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Resumo

Introducdo: O crescimento e a progressdéo de tumores dependem da
angiogénese, processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir de um endotélio
vascular preexistente. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um potente
mitégeno de células endoteliais e 0 aumento de sua expressdo é associado com
crescimento tumoral e metéstase. Entretanto, a sele¢do do sitio alternativo de splicing na
extremidade 3’ do éxon 8 do gene VEGF resulta em uma familia-irma de isoformas,
VEGF««b, as quais parecem possuir propriedades anti-angiogénicas. Objetivos: A
finalidade deste trabalho foi analisar quantitativamente a expressdo de isoformas do
gene VEGF geradas por splicing alternativo e de proteinas reguladoras de splicing do
gene VEGF em amostras de carcinoma espinocelular de cabega e pescoco e tecidos
normais adjacentes. Método: Os niveis de RNA mensageiro das isoformas VEGFyy €
VEGFb e das proteinas reguladoras de splicing SRp55, SRp40, ASF/SF2 e SRPK1
foram quantificados por PCR quantitativo em tempo real. Resultados: Expressdo
elevada de ambas as isoformas de VEGF (VEGFux € VEGFb) foi observada nas
amostras de carcinoma espinocelular de cabega e pesco¢o quando comparadas as
amostras de tecido normal. Correlagdo positiva entre a expressdo de VEGFx €
VEGF«b foi observada em tumores de cabeca e pescoco. O fator de splicing ASF/SF2
apresentou maior expressdao em tumores em relagdo aos tecidos normais. Tumores de
faringe apresentaram expressdo mais elevada de VEGFy em relagdo aos outros sitios
anatdmicos. VEGFb apresentou expressdo reduzida em tumores de cavidade oral.
Expresséo elevada de ambas as isoformas de VEGF foi observada em tumores mais
agressivos. Correlagdo positiva foi observada entre as proteinas ASF/SF2, SRp55 e

SRp40 e ambas as isoformas de VEGF e entre a proteina SR quinase SRPK1 e
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ASF/SF2, SRp55 e SRp40 nos tecidos tumorais. Conclusdes: Os resultados indicam
que ambas as isoformas de VEGF atuam na promocdo da angiogénese em tumores de
cabeca e pescogo. As isoformas de VEGF apresentam expressdo diferencial em relagéo
ao sitio anatdbmico e em relacdo a progressdo da doenca. As proteinas ASF/SF2, SRp55
e SRp40 estdo envolvidas na regulagdo do mecanismo de splicing alternativo do gene

VEGF.
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Abstract

Background: Tumor growth and progression depend on angiogenesis, a process
that involves the formation of new blood vessels from a preexisting vascular
endothelium. Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a potent mitogen for
endothelial cells and its overexpression is associated with tumor growth and metastasis.
However, the selection of a alternative splicing site at the end of the exon 8 of VEGF
gene results in a sister-family of isoforms, VEGFb, that seems to have anti-
angiogenic proprieties. Objectives: The aim of this work was to quantitatively analyze
the expressions of VEGF gene isoforms generated by alternative splicing in samples of
head and neck squamous cells carcinoma and adjacent normal tissues, and to determine
the effect of regulatory proteins in the control of VEGF gene splicing. Methods: The
levels of VEGFx« € VEGFx«b mMRNA and the splicing regulatory proteins SRp55,
SRp40, ASF/SF2 and SRPK1 were quantified by real time quantitative PCR. Results:
The overexpression of both VEGF isoforms (VEGFx and VEGFb) was observed in
head and neck squamous cells carcinoma related to normal tissue samples. A positive
correlation between VEGF and VEGFb expression was observed in head and neck
tumors. Splicing factor ASF/SF2 presented higher expression in tumors when compared
to normal tissues. Pharynx tumors presented overexpression of VEGFyy. VEGFb was
underexpressed in oral cavity tumors. Overexpression of both VEGF isoforms was
observed in aggressive tumors. There was a positive correlation among ASF/SF2,
SRp55 and SRp40 proteins and both VEGF isoforms, and among SRPK1 protein and
ASF/SF2, SRp55 and SRp40 in tumor tissues. Conclusions: The results suggest that
both VEGF isoforms play a role in angiogenesis promotion in head and neck tumors.

VEGF isoforms present differential expression related to the anatomic sites of tumor
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and tumor aggressiveness. ASF/SF2, SRp55 and SRp40 proteins are involved in the

regulation of the VEGF gene splicing mechanism.
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1. Introducéo

Céncer de cabeca e pescogo é um termo amplo, que engloba tumores epiteliais
dos seios paranasais, cavidade nasal, cavidade oral, faringe e laringe. Cerca de 40% dos
canceres de cabega e pescogo ocorrem na cavidade oral, 25% na laringe e 15% na
faringe. A grande maioria desses tumores epiteliais é classificada como carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco ou de células escamosas (HNSCC — head and neck
squamous cell carcinoma).®?

Consumo de &lcool e tabaco é implicado em 75% de todos os HNSCC e estes
possuem efeito multiplicativo quando combinados.®) O cigarro contém cerca de 70
substancias carcindgenas, dentre elas as N-nitrosaminas, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e aminas aromaticas. Fumantes tém risco 5-25 vezes maior de desenvolver
canceres de cabeca e pescogo em comparagio a ndo-fumantes.”

Estudos indicam que apesar do &lcool ndo ser genotoxico, pode agir como
solvente para a penetracdo de carcindgenos. Possui como metab6lito primério o
acetaldeido, o qual € altamente reativo e se liga a proteinas, aos constituintes celulares e

567 0 consumo excessivo de alcool também pode

ao DNA, formando adutos estaveis.
levar a deficiéncias nutricionais devido a falhas na absorcéo intestinal e a alteracdes em
algumas vias metabdlicas.®

O processo de transformacdo de uma célula normal para uma célula tumoral
envolve uma série de alteracdes genéticas e epigenéticas. Hanahan e Weiberg,® em
2000, descreveram seis processos essenciais para transformacdo celular maligna. Esses
processos incluem: 1) auto-suficiéncia em sinais de crescimento; 2) insensibilidade a

sinais anti-crescimento; 3) evasdo da apoptose (morte programada); 4) potencial de

replicacdo infinita; 5) invasdo de tecidos e metastase; e 6) angiogénese. O progresso
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conceitual na Gltima década, acrescentou dois processos emergentes a esta lista:

reprogramacdo do metabolismo energético e evasdo da destruicao imune.®©

O crescimento tumoral é garantido, inicialmente, por vasos sanguineos proximos
ao tumor. No momento em que o tumor atinge determinado tamanho, esses vasos
sanguineos passam a ndo ser suficientes, e novos vasos S30 necessdrios para a
manutencdo do crescimento tumoral.*® A angiogénese pode resultar de alteracdes
genéticas ou mudangas ambientais locais que levam a ativacdo de células endoteliais
estaveis (CES). O tumor ativa as CES por meio da secrecdo de fatores de crescimento
pré-angiogénicos, que se ligam a receptores nas CES, no interior dos vasos,
promovendo vasodilatagdo e permeabilidade. As CES sdo liberadas da matriz
extracelular e membrana basal por meio da secrecdo de proteases conhecidas como
matriz metaloproteinases. Ocorrem, entdo, a migragdo e a proliferacdo das CES para

1011 Os vasos recém-formados

formacéo de novos ramos da vasculatura pré-existente.'
fornecem nutrientes e oxigénio ao tumor, aumentando sua disseminagdo. Assim, a
angiogénese desempenha um papel fundamental na progresséo do céncer e no
surgimento de metastases. #1319

A formacdo de novos vasos é um processo complexo que envolve mais de 50
tipos de receptores, citocinas, enzimas e fatores de crescimento, muitos destes membros
da familia do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A ou VEGF).“? O
VEGF-A é um potente mitdgeno de células endoteliais que promove a angiogénese.
Experimentos in vitro e in vivo mostram que o aumento da expressdo de VEGF-A é

associado com crescimento tumoral e metastase, enquanto a inibicdo da sinalizacéo

deste resulta em supressdo da angiogénese e do crescimento do tumor.®®
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(%) no ciclo reprodutor feminino,*” no

O VEGF-A atua na cicatrizacdo de lesdes,
processo de degeneracdo macular,"® na retinopatia diabética,"® em isquemia do
miocardio,*® em pré-eclampsia,®? em artrite reumat6ide®, na formagdo de tumores,
entre outras.?® O processo de vascularizacdo tumoral ndo € totalmente conhecido, mas
VEGF-A parece ser o fator de crescimento vascular predominante na maioria dos
tumores.®” O aumento da expressdo do VEGF é correlacionado com alguns tumores
sélidos, tais como de mama,®® colorretal®® e carcinoma espinocelular da cavidade

27,28)

oral.¢ Para este ultimo, a expressdo elevada de VEGF foi significantemente

2728 & 3 reducdo na taxa de sobrevida.®®

associada a um pior prognéstico’

Pouco se sabe a respeito da regulacdo das diferentes isoformas de VEGF-A. A
existéncia de um sitio alternativo de splicing na extremidade 3’ do RNA mensageiro
(RNAm) do VEGF, que resulta na expresséo de isoformas com uma regido C-terminal
diferencial que podem ter efeitos inibidores e sdo pouco expressas em tumores, sugere
que o controle de splicing pode ser um importante mecanismo regulatério da
angiogénese em cancer.®”

O gene VEGF ¢é constituido de oito éxons e sete introns e possui
aproximadamente 14 kilobases de extensd0.®® O pré-RNAm de VEGF é
diferencialmente agrupado para formac8o de duas familias de proteinas, cada uma com
maltiplas isoformas de numeros variados de aminoécidos de acordo com a incluséo
alternativa dos éxons 6 e 7, os quais codificam dominios de ligacdo & heparina. As duas
familias sdo formadas por sele¢do alternativa do sitio de splicing resultando em duas

sequéncias diferentes na regido C-terminal. Como resultado, o dominio C-terminal é

alterado, mas os dominios de ligacdo ao receptor tirosina kinase de VEGF permanecem
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intactos.®? As duas familias sdo denominadas VEGF« € VEGFxxb, € xxx indica o
nimero de aminoécidos na cadeia polipeptidica (Figura 1).

Os membros da familia VEGFx sdo fatores conhecidamente pré-angiogénicos
que desempenham importantes papéis na migracdo, proliferacdo e sobrevida celular.
Esses efeitos sdo mediados principalmente por ativacdo do receptor 2 de VEGF
(VEGFR-2). Células endoteliais também expressam VEGFR-1, mas o papel deste
receptor na fisiologia endotelial é pouco definido.**=V

As principais isoformas da familia VEGFxx sdo0 VEGFig, VEGFies e
VEGFlzl,(32) embora outras variantes também tenham sido descritas, tais como
VEGFa0s, VEGF1g3 € VEGF145.%33%%) Alteractes na expresséo destas isoformas em
cancer podem influenciar outros genes envolvidos nas alteragdes malignas e na cascata
pré-angiogénica em particular.

A familia de isoformas VEGF«b resulta da selecdo de um sitio de splicing
distal do éxon 8 na regido C-terminal do pré-mRNA de VEGF, o que determina a

24390 evento de splicing distal (éxon

divisdo em dois sub-éxons (éxon 8a e éxon 8b).¢
8b) resulta em uma regido aberta de leitura com o mesmo numero de nucleotideos das
variantes prd-angiogénicas; entretanto, a sequéncia de aminodcido traduzida é diferente,
com implicagdes nas propriedades bioldgicas da proteina. Estudos mostram que além da
isoforma dominante VEGFesb, as isoformas VEGFi21b, VEGFisb, VEGFig3b e

VEGF1g9b também ja foram identificadas. ®**"
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A ATG TGA TGA

Figura 1. (A) Estrutura de éxons do gene VEGF. O gene VEGF consiste de oito éxons.
A selecdo do sitio de splicing proximal (PSS) resulta em isoformas da familia
VEGFxxx e a sele¢do do sitio de splicing distal (DSS) resulta em isoformas
da familia VEGFxxxb. ATG: codon de inicio; TGA: codon de parada. (B) O
splicing alternativo de VEGF resulta em duas familias de isoformas que
possuem diversas isoformas com nimeros variados de aminoécidos. UTR:

regido ndo-traduzida.
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Ambos os éxons 8a e 8b codificam seis aminoéacidos. O éxon 8a codifica cisteina
- 4cido aspartico - lisina — prolina — arginina — arginina (CDKPRR); o éxon 8b codifica
serina — leucina — treonina — arginina — lisina — &cido aspértico (SLTRKD). Como
resultado, sdo formados peptideos de mesmo tamanho, mas com sequéncias de

aminoécidos diferentes na regido C-terminal.°3®)

Os dominios de ligagdo aos receptores estdo presentes na isoforma VEGFgsb,
isoforma dominante da familia VEGF,b, uma vez que ela atua como um inibidor
competitivo de VEGF¢s. Estudo de ligagdo a receptores mostra que o0 VEGFigsb se liga
aos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 com a mesma afinidade do VEGF;¢s5, mas parece

%639 A ligagdo do VEGFies @0s receptores induz uma

ndo ativa-los completamente.’
modificagdo conformacional no receptor VEGFR-2, resultando em rotag&o interna do
dominio intracelular. Essa ligacdo, apds resultar em dimerizacdo do receptor, leva ao
reposicionamento do dominio kinase por rotagao para dentro do dimero e, entdo, induz a
autofosforilagdo. Em contraste, supde-se que o VEGFiesb ndo exerca esse efeito de
rotacdo completa, resultando em répido fechamento do sitio de ligacdo de ATP
(adenosina trifosfato) e rapida inativacéo e, conseqiientemente, a autofosforilagdo néo é
eficiente. 4

A regido C-terminal alterada do VEGFiesb parece inibir a proliferagéo
endotelial, a migracio e a vasodilatacio induzidas pelo VEGFes, %" além da inibicéo da
angiogénese fisioldgica e crescimento tumoral. % %41
Apesar da evidéncia de que existe um desequilibrio na quantidade de isoformas

24,36,37,42,43

de VEGF em uma variedade de doencas,' ) pouco é conhecido sobre as vias

celulares e moleculares que regulam o splicing alternativo do pre-mRNA de VEGF em
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geral e do sitio de splicing 3’dos éxons 8a / 8b em particular.®® O mecanismo de
splicing é influenciado por reguladores de splicing que incluem intensificadores de
splicing exonicos e intronicos (ESEs e ISEs, respectivamente) e silenciadores de
splicing exonicos e intronicos (ESSs e ISSs). Intensificadores de splicing sdo
reconhecidos por fatores reguladores de splicing (SRFs), incluindo as particulas de
ribonucleoproteinas heterogéneas (hnRNP) e as proteinas SR, como 9G8, ASF/SF2,
SRp40, SRp55, entre outras.®?

O splicing de éxons depende do equilibrio das atividades das proteinas SR.
Estudo recente sobre regulacdo de splicing das isoformas VEGFwx € VEGFub
observou que os fatores ASF/SF2 e SRp40 favorecem a selecdo de sitio de splicing
proximal do pré-RNAm de VEGF, enquanto o fator SRp55 favorece a selecdo distal, ou
seja, a expressdo de VEGFb. Esses resultados indicam que fatores como ASF/SF2,
SRp40 e SRp55, regulam o splicing alternativo do pré-RNAm de VEGF, o que
determina a regido C-terminal.®® Outros reguladores importantes do processo de
splicing incluem vérias proteinas SR quinases que fosforilam os dominios serina-
arginina encontrados uma variedade de fatores de splicing.“” SRs podem ser regulados
tanto diretamente por proteinas SR kinases, como Clk1 ou SRPKSs, ou indiretamente por
proteinas tirosina quinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs) e proteinas quinases C
(PKCs). SRPKs fosforilam ASF/SF2, o que favorece o splicing proximal; ja Clkl
resulta na fosforilagio tanto de ASF/SF2 quanto de SRp55 e SRp40.“54%)

Né&o existem dados na literatura sobre a investigacdo de isoformas de VEGF e
controle de splicing em cancer de cabeca e pescoco. Assim, a investigacdo do evento de
splicing alternativo de VEGF e de sua regulacdo em tumores de cabega e pescoco

contribuird para o conhecimento de novos fatores envolvidos no processo de



Introducédo 9

tumorigénese e também para a elaboracdo de terapias mais eficientes para a supresséo

deste tipo de tumor.
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1.2. Objetivos

1. Quantificar a expressdo de RNAm das isoformas VEGF € VEGFb
em amostras de HNSCC e em tecidos normais adjacentes.

2. Analisar a expressdo de RNAm de proteinas reguladoras de splicing
ASF/SF2, SRp55, SRp40 e SRPK1 em tumores de cabeca e pescogo.

3. Avaliar a correlacdo entre expressao dos fatores reguladores de splicing e
expressao das isoformