo, miR-17-5p regula PPARa s6lo en el linaje HN13. Sin embargo, la expresion de
PPAR, no se redujo tras la transfeccion de todos los miRNAs. Esto subraya la importancia de
estos genes en los procesos metabolicos e inflamatorios relacionados con el CCP. A través de
los resultados, es posible comprender la importancia fundamental de los biomarcadores para
el diagnoéstico, tratamiento y seguimiento de enfermedades, como el cancer de cabeza y
cuello, que implica a equipos multidisciplinares, impulsando avances cruciales en salud. El
conocimiento de este mecanismo regulador podria contribuir al cuidado de la salud de los
pacientes con HNC.

Palabras clave: Receptores activados por proliferadores de peroxisomas; Terapéutica; Cancer
de cabeza y cuello; Salud; Neoplasias; Expresion génica
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1. INTRODUCAO

O cancer de cabega e pescoco (CCP) ocupa a sétima posigdo entre os tipos de cancer
mais frequentes globalmente, registrando anualmente mais de 660.000 novos casos e
resultando em aproximadamente 325.000 6bitos ®. Esta categoria de tumores faz parte de um
conjunto diverso de neoplasias que afetam varias regifes anatdmicas, como a cavidade oral,
laringe, faringe, glandulas salivares, cavidade nasal e seios paranasais 22 (Figura 1).

Com base nas projecdes apresentadas pelo Instituto Nacional de Cancer do Brasil
(INCA) em 2022, estima-se que aproximadamente 23 mil individuos de ambos 0s sexos serdo
afetados por CCP em todo territério brasileiro, no ano de 2023 4.

Para auxiliar no progndstico e diagnéstico, o estadiamento TNM é utilizado para
classificar tumores sdlidos. E um sistema padrdo que melhora o entendimento entre os
profissionais da salde e os permite partilhar de informagdes essenciais para a investigacdo do
cancer. O sistema tem como base avaliar o tamanho do tumor (T), linfonodos regionais (N) e
metéstase a distancia (M), com a finalidade de categorizar com precisdo o estagio de varios
tumores®.

Os tratamentos convecionais para 0 CCP incluem cirurgia, radioterapia (RT) e
quimioterapia (CT). Apesar dos avangos recentes, como terapias direcionadas (inibidores de
checkpoint imunoldgico); as opc¢bes terapeuticas atuais frequentemente ndo alcancam
resultados satisfatorios, apresentando altas taxas de recidiva poOs-operatoria e nenhuma

melhora significativa nas taxas de sobrevida em cinco anos °”.

Regides anatomicas do Cancer de
Cabeca e Pescoco

)
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ed Sl \\
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Figura 1: Sitios anatdmicos relacionados ao cancer de cabeca e pescoco.
Fonte: <https://www.cancer.gov/types/head-and-neck/head-neck-fact-sheet>

Por ser um conjunto variado de canceres originados de diferentes sitios anatémicos, o
CCP é amplamente estudado. Historicamente, o consumo de tabaco e alcool tem sido 0s
principais fatores de risco associados ao CCP. Acredita-se que esses fatores levem a
mudangas moleculares difusas e progressivas no epitélio aparentemente normal &,

Outro fator significativo que contribui para o aumento da incidéncia de CCP em todo o
mundo, especialmente, em paises desenvolvidos, € a infeccdo pelo Papilomavirus Humano
(HPV). Este € um virus de DNA de fita dupla, transmitido principalmente por relagdes
sexuais desprotegidas, que causa infeccdo no epitélio escamoso do corpo humano e é mais
comum em céncer de orofaringe °. Adicionalmente, a predisposicdo genética tem sido
reconhecida como um fator de risco para o surgimento de CCP em um numero cada vez maior
de individuos °.

A busca por terapias inovadoras no tratamento do CCP tem sido uma area intensa nas
questdes medica e cientifica devido a complexidade dessa doenca e assim surgiram estudos
sobre os receptores ativados por proliferados de peroxissomos (PPARs) que foram
descobertos ha cerca de trés décadas e pertencem a familia de receptores hormonais nucleares
(Figura 2). Estes recepetores atuam como fatores de transcri¢do ativos por ligantes, regulando
importantes fungdes metabdlicas *.

Séo divididos em trés subtipos, PPARa (também conhecido como NR1C1), PPARJ
(PPARS ou NR1C2) e PPARy (NR1C3). Cada um deles ¢é codificado por genes especificos

localizados em diferentes cromossomos humanos *2.
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Figura 2: Arvore da grande familia de receptores nucleares.
Fonte: Bookout et al. 2006, p 796.

A estrutura dos PPARs € caracterizada por diversos dominios funcionais. O Dominio
Regulador N-terminal desempenha um papel fundamental ao controlar a atividade do PPAR
em resposta a estimulos. Em seguida, encontramos o Dominio de Ligacdo do DNA (DBD),
que tem a funcdo de se ligar a sequéncias especificas de DNA, regulando assim a expresséo
génica. Logo apos o DBD, observamos a Regido de Dobradica, que serve como uma conexao
estrutural entre 0 DBD e o Dominio de Ligacdo do Ligante (LBD), facilitando a comunicacao
entre esses dominios. O LBD apresenta uma estrutura altamente conservada com uma
configuracdo em forma de "sanduiche", abrigando a cavidade de ligacdo do ligante. Por fim, o
Dominio C-terminal é altamente varidvel em sequéncia entre diferentes receptores nucleares,
conferindo especificidade funcional ao PPAR e desempenhando um papel importante na sua
regulacdo. Essa estrutura modular permite que os PPARs desempenhem fungdes cruciais na
regulagdo da expressdo génica e na resposta a diversos estimulos e ligantes especificos
(Figura 3).
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Figura 3: Esquema da estrutura funcional dos receptores nucleares.
Fonte: <https://www.ub.edu/nurcamein/en/divulgation/taking-apart-a-receptor/>

Os receptores PPAR, incluindo tanto o PPARa quanto o PPAR,, desempenham um
papel crucial na regulagdo do transporte e metabolismo de lipidios. Sua influéncia é notavel
na ativacao de mitocondrias e nas vias de oxidacdo de acidos graxos peroxissomais. O PPAR«
assume a responsabilidade de controlar a transcricdo de genes constitutivos responsaveis pela
codificacdo de enzimas relacionadas ao metabolismo de acidos graxos em cancer oral,
tornando como alvo terapéutico 4. Além disso, 0 PPARa exerce uma acédo inibitdria direta
sobre os genes inflamatorios ativados pelo fator nuclear Kappa B (NF-4B) e reduz a
expressdo da proteina C-reativa, que ¢ induzida pela interleucina 1 (IL-1) *°.

Ha uma pesquisa que indica a diminuicdo da sintese de citocinas pro-inflamatérias,
tais como, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a Interleucina 6 (IL-6) e a Interleucina 1
beta (IL-1p), em macrofagos, através da ativagdo mediada por ligantes do receptor PPAR, 6.

