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Hipoxia em Neoplasias de Glandulas Salivar es

Introducéo

Neoplasias das glandulas salivares (NGSs) s80 menos comuns que outros canceres de cabeca e pescogo, incluindo
Carcinoma de Células Escamosas de Boca e seu prognostico esta relacionado a localizagdo anatbmica da neoplasia
(GUZZO M.; LOCATI L.D.; PROTT F. J, et d., 2010).

Recentemente, um grande nimero de estudos avaliou o papel da hipdxia no desenvolvimento e progndstico do cancer
(FRAGA C.A.; DE OLIVEIRA M. V.; DE OLIVEIRA E. S. et a., 2012). O Fator Indutivel por Hipoxia 1-afa (HIF-
1?) demonstrou regular a expressao de varios miRNAs,incluindo o miR-210. Evidéncia recente sugere que o0 miR-210
desempenha um papel crucial na resposta celular & hipdxia O HIF-1? pode promover estabilizacdo especifica de
isoformas miR-210 por ligacdo ao Elemento Responsivo a Hipdxia (HRE) presente no promotor proximal do miR-210
(CORN P. G., 2008). Semelhante ao HIF-1?, a hipéxia induz a expressdo do miR-210, que atua na regularizagéo da
proliferacdo celular, estabilidade do DNA, metabolismo das mitocondrias, apoptose e angiogénese (DANG K.
MYERSK. A., 2015).

Embora o tratamento de primeira escolha para NGSs malignos sgja a cirurgia (GREEN B.; RAHIMI S.; BRENNAN
P.A., 2016), aterapia adjuvante tem sido historicamente determinada com base em dados de estudos em carcinomas de
células escamosas do trato aerodigestivo superior (CERDA T.; SUN X. S;; VIGNOT S. et al., 2014). Estudos recentes
demonstraram que a hipdxia pode promover uma aumento da radioresisténcia (HARADA H., 2016), especificamente
via modulag@o mediada por miRNA aresposta hipoxica (GU H.; LIU M.; DING C.; et a , 2016). Tais dados sugerem o
uso de quimiorradiacdo como opcdo dternativa de tratamento para pacientes que apresentam neoplasias
radiorresistentes (CERDA T.; SUN X. S;; VIGNOT S. et a., 2014). Considerando a controversa literatura sobre
relacdo entre hipdxia e NGSs, o presente estudo teve como objetivo investigar os niveis de marcadores de hipoxia em
neoplasias de glandula salivar benignas e malignas.

Material e méodos

A. Pacientes

A aprovacdo ética para este estudo foi obtida do Comité de Revisdo Institucional. Um total de 62 amostras foi
incluido nas bases de dados do servico de cirurgia de tumor glandular de 2010 a 2016. As amostras foram divididas em
trés grupos de acordo com a classificagdo de tumores de cabega e pescogo da Organizagdo Mundial de Salde.

O grupo 1 (n = 16) foi constituido por tecido glandular sem neoplasia. As amostras foram obtidas a partir de excisdes
de mucocele. Os critérios de inclusio para este grupo foram a auséncia de caracteristicas neoplasicas e auséncia de
histéria de neoplasia durante as anamneses. O critério de exclusdo foi qualquer informacéo colhida nas anamneses que
sugere a presenca de neoplasia.

O grupo 2 (n = 22) foi composto por pacientes com Adenoma Pleomdrfico. O critério de inclusdo foi presenca de
adenoma pleomdrfico. O critério de exclusdo foi caracteristicas em anamneses que sugerem a presenca de neoplasia
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O grupo 3 (n = 24) foi constituido por Carcinoma de Células Acinares n = 1, Adenocarcinoma ndo especificado n= 2,
Carcinoma Adenoide cistico n = 9, Carcinoma Mucoepidermdide n = 10 e Carcinoma Mioepitelial = 2.

B. Imunohistoquimica

As reacdes imunohistogquimicas foram realizadas a partir de blocos de parafina de pacientes. Incluindo 13 controles
(amostras normais de glandulas salivares), 16 tumores benignos (adenoma pleomorfico) e 20 neoplasias malignas
(Carcinoma de Células Acinares n = 1; Adenocarcinoma modo néo especificado n = 2; Adendide carcinoma cistico n =
8; Carcinoma Mucoepidermdide n = 10 e Carcinoma mioepitelial= 2).

A expressdo protéica do HIF-1? foi avaliada através de Reagdes |munohistoquimicas realizadas em cortes de 3,0 um
de espessura. Os cortes foram desparafinizados com xileno e reidratadaos com &lcool em solugdes graduadas. A
recuperacdo antigénica foi feita em uma temperatura de 121 °C durante 10 minutos em Tampao Trilogy (Trilogy, Cell
Marque, CA, EUA).

Amostras de rim foram usadas como controles positivos. Controles negativos foram realizados substituindo o
anticorpo primario por solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). 10 campos microscépicos de parénquima tumoral
foram fotografados para quantificar coloracdo no microscopio FSX100 (Olympus, Center Valey, PA, EUA). As
células eram entéo contadas usando o software ImageJ (RUEDEN C. T.; SCHINDELIN J.; HINER M. C.; et a., 2017).
A proporcao de células positivas para 0 nimero total de células contadas foi utilizada para quantificar a coloracéo.

C. Isolamento de RNA e PCR em tempo real

O RNA foi isolado de células usando o reagente de Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), de
acordo com o protocolo do fabricante. RNA total foi tratado com DNase |, Amplification Grau (Invitrogen, nimero de
cat. 18068015, Carlsbad, CA, EUA).

O RNA foi transcrito de forma reversa com a SuperScript® First-Strand Synthesis Sistema para gRT-PCR
(Invitrogen, nimero de cat. 11904018, Carlsbad, CA, EUA). Non-Template Control (NTC) foi incluido para cada
ensaio. As condicBes de ciclagem térmica foram as seguinte: 95 ° C por 10 min, seguido por 40 ciclos das seguintes
etapas. 95 ° C 15seg e 60 ° C por 1 minuto.

Para 0 mir-210 (ID: Hs04231470 s1, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), o ensaio TagMan foi realizado de
acordo com o protocolo do fabricante. RNU44 foi usado como um controle endogeno para a andlise mi-210 (ID:
001094, LifeTechnologies, Carlshad, CA, USA). Glandulas salivares normais foram utilizadas como grupo controle.
Os seguintes passos reacionais foram usados para amplificagéo: 95 ° C por 10 min, 95 ° C por 15se 60 ° C por 1 min.

Resultados e discussao

A. A maioria dos grupos apresentou coloracdo para o HIF-1?

Andlises qualitativas da expressdo de HIF-1? sdo apresentadas na Fig. 1A-H. A maioria dos grupos apresentou
coloragéo para o HIF-1?. A coloragdo ndo foi homogénea considerando os tipos histoldgicos. Andlises quantitativas da
expressdo da proteina HIF-1? e mMRNA é apresentada na Fig. 2A e Fig. 2B, respectivamente. A expressao da proteina
HIF-1? néo diferiu entre os grupos de caso e de controle ou entre NGSs benignos e malignos (Fig. 2A). Os niveis de
MRNA do HIF-1? e a expressdo protéica também ndo diferiram entre os grupos caso e controle ou entre NGSs
benignos e malignos (Fig. 2B).

B. O miR-210 é uma molécula essencial associada a hipdxia neoplasica

Similarmente ao HIF-1?, os niveis de miR-210 foram semelhantes entre controles, malignos e NGSs benignos (Fig.
2C).
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Conclusao/Conclusbes/Consider acles finais

Em conclusdo, nossos dados sugerem que as neoplasias de glandulas salivares ndo aumentam os niveis de marcadores
de hipdxia. Individualmente, os marcadores angiogénicos, mir210 e HIF-1? ndo parecem correlacionar-se com
malignidade das glandulas salivares.
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Figura 1. Andlise qualitativa da expressao de HIF-1?. Fig. 1A, Controle; Fig. 1B, Adenoma Pleomdrfico; Fig. 1C, Carcinoma de
Células Acinares; Fig. 1D, Adenocarcinoma ndo especificado; Fig. 1E, Carcinoma Adenoide Cistico; Fig. 1F, Carcinoma
Mucoepidermdide; Fig. 1G, Carcinoma Mioepitelial; Fig. 1H, Expressdo de HIF-1.
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Figura 2. Andlises qualitativas da expressao de HIF-1? e mRNA entre os grupos de caso e de controle ou entre NGSs benignos e
malignos. Fig. 2A, Expressdo do HIF-1 associado ao HIF; Fig. 2B, RT do HIF; Fig. 2C RT do Mir-210, Carcinoma de Células
Acinares.