O TNF-o ¢ uma citocina inflamatoria produzida por macréfagos, desempenhando um
papel vital na homeostase imunoldgica e na resposta a infec¢bes. Esta citocina, ao induzir o
fator de transcricdo NF-xB, contribui para a formacdo de um microambiente tumoral com
propriedades pré-tumorigénicas. A ativacdo da via NF-xB pelo TNF-a resulta na promocéo
da proliferacdo celular tumoral e na inibicdo do apoptose, além de facilitar a infiltracdo de
células inflamatdrias no tecido, promover a angiogénese tumoral e aumentar a capacidade de
invasdo e metastase. O TNF-a ativa o complexo enzimatico de quinases IKK, desencadeando
uma cascata de sinalizacdo inflamatoria que leva a degradacdo da IkB e a liberacdo de
dimeros de NF-kB. Esses dimeros, ao se deslocarem para o ndcleo, estimulam genes
relacionados ao aumento da proliferacdo e sobrevivéncia celular. A expressdao de IKK é
fundamental na via pro-inflamatéria e desempenha um papel crucial na ativagdo e expressao

do NF-xB mediada pela TNF-o, conforme evidenciado por estudos recentes (Figuras 4 e 5) 7.
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O PPARy desempenha um papel importante no controle de genes envolvidos em vias
metabdlicas, como a glicose e a biossintese lipidica. A ativacdo do PPARy é observada em
varias células cancerigenas, apresentando propriedades antimetastaticas, antiproliferativas,
antiapoptoéticas e anti-inflamatorias. Evidéncias indicam que o PPARy esta envolvido na
prevencdo do cancer, especialmente, no carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
18_

Assim como em muitos tumores solidos, foi observada uma elevada expressdo de
PPARB e PPARy em CCP %% Além disso, PPARy foi identificado em adenomas
pleomorficos e carcinomas adendides cisticos das glandulas salivares, porém ndo estava
presente nos tecidos saudaveis correspondentes *°.

A ativagdo do PPARy por agonistas (substancia que se liga e ativa receptores
nucleares) pode estimular a diferenciacdo celular, inibir o crescimento e promover a apoptose
em células cancerigenas 2'. Portanto, foram conduzidos testes com ligantes sintéticos do
PPARy como possiveis agentes anticancerigenos € quimiopreventivos em diversos tipos de
tumores, incluindo o CCP. No entanto, o papel preciso do PPARY na carcinogénese e 0S
efeitos dos compostos direcionados a ele ainda ndo foram completamente esclarecidos %%,

De fato, foi comprovado que os ligantes do PPARy impactam a multiplicacdo de
células endoteliais, bem como a sua capacidade de migracdo, o que resulta na regulacdo da
angiogénese. Além disso, os ligantes do PPARy podem ser explorados na terapia do cancer
para direcionar a angiogénese induzida pela hipdxia, embora os mecanismos especificos ainda
permanecam incertos. Uma vez que a angiogénese desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento do tumor, na resisténcia ao tratamento e na disseminacdo metastatica, a
capacidade de controlar a angiogénese por meio dos ligantes do PPARy pode, portanto, ter
desempenhado um papel importante nos beneficios clinicos observados em alguns casos 2.

As células cancerigenas utilizam o metabolismo de lipidios para obter energia,
componentes para suas membranas e moléculas de sinalizagdo essenciais para sustentar a
proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo, metastase em resposta ao ambiente tumoral e a terapia.
Portanto, a desregulacdo do metabolismo lipidico é umas das alteracbes metabolicas mais
predominantes na progressao tumoral °.

Quando ativado, 0 PPAR« estimula a expressdo de genes relacionados na oxidagéo
dos acidos graxos, facilitando a quebra destes em unidades de energia como o acetil-coA ,
processo chamado de B-oxidacdo. O acetil-coA é transporta até a mitocondria onde participa

do ciclo de Krebs e da cadeia respiratéria, produzindo ATP. Dessa forma, 0 PPAR« otimiza a
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utilizacdo de &cidos graxos como fonte de energia, desempenhando um papel vital no
metabolismo energético %°.

Como as neoplasias podem surgir de diversos tipos de células e por diferentes
mecanismos patoldgicos e é natural que existam muitos tipos de cancer com caracteristicas
variadas. Um diagndstico preciso € crucial para um tratamento eficaz. O microRNA (miRNA)
tem sido utilizado com sucesso para diagnosticar canceres especificos como pulméo, mama,
colorretal, ovéarios e cervical. A pesquisa atual permite identificacdo ampla e especializada,
até mesmo para cancer de origem desconhecida 3.

As regulagbes transcricionais e epigenéticas surgiram como componentes

fundamentais na determiancdo fisiologica do metabolismo celular. Estimulos internos ou
externos podem alterar o caminho celular, reorganizando a estrutura da cromatina e,
consequentemente, resultando na expressdo ou repressao génica. Este processo permite que as
células adquiram modificacdes epigenéticas associadas a caracteristicas tumorais °. Estes
mecanismos epigenéticos incluem metilagdo do DNA, modificagdo nas histonas e RNA néo-
codificante (miRNA), que tém a capacidade de regular a expressdo génica sem modificar a
sequéncia do DNA %,
Os miRNAs sdo pequenos RNAs ndo codificadores de proteinas, compostos por
aproximadamente 18 a 22 nucleotideos 23, Sua biogénese ocorre no nicleo e, posteriormente,
sdo transportados para o citoplasma para processos adicionais. A diversidade de miRNAs
humanos é ampla, e a maioria deles podem regular a expressdo de varios genes 2°. Eles tém
um papel importante em fungdes bioldgicas, como embriogénese, desenvolvimento celular e
homeostase. Além disso, também estdo implicados na tumorigénese e no desenvolvimento do
cancer ’.
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Figura 4: Representagdo da via de sinalizacdo PPAR« / PPARy / NF-xB sem a influéncia
regulatéria dos microRNAS. Fonte: Perez et al, 2023
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Figura 5: Representacdo da via de sinalizacdo PPAR« / PPARy / NF-kB com a influéncia
regulatoria dos microRNAs. Fonte: Perez et al, 2023

A biogénese dos miRNAs envolve uma serie de etapas coordenadas que resultam na
formacdo de um pequeno RNA funcional. Este processo comega com a transcricdo de um pri-
mMiRNA (miRNA primitivo) pela RNA polymerase Il (Pol II) no ndcleo celular. Uma vez
transcrita, a molécula de pri-miRNA passa por um processo de clivagem, ocorrendo gracgas a
acdo de uma enzima complexa conhecida como microprocessador (Drosha-DGCR8). Este
evento de clivagem leva a formacdo do pré-miRNA, uma estrutura intermediaria. Este é ,
entdo, transportado do nucleo para o citoplasma por uma proteina denominada Exportina 5

(Exp5), que faz parte da familia de receptores de transporte nuclear (Figura 6) 2.
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Figura 6: Esquema da biogénese de microRNAs. Fonte: Plasticity-related microRNA and
their potential contribution to the maintenance of long-term potentiation. Brigid Ryan, Greig
Joilin and Joanna M. Williams. Front. Mol. Neurosci., 23 February 2015.
https://doi.org/10.3389/fnmol.2015.00004.

Chegando ao citoplasma, o pré-miRNA passa por outra clivagem, agora executada
pela enzima Dicer. Essa clivagem remova um loop terminal, gerando um pequeno RNA de
fita dupla, conhecido como miRNA duplex. O préximo passo envolve a selecdo de uma das
fitas do miRNA duplex para ser carregada em uma proteina da familia Argonauta, geralmente,
referida como Ago. ApOs essa carga, ocorre a remocao da fita complementar aquela que
permanecera funcional, ou seja, a fita passageira é eliminada. Isso resulta na formacédo do
miRNA maduro de fita simples. Este miRNA desempenha um papel crucial na regulacdo da
expressdo génica. Ele € capaz de orientar a proteina Ago, formando o chamado complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC), para alvos de RNA que possuem sequéncias
complementares ao miRNA. Um vez que o RISC se liga a esses alvos, ocorre a clivagem do
RNA alvo ou a inibicdo da traducdo, resultando em uma regulacdo negativa da expresdo
génica 2.

O miRNA miR-21-5p é amplamente investigado no CCP, sendo um dos mais
frequentes entre eles e de grande importancia, devido a sua superexpressdo em diversos tipos
de cancer. Dessa maneira, intensos estudos sobre suas fungdes e potenciais aplicacbes como
biomarcador e alvo terapéutico tém sido investigados /. Outro miRNA de relevancia no CCP é
0 miR-9-5p, que frequentemente apresenta desregulacdo para esta doenca. Estudos tém

evidenciado que a superexpressdo do miR-9-5p esta associada a uma maior sobrevida em
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pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) nasossinusal, sugerindo que este miRNA possa
ser um biomarcador valioso para predizer a resposta a radioquimioterapia ’.

Foi observado que o miR-17-5p estd implicado em diversos tipos de céanceres,
incluindo pancreatico, gastrico, de bexiga, hepatocelular, de mama, pulmonar e cervical, e
desempenha um papel significativo na regulacdo do ciclo celular. Anélises demonstraram
niveis elevados de expressdo do miR-17-5p nos tecidos de carcinoma nasofaringe em
comparagdo com o grupo controle. Além disso, verificou-se um aumento na expressdo do
miR-17-5p no sangue de pacientes com céncer de nasofaringe ’.

Vale a pena ressaltar que o CCP faz parte de um grupo heterogéneo de neoplasias
malignas que afetam diversas estruturas anatdmicas. Representando um desafio significativo
para saude publica. Esse tipo de cancer é frequentemente diagnosticado em estagios
avancados da doenca, 0 que reduz a eficacia dos tratamentos e diminui a qualidade de vida
dos pacientes. Neste contexto, a pesquisa voltada para a compreensdo dos mecanismos
moleculares subjacentes a esta doenca é crucial para desenvolver abordagens terapéuticas
mais eficazes. A investigacdo dos genes PPARa e PPARy, bem como, dos miRNAs, surgem
como uma estratégia promissora devido a sua influéncia na carcinogénese e progressao

tumoral.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

A partir das evidéncias apresentadas, o propésito deste estudo foi avaliar a expresséo
dos genes PPAR« e PPARy em linhagens celulares de cancer de cabeca e pescogo (CCP),
apos a transfecgdo por meio de miRNAs.
2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a expressao e regulacdo dos genes PPAR«/ PPARy nas linhagens celulares
de cancer de cabeca e pescoco (CCP) HN13 e FaDu por meio dos miRNAs hsa-miR-9-5p,
hsa-miR-17-5p e hsa-miR-21-5p;

- Estabelecer correlagdes entre a expressdo dos miRNAS e a expressao dos genes
PPARa/ PPARy;

- Quantificar a expressao proteica de PPAR«/ PPARy, apos transfeccdo, nas duas

linhagens celulares de CCP.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Analises de Bioinformética
Foram realizadas analises nos bancos de dados The Cancer Genome Atlas Program

(TCGA) por meio do portal UAL-CAN (disponivel https://ualcan.path.uab.edu/analysis.html)

28 para identificar o perfil de expressdo dos genes PPAR«z e PPARy em amostras de CCP em
relacdo as amostras normais. Estes dados compreenderam andlises de acordo com a

classificagdo do tumor e sobrevida para cada um dos genes estudados.

3.2 Cultivo e manutencao de células

As linhagens selecionadas para cultivo nesse estudo foram a HN13 (oral squamous
cell carcinoma)®® e a FaDu (hypopharyngeal carcinoma)®®, em que ambas as linhagens
representam CCP na cavidade oral e hipofaringe, respectivamente.

As células foram mantidas e cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? e 75 cm?
contendo meio de cultura DMEM high glicose (Gibco), suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (Gibco), 100U/mL de Penicilina sédica e 100 mg/MI de Estreptomicina (Gibco) e 1%
de L-glutamina (Gibco), a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. O meio de cultura dos
frascos foi trocado a cada trés dias, ou conforme a necessidade. As células foram tripsinizadas
ao atingirem 80% de confluéncia nos frascos de cultura, e 0 nimero de células necessario para
a transfeccdo foi obtido na terceira passagem nas duas linhagens celulares (HN13 e FaDu).
Logo depois, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x e foi adicionada
Tripsina/EDTA (0,125%/0,05%). A tripsinizacdo foi interrompida pela adicdo de meio de
cultura completo. As celulas foram entdo distribuidas em novos frascos para serem
armazenadas ou utilizadas na repeticdo dos experimentos.

3.3 Protocolo de Transfecgdo


https://ualcan.path.uab.edu/analysis.html)
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A transfeccdo foi realizada em placas de 24 pocos contendo aproximadamente 80.000
células, 496 puL de meio DMEM sem antibiético, 100 pL de Opti-MEM (Invitrogen), 10mM
de mirVana™ miRNA Mimic Controle Negativo (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) ou
miRNA mimic Controle Positivo (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) ou 0s mimics
“mirVana® miRNA mimic hsa-miR-9-5p (MC10022 Thermo Scientific, Waltham, MA,
EUA) ou “mirVana® miRNA mimic hsa-miR-17-5p (MC12412 Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA)” ou “mirVana® miRNA mimic hsa-miR-21-5p (MC10206 Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) e 1uL de Lipofectamina RNAiMax (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).
As placas foram incubadas a 37C" em 5% de CO2 atmosfera por 48 horas. Depois das
primeiras 24 horas, foi realizada a troca do meio das placas. Apds o tempo de incubacéo, as
células foram coletadas para extragdo de RNA e proteina, com posterior analise da expressdo
génica, de miRNAs e de proteinas. Foram realizados trés experimentos independentes,

seguindo as mesmas condicdes experimentais.

3.4 Expressao génica e de microRNA

O RNA total foi extraido da cultura de células com Trizol (Invitrogen), de acordo
instrucdes do fabricante. As amostras de RNA foram quantificadas utilizando o equipamento
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). O cDNA foi obtido usando
20 pL de reacdo contendo 1 pug de RNA total, por meio do kit High Capacity cDNA Archive
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), seguindo instru¢cdes do fabricante. Foi utilizado o
kit TagMan - MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA)
para a obtencdo de cDNA a partir dos miRNASs nas amostras. As analises de expressdo génica
e de miRNAs foram realizadas em duplicata. A técnica de PCR quantitativo em tempo real
(qPCR) foi realizada para quantificar a expressao dos genes e dos miRNAs, utilizando sondas

Tagman MGB ligadas ao fluoréforo FAM (Applied Biosystems) para 0s genes PPAR«
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(Hs00947538_m1) e PPAR, (Hs01115510_m1l) e para os miRNAs estudados, segundo as
instrucdes do fabricante.

Para normalizar a expressdo do miRNA dos genes PPAR« e PPAR,, foram avaliados
dois genes de referéncia: GAPDH (Hs99999905 ml1) e RPLPO (Hs00420895 gH). Para
normalizacdo da expressdo dos miRNAs hsa-miR-9-5p (Id: 000583), hsa-miR-17-5p (Id:
2308), hsa-miR-21-5p (1d: 000397), e hsa-miR-1 [(controle positivo) Id: 002222] foi utilizado
0 controle endégeno RNU48 (Id: 001006). As expressdes génicas e dos miRNAs foram

normalizadas com a quantificacdo relativa das amostras do controle negativo (RQ=1).

3.5 Analise da expressao génica

A quantificagdo do RNA e miRNA nas amostras utilizou os valores de Ct pela formula
2°42Ct Para cada amostra, o valor de ACt foi determinado, subtraindo a média das duplicatas
dos valores de Ct do gene ou miRNA de interesse, da média das duplicatas dos valores de Ct
do gene ou miRNA referéncia. Posteriormente, para determinar o AACt, o valor de ACt de
cada amostra foi subtraido do valor da média de ACt das amostras normais. Este ltimo valor
foi adicionado a formula 224t e para cada amostra a quantidade de transcrito (N vezes > ou <

que o normal) 3L,

3.6 Extracdo e expressao Proteica

A proteina total foi extraida das células, apds transfeccdo, usando tampédo RIPA
(Sigma Aldrich, San Louis, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. As amostras de
proteina foram quantificadas usando o BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). Posteriormente, as amostras foram submetidas a técnica de Western
Blotting (WB) para analise de expressdo proteica, com aplicacdo de 25ug de proteina de cada

amostra. A proteina PPARa foi detectada usando o anticorpo primério policlonal PPAR Alpha
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(Invitrogen, Waltham, MA, EUA PA1-822A), diluido na propor¢do de 1:500. O anticorpo
secundario correspondente (Anti-rabbit Abcam, Cambridge, UK ab97051) foi usado na
diluichio de 1:5000. Como controle enddgeno foi utilizado o anticorpo p-actina
(15G5A11/E2). A deteccdo foi realizada por quimioluminescéncia por meio do reagente ECL
Select Western Blotting Detection (GE Healthcare), no equipamento e Software Fusion FX

Vilber Lourmat.

3.7 Analise Estatistica

Para analise de expressdo de RNA foi utilizado o teste T para dados com distribuicédo
normal ou teste de Wilcoxon para dados ndo paramétricos. Foi utilizada correlacdo de
Spearman para avaliar a relacéo entre os niveis de expressdo de miRNA e mRNA. Valores de
p<0,05 foram considerados significantes. Foram realizadas, também, uma correlacdo entre 0s
mMiRNASs e 0s niveis de expressdo do gene PPAR« e PPARy. As analises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism verséo 8.
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4. RESULTADOS

4.1 Bioinformatica

A andlise realizada no TCGA? demonstrou que a expressdo do gene PPARy (Figura
7b) €é reduzida em amostras de tumores primarios de CCP em comparacdo ao tecido normal
(p<0,05), enquanto que para o0 gene PPARa ndo houve diferenca (Figura 7a).
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Figura 7: Dados de expressdo do TCGA do PPARa (a) € PPARy (b) em CCP, comparando
com tecido normal e tumor. *Valor p<0,05.

Ao comparar a expressdo dos genes PPARa € PPARy de acordo com os diferentes
estdgios do tumor, classificados como bem diferenciados (Grau 1), moderadamente
diferenciados (Grau 2), pouco diferenciados (Grau 3) e ndo diferenciados (Grau 4). Observou-
se significancia estatistica ao se comparar estes niveis de expressdo com as células normais
(Figura 8).

A anélise da expressdo do gene PPARa (a) em tecidos normais revelou aumento da
expressdo apenas no estagio de grau 4 (p=0,008), a0 passo que no grau 1 demonstrou
significancia no grau 2 (p=0,00005), 3 (p=0,0001) e 4 (p=0,0001). Em relacdo a expressdo do
PPARy observou-se significancia do tecido normal nos graus 1 (p=0,0000001), 2 (p=0,00001)
e 3 (p=0,0000004), enquanto o grau 1 apresentou com os estagios 2 (p=0,00006), 3
(p=0,0002) e 4 (p=0,0002).
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Figura 8: Expressdo dos genes do banco de dados do TCGA para os genes PPARo. () e
PPARy (b), comparando os diferentes estagios tumorais em relagdo ao tecido normal.
*Considerado p<0,05.

4.2 Transfeccao

A eficiéncia da transfecgédo foi analisada por meio da expresséo do gene TWF1 (PTK9)
nas amostras transfectadas com controle positivo. Apds a técnica, 0s niveis de expressdo do
TWF1 em relacdo ao controle negativo foi reduzida em 99% (RQ = 0,003) na linhagem HN13
e de aproximadamente 46% (RQ = 0,540) na linhagem FADu.

A analise da expressdo génica, para a linhagem HN13 mostrou reducdo na expressao
do gene PPARa de 40% (p=0,031), apos a transfeccdo com miR-9-5p, 30% (p=0,035) com
miR-17-5p e 25% (p=0,031) com miR-21-5p (Figura 9).
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Figura 9: Expressdo relativa do PPARa ap6s a transfeccdo com os microRNAs miR-9-5p,
mMiR-17-5p e miR-21-5p na linhagem HN13. *Valor de p<0,05.

Para a linhagem FaDu a maior reducdo na expressdo do PPARa observada foi apos a

transfeccdo com miR-9-5p, seguida do miR-21-5p e por ultimo 0 miR-17-5p. Essa reducéo foi
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significante apenas apds a transfeccdo com miR-9-5p e miR-21-5p, com reducdo de 50%
(p=0,031) e 25% (p=0,031), respectivamente. Nas células transfectadas com miR-17-5p
observou-se uma redugdo de 23%, embora, néo estatisticamente significante (p=0,93) (Figura
10).
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Figura 10: Expressao relativa ao PPARa ap0s a transfeccdo com os miRNAs miR-9-5p, miR-
17-5p e miR-21-5p na linhagem FaDu. *Valor de p<0,05.

Apos a transfeccdo com 0s miRNAS, observou-se um aumento na expressdo do gene
PPARy em todas as linhagens celulares testadas, incluindo HN13, em resposta a introducéao
dos miRNAs miR-9-5p (p=0,0878), miR-17-5p (p=0,0454) e miR-21-5p (p=0,0335) (Figura
10).
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Figura 11: Expressao relativa ao PPARy ap0s a transfeccdo com 0s microRNAs miR-9-5p,
miR-17-5p e miR-21-5p na linhagem HN13. *Valor de p<0,05.

Os resultados da analise da expressdo do gene PPARy revelaram que a regulagdo desse
gene por meio dos miRNAs miR-9-5p (p=0,0374), miR-17-5p (p=0,0580) e miR-21-5p
(p=0,0365) especificos ndo ocorreu na linhagem celular FaDu como visto também na
linhagem HN13 (Figura 12). Em contraste com o PPARa, em que a regulagdo por estes
miRNAs foi evidente, as linhagens FaDu e HN13 apresentaram notaveis resisténcias a este

mecanismo de regulacdo da expressdo do PPARy.
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Figura 12: Expressdo relativa ao PPARy ap06s a transfecgdo com os miRNAs miR-9-5p, miR-
17-5p e miR-21-5p na linhagem FaDu. *Valor de p<0,05.

4.3 Expressao proteica apods transfeccdo

Foi empregada a técnica de Western Blotting (WB) para analisar a expressao proteica
do PPARa (PPAR alpha Polyclonal Antibody PA1-822A, Thermo Fisher Scientific),
seguindo as instrucdes de concentracdo do fabricante. Como normalizador da técnica de
expressdo proteica utilizou-se o anticorpo da p-actina (15G5A11/E2). Notou-se uma
diminuicdo na expressdo da proteina PPARa apos transfec¢do dos miRNAs miR-17-5p e
miR-21-5p em relacdo ao controle negativo, enquanto a expressdao da proteina com miR-9-5p
aumentou. No entanto, apenas a transfeccdo com miR-17-5p na linhagem HN13 resultou em
uma reducdo na expressdo proteica do PPARa, visualizada no WB em torno de 52 kDa
(Figura 13).

As amostras transfectadas com miR-9-5p e 0 miR-21-5p ndo apresentaram reducao.

Para as amostras de FaDu ndo foi possivel observar a expressdo do PPARGo.
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Figura 13: Expressdo proteica PPARa (52 kDa) e da Beta-actina (42 kDa), referente
ao controle negativo e as amostras transfectadas com o miR-9-5p, miR-17-5p e miR21-5p na

linhagem HN13.

4.4 Dificuldades encontradas
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Até 0 momento, a conclusdo da técnica de Western Blotting com o gene PPARy na
linhagem celular FaDu tem sido desafiadora devido & dificuldade de observar claramente as
bandas na membrana. E relevante ressaltar que este estudo continuara a anélise das proteinas
restantes, o que é essencial para a posterior publicacdo do artigo. Além disso, existe a
possibilidade de incluir ou alterar novas linhagens celulares de CCP no estudo.
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5. DISCUSSAO

A abordagem do cancer de cabega e pescoco (CCP) como um processo heterogéneo,
envolvendo desde mutacBes genéticas causadas por agentes cancerigenos até a desregulacdo
dos processos metabdlicos; enfatiza a complexidade dessa doenga. A identificacdo do
tabagismo como um fator causal primario destaca a necessidade de prevencdo e
conscientizagdo sobre o0s riscos associados ao tabaco. Além disso, a referéncia a busca por
mecanismos epigenéticos nas células cancerosas reflete 0s avancos na pesquisa biomédica,
abrindo portas para terapias mais personalizadas e eficazes. Este entendimento holistico do
CCP ¢ crucial para desenvolver estratégias de prevencdo, diagnostico precoce e tratamento
mais eficazes, com o objetivo de melhorar as perspectivas de pacientes afetados por esta
complexa doenga 32,

Os dados do TCGA?® revelam que, em compara¢do com o tecido normal, a analise
deste estudo demonstrou uma maior expressao do gene PPARy em tumores primarios de CCP,
enquanto a expressao de PPARa ndo apresentou diferencas significativas.

Os tumores de CCP podem ser classificados em diferentes estagios de diferenciacéo,
que indicam quédo semelhantes as células cancerosas sdo as células normais. Por meio das
estatisticas apresentadas pela analise do TCGA?, foi possivel observar que o gene PPAR«x
teve apenas significAncia no estagio 4 em relacdo ao tecido normal, sendo assim uma
participacdo da atividade da expressdo alterada do gene. Ja& a expressdao do gene PPARy
apresentou relevancia estatistica nos estagios de grau 1, 2 e 3, confirmando sua influéncia e
seu impacto no desenvolvimento tumoral em CCP.

O PPARa exerce um papel na regulacdo da via metabolica do NF-xB, fundamental na
acdo inibitoria da inflamagdo no microambiente tumoral'** 1. Neste estudo, observou-se uma
reducdo na expressdo do gene PPAR« apds a introducdo dos miméticos miR-9-5p, miR-17-5p
e miR-21-5p por meio de transfeccdo em linhagens HN13 e FaDu. Uma pesquisa revelou que
0 mMiR-9-5p tem a capacidade de direcionar o 3'UTR do fator de transcricdo PPAR«,
resultando na reducdo da expressdo desse gene em carcinoma hepatocelular, o que, por sua
vez, esta associado a um aumento na invaséo e na proliferagdo tumoral 3.

Em outra pesquisa conduzida por Yete e Saranath em 2020, foi observado que a
regulacdo negativa dos miRNAs miR-17-5p e miR-21-5p esta correlacionada com a
progressdo clinica da doenga em pacientes com cancer oral e com o desenvolvimento tumoral
3 De acordo com os achados de outro estudo, a superexpressio do miR-17-5p resultou na

inibicdo da expressdo do gene PPARa em casos de cancer de prostata 3.
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Esses miRNAs tém a capacidade direta de influenciar a expressdo desse gene e, por
conseguinte, desempenham um papel na promocao da progresséo tumoral do CCP. O miR-17-
5p também exibe propriedades oncogénicas em canceres de mama, hepatocelular e gastrico.
Elevados niveis de miR-17-5p foram identificados em tecidos tumorais solidos de céncer
hepatico, géastrico e colorretal, aléem de amostras de soro, consolidando assim seu potencial
como biomarcador. Adicionalmente, o nivel de superexpressdo do miR-17-5p pode estar
associado a evolucdo da condicdo clinica da doenca e a sensibilidade aos tratamentos
quimioterapicos *¢7.

Em relacdo ao PPARy, nossos resultados destacam que, mesmo apoés a transfeccdo dos
mimics miR-9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p, ndo foi observada reducdo na expressédo do gene
PPARy nas linhagens HN13 e FaDu. Estes resultados sugerem que a acdo destes mimics néo
resultou em uma diminuicéo significativa da expressdo do PPARy nessas linhagens celulares.
A ativacdo do PPAR, é associada a propriedade antiproliferativas, pré-apoptoticas, pro-
diferenciagéo, anti-inflamatdrias e antimetastatica em uma variedade de linhagens celulares
cancerosas'®.

Como abordado em um estudo realizado com 49 pacientes com CEC de lingua,
sugeriram ao PPAR, um papel de prevencdo ao cancer, pois uma expressao moderada ou
intensa foi encontrada em aproximadamente 60% dos canceres, enquanto a expressao minima
foi encontrada no epitélio histologicamente normal. Ainda neste estudo, este gene foi
associado a reducdo da profundidade de invasdo celular, associando também a uma maior
sobrevida global 8,

A alta expressdao do gene PPARy encontrado em nossos resultados pode estar
associada a observacdo de elevada expressdo deste gene em cancer de células parotideas e em
tumores das glandulas salivares, como adenomas pleomdrficos e carcinomas adenoides
cisticos. Além disso, a presenca de PPARy em tumores e sua auséncia nos tecidos saudaveis
correspondentes sugerem que a superexpressdo desse gene pode desempenhar um papel
significativo no desenvolvimento e progressdo tumoral. Isso pode indicar que PPARy
desempenha um papel importante na fisiopatologia desses tumores e pode ser um alvo
potencial para terapias direcionadas %2°.

Curiosamente, Ou e colaboradores observaram que a superexpressdo do miRNA miR-
9-5p resulta na redugdo dos niveis de varias citocinas inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6.
Além disso, por meio de ensaios de luciferase, demonstraram a capacidade do miR-9-5p de

exercer uma regulaco negativa sobre NF-xB%. Dessa forma, a elevagio da expressdo do gene
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PPARy nas linhagens HN13 e FaDu apds a transfec¢do pode ser explicada pela redugdo da
ativagdo de NF-«xB, sugerindo que o miRNA em questao atua de maneira indireta nessa via.

Ao induzir a baixa expressdo do miR-17-5p por meio de um mimetizador, nossos
resultados revelaram um aumento na expressdo génica do PPARy em ambas as linhagens de
CCP. Assim, é plausivel considerar que 0 miR-17-5p ndo tenha regulado efetivamente o gene
de maneira completa. Conforme a literatura sugere, a superexpressdo do miR-17-5p
,geralmente, atua suprimindo o ponto de controle entre as fases G1 e S do ciclo celular,
resultando em um aumento na taxa de proliferacdo das células cancerosas e na inibi¢do do
processo de apoptose, 0 que provavelmente ndo ocorreu em nosso experimento®®.

Resumidamente, nossos achados indicam que a superexpressdao dos miRNAs miR-9-
5p, miR-17-5p e miR-21-5p provocou uma regulagdo negativa do gene PPARa em ambas as
linhagens celulares de CCP. Por outro lado, observou-se um aumento na expressdo do gene
PPARy ap0s a transfec¢cdo com 0os mesmos miméticos nas duas linhagens analisadas.

Neste estudo o PPARo pode ser um potencial biomarcador o que ndo pode ser
observado com o gene PPARy. A descoberta de biomarcadores tem o potencial de permitir a
identificacdo precoce, monitoriamento, melhoramento de terapias, pesquisas clinicas e
desenvolvimento de medicamentos no CCP e destaca a importancia de equipes
multidisciplinares na area da satde, como meédicos, bidlogos, bioinformaticistas e enfermeiros
que colaboram para interpretar e aplicar esses marcadores de maneira holistica®.

Estes profissionais, em especial a equipe de enfermagem desempenham um papel vital
no cuidado de pacientes que lidam com o desafio do CCP. As complexidades Unicas
associadas a esse tipo de cancer, decorrentes de sua localizacdo anatémica e dos potenciais
efeitos na fala, degluticdo e respiracdo, destacam a necessidade essencial dos enfermeiros
nesse contexto*!,

A desregulacdo dos miRNAs esta associada a processos-chave no desenvolvimento do
cancer. Devido a capacidade de regular maltiplos genes, os miRNAs estdo emergindo como
biomarcadores cruciais para diagndstico e progndstico do cancer. Combinar terapia de
miRNA com tratamentos convencionais, como quimioterapia e imunoterapia, oferece
abordagens inovadoras®.

Geralmente, considera-se que um biomarcador tumoral seja uma modificacdo
molecular ou um evento relacionado a um processo que espelha o estado de uma doenga
maligna, sendo detectavel por um ou mais exames ou testes. No entanto, a validade clinica de
um biomarcador tumoral esta intrinsecamente ligada a sua precisdo, capacidade de reproducéo

e confiabilidade, essenciais para orientar a pratica clinica. No caso do CCP, diversos
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biomarcadores emergiram, apresentando resultados promissores no que diz respeito ao

diagnostico, deteccdo precoce e progndstica da doenga®®.



Conclusédo 24

6. CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa indicam que 0s miRNAs miR-9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p
regulam a expressdo do gene PPARa, com implicagcbes significativas na regulacdo de
processos metabdlicos e terapias relacionadas as doengas associadas ao PPARa. Além disso,
foi observada uma resisténcia a regulacdo no gene PPARy, 0 que pode ser clinicamente
relevante em contextos em que a ativacdo do PPARy é desejada, como no tratamento de
condi¢cdes como diabetes, obesidade e cancer. Quanto aos biomarcadores, a pesquisa continua
é vital para o diagnostico precoce e tratamento eficaz, explorando marcadores genéticos e
epigenéticos em estudos clinicos de larga escala para aprimorar a gestdo da doenca por
equipes multidisciplinares. Estes biomarcadores tém potencial para melhorar o diagnostico,
prognostico e terapias personalizadas, contribuindo para uma abordagem mais eficaz no
tratamento desta doenca complexa. A pesquisa continua € vital para compreender plenamente

esses mecanismos e aprimorar terapias direcionadas ao cancer.
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ANEXO

ARTIGO EM ELABORACAO
PPARa e PPARY: regulagdo por microRNAs e seu papel no carcinoma espinocelular de
cabeca e pescogo.

Resumo

O cancer de cabega e pescogo ¢ um grande desafio de saude publica devido a sua alta
incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Para enfrentar esse desafio, ¢ crucial entender os
mecanismos moleculares envolvidos. Genes como PPARa e PPAR, desempenham um papel
importante na regulagdo de processos celulares, como metabolismo, inflamagdo e
proliferacdo. Evidéncias recentes sugerem que esses genes interagem com microRNAS, que
afetam a progressdo do cancer, respostas ao tratamento e prognostico. Células de cancer de
cabeca e pescogo da cavidade oral (HN13) e hipofaringe (FaDu) foram cultivadas.
Realizamos ensaios de transfeccdo em placas de 24 pocos por 48 horas, utilizando miRNAs
especificos (miR-9-5p, miR-17-5p e mIiR-21-5p) e um controle. Apds a transfeccéo,
coletamos RNA total e proteinas. A expressdo génica foi analisada por PCR quantitativo
(qPCR) para PPARa e PPAR,, usando GAPDH como referéncia. A expressao proteica foi
avaliada por Western Blotting (WB). Observamos uma diminuicdo na expressdo do gene
PPARa nas células HN13 apos a transfeccdo com miR-9-5p (40% de reducdo), miR-17-5p
(30% de reducéo) e miR-21-5p (25% de redugdo). Nas células FaDu, a expressdo de PPARa
diminuiu significativamente apos a transfeccdo com miR-9-5p (50% de reducéo) e miR-21-5p
(25% de reducdo) e apresentou uma reducdo ndo significativa com miR-17-5p. A analise da
expressdo proteica confirmou esses resultados. Os resultados indicam que miR-9-5p e miR-
21-5p provavelmente regulam a expressio de PPARa nas linhagens HN13 e FaDu. No
entanto, 0 miR-17-5p regula o PPARa apenas na linhagem HN13. A expressdo do PPAR, ndo
foi afetada pela transfeccdo de nenhum dos miRNAs. Esses resultados destacam a importancia
dos biomarcadores no diagnostico, tratamento e monitoramento do cancer de cabeca e
pescoco.

Descritores: Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissomo; Cancer de cabeca e
pesco¢o; Biomarcadores
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1. Introducéo

O carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (HNSCC) €é a sétima malignidade
mais comum no mundo, com foco na cavidade oral, orofaringe, hipofaringe e laringe.
Individuos com idade avancada sdo diagnosticados com maior frequéncia por efeito do uso a
longo prazo de tabaco e élcool 2. Estes causam alteracdes moleculares generalizadas e
progressivas que afetam o funcionamento celular do epitélio nas regibes que abrangem o
cancer 3.

O tratamento para este tipo de cancer é focado principalmente na erradicacdo
cirlrgica, seguidas de quimioterapia (QT) e radioterapia (RT), podendo ser concomitantes.
Estes tipos de terapias reduzem radicalmente a qualidade de vida do paciente, podendo ser em
alguns casos ineficazes, além de acarretar em alguns pacientes, resisténcia a quimioterapia *.
A taxa de sobrevida para esta doenca é de 5 anos e apesar dos alvos terapéuticos,
aproximadamente 30% dos pacientes terdo recidiva apos o tratamento *.

Os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) regulam genes que
controlam o metabolismo homeostatico e lipidico, obesidade, diferenciacdo celular e cancer e
funcionam em varios 6rgdos como figado, tecido adiposo, coragdo, musculo esqueléticos,
intestino e parede vascular. Existem trés isoformas: PPARa, PPARB/6 e PPARY e pertencem
a familia de receptores nucleares ativados por ligantes, sendo os genes codificados localizados
nos cromossomos 22, 6 e 3, respectivamente >°,

Particularmente, o PPARy atua no controle de genes relacionados as vias metabdlicas
como a glicose e na biossintese lipidica. A ativagdo do PPARy é encontrada em uma
variedade de células cancerigenas, com propriedades anti-metastaticas, anti-proliferativas,
prodiferenciacdo, anti-apoptoticas e anti-inflamatoérias. Ha evidéncias na presenga do PPARy
na prevencao do cancer, especialmente no HNSCC .

O PPARo desempenha um papel em drgdos como: figado, coracdo, rim e tecido
adiposo, aumentando a oxidacao de acidos graxos e diminuindo a captacao de glicose. Outra
isoforma, o PPARP/S estd presente em todos os 6rgdos do corpo, sendo importante também na
regulagdo da oxidacéo dos acidos graxos e aminoacidos de cadeia ramificada ®.

Mecanismos epigenéticos estdo relacionados ao desenvolvimento de tumores, através
da metilacdo do DNA, modificacdes de histonas e RNAs ndo-codificantes (microRNAS) que
modulam a expressdo génica, ndo alterando a sequéncia do DNA. Células cancerigenas
sofrem alteracGes no seu material genético, constituindo a formacdo da tumorigénese °.

Os miRNAs sdo produzidos dentro do nucleo celular envolvendo uma série de
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processos até a formagdo de uma molécula de fita simples com uma variagdo de 20 a 22
nucleotideos. Os processos bioldgicos que envolvem os miRNAs sdo: apoptose, proliferacdo
celular, hematopoese, desenvolvimento neural, morte e tumorigénese. Desregulacdo nos
miRNAS é uma propriedade em tumores neoplésicos, isso ocorre atraves de delegdes ou
perdas nas caracteristicas da molécula °.

As alteracOes epigenéticas afetam a expressdo dos PPARs, ocasionando uma ruptura
nos processos bioldgicos que eles desempenham !!. Consequentemente, a expressdo dos
PPARs é modulada por um grande nimero de miRNAs. Ha inumeros interesses cientificos no
papel destes genes a respeito da progressio e desenvolvimento do cancer &

O objetivo desse estudo foi investigar a regulacdo dos genes PPARa e PPARy por
meio dos miRNAs miR-9, miR-17-5p e miR-21, apds transfeccdo nas linhagens celulares
HN13 e FaDu de HNSCC.

2. Métodos e Materiais

Foram utilizadas duas linhagens de células: HN13 (carcinoma de células escamosas
humanas) e FaDu (células derivadas de carcinoma epidermoide de lesbes primarias de
hipofaringe). As células foram mantidas e cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? e 75
cm? em meio de cultura DMEM high glicose (Gibco) suplementado com 10% soro fetal
bovino (Gibco), 100U/ml de penicilina sdédica e 100mg/Ml de estreptomicina (Gibco) e 1% de
L-glutamina (Gibco) a 37°C com 5% de CO2. A transfeccédo foi feita em placas de 24 pocos,
cada uma contendo cerca de 80.000 células. Foi usado um meio contendo mMIiRNAS
especificos (miR-9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p), controle positivo ou controle negativo,
juntamente com Lipofectamina RNAiIMax. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de
CO2 por 48 horas, com uma troca de meio apos as primeiras 24 horas. O RNA total foi obtido
a partir da cultura de células utilizando Trizol (Invitrogen), enquanto a proteina total foi
extraida das células apds a transfeccdo, seguindo as instrugcfes do fabricante, usando tampéo
RIPA (Sigma Aldrich, San Louis, EUA).

3. Resultados
3.1. Expressdo Génica
Na linhagem HN13, a anélise da expressdo génica revelou uma diminuicdo de 40% na

expressao do gene PPARa apods a transfeccdo com miR-9-5p, 30% com miR-17-5p e 25%
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com miR-21-5p (Figura 1). Essas reducOes foram estatisticamente significativas (p=0,031,

p=0,035, p=0,031, respectivamente).
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Figura 1: Expressdo relativa do PPARa apds a transfecgdo com os microRNAs miR-
9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p na linhagem HN13. *Valor de p<0,05.

Na linhagem FaDu, a maior redugdo na expressio do PPARa foi observada apos a
transfeccdo com miR-9-5p, seguida por miR-21-5p e, por ultimo, miR-17-5p. Essa redugéo
foi estatisticamente significativa apenas apos a transfecgdo com miR-9-5p e miR-21-5p, com
uma diminuicdo de 50% (p=0,031) e 25% (p=0,031), respectivamente. No caso das células
transfectadas com miR-17-5p, observou-se uma reducdo de 23%, embora essa diferenga ndo

tenha atingido significancia estatistica (p=0,93) (Figura 2).
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Figura 2: Expressdo relativa ao PPARa apos a transfeccdo com 0os miRNAs miR-9-
5p, miR-17-5p e miR-21-5p na linhagem FaDu. *Valor de p<0,05.

Ap0s a transfec¢do com os miRNAs, houve um aumento na expressao do gene PPARYy
em todas as linhagens celulares testadas, incluindo HN13, em resposta a introducdo dos
mMiRNAs miR-9-5p (p=0,0878), miR-17-5p (p=0,0454) e miR-21-5p (p=0,0335) (Figura 3).
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Figura 3: Expresséo relativa ao PPARy ap0s a transfec¢cdo com os microRNAs miR-9-
5p, miR-17-5p e miR-21-5p na linhagem HN13. *Valor de p<0,05

Os resultados da andlise da expressao do gene PPARy demonstraram que a regulacdo
desse gene por meio dos miRNAs miR-9-5p (p=0,0374), miR-17-5p (p=0,0580) e miR-21-5p
(p=0,0365) especificos ndo ocorreu tanto na linhagem celular FaDu quanto na linhagem
HN13 (Figura 4). Em contraste com o PPARa, onde a regulacdo por esses miRNAs foi
evidente, ambas as linhagens FaDu e HN13 mostraram notével resisténcia a esse mecanismo

de regulacdo da expressao do PPARYy.
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Figura 4: Expresséo relativa ao PPARy ap0s a transfecgdo com 0s miRNAs miR-9-5p,
miR-17-5p e miR-21-5p na linhagem FaDu. *Valor de p<0,05.

3.2 Expressao Proteica

A técnica de Western Blotting (WB) foi utilizada para analisar a expressao proteica do
PPARa (PPAR alpha Polyclonal Antibody PA1-822A, Thermo Fisher Scientific), seguindo as
instrucdes de concentracdo do fabricante. Como controle para a técnica de expressdo proteica,
empregou-se o anticorpo da B-actina (15G5A11/E2). Os resultados indicaram uma diminuicao
na expressdo da proteina PPARa apos a transfec¢do dos miRNAs miR-17-5p e miR-21-5p em
comparagdo com o controle negativo, enquanto a expressdo do miR-9-5p aumentou. Em
relacdo as avaliagdes da expressdo génica, observou-se uma reducdo nos niveis de PPARa
apos a transfeccdo de todos os mMiRNAs. No entanto, apenas a transfec¢cdo com miR-17-5p na
linhagem HN13 resultou em uma reducdo na expressao proteica do PPARa, evidenciada no
WB em torno de 52 kDa (Figura 5). As amostras transfectadas com miR-9-5p e 0 miR-21-5p
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ndo apresentaram reducdo. Para as amostras de FaDu ndo foi possivel observar a expressao do

PPARa.
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Figura 5: Expressao proteica PPARa (52 kDa) e da Beta-actina (42 kDa), referente ao
controle negativo e as amostras transfectadas com o miR-9-5p, miR-17-5p e miR21-5p na

linhagem HN13,

4. Discussao
A abordagem do cancer de cabeca e pescogo (CCP) como um processo heterogéneo,

que abrange desde mutacgdes genéticas causadas por agentes cancerigenos até a desregulacéo
dos processos metabdlicos, ressalta a complexidade intrinseca desta enfermidade. A
identificacdo do tabagismo como um fator causal principal destaca a urgéncia de acdes
preventivas e da conscientizacdo sobre os riscos associados ao consumo de tabaco. Além
disso, a referéncia a pesquisa de mutacdes nas células cancerosas reflete os avangos na
investigacdo biomédica, abrindo caminhos para terapias mais personalizadas e eficazes. Este
entendimento abrangente do CCP é essencial para o desenvolvimento de estratégias mais
eficazes de prevencdo, diagnostico precoce e tratamento, com o propdsito de aprimorar as
perspectivas dos pacientes afetados por essa intricada condicéo*2.

O PPARa desempenha um papel crucial na regulagdo da via metabdlica do NF-«B,
desempenhando um papel essencial na inibicdo da inflamagdo no microambiente tumoral 34,
Neste estudo, foi observada uma diminui¢do na expressdao do gene PPARa apés a introdug@o
dos miméticos miR-9-5p, miR-17-5p e miR-21-5p por meio de transfeccdo nas linhagens
celulares HN13 e FaDu. Uma investigacdo anterior revelou que o miR-9-5p tem a capacidade
de mirar 0 3'UTR do fator de transcrigdo PPARGa, resultando na supressdo da expressdo desse
gene no carcinoma hepatocelular, o que, por sua vez, esta associado a um aumento na invasdo
e na proliferacdo tumoral®®.

Em um estudo adicional realizado por Yete e Saranath em 2020, foi constatado que a

regulacdo negativa dos miRNAs miR-17-5p e miR-21-5p esta associada & progressao clinica
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da doencga em pacientes com cancer oral e ao desenvolvimento tumoral®. De acordo com as
descobertas de outra pesquisa, a elevada expressdao de miR-17-5p resultou na supresséo da
expressio do gene PPARo em casos de cancer de prostatal’.

Esses miRNAs tém a capacidade direta de influenciar a expressdo desse gene e, como
resultado, desempenham um papel na promogéo da progresséo tumoral no cancer de cabeca e
pescoco (CCP). Além disso, 0 miR-17-5p também manifesta propriedades oncogénicas em
canceres de mama, hepético e gastrico. Niveis elevados de miR-17-5p foram detectados em
tecidos tumorais sélidos de cancer hepatico, gastrico e colorretal, bem como em amostras de
soro, reforcando assim seu potencial como biomarcador. Adicionalmente, a superexpressao do
miR-17-5p pode estar associada a progressdao do estado clinico da doenca e a sensibilidade
aos tratamentos quimioterapicos!®°,

A ativacdo do PPAR, esta relacionada a efeitos antiproliferativos, pro-apoptéticos,
pro-diferenciacdo, anti-inflamatorios e antimetastaticos em varias linhagens celulares
cancerosas. Em um estudo envolvendo 49 pacientes com carcinoma espinocelular (CEC) de
lingua, sugere-se que o0 PPAR, desempenha um papel preventivo no céancer, pois foi
observada uma expressdo moderada ou intensa em cerca de 60% dos casos, enquanto a
expressdo minima foi encontrada no epitélio histologicamente normal. Além disso, o estudo
associou a ativacdo desse gene a reducdo da profundidade da invasdo celular,

correlacionando-se também com uma maior sobrevida global’.
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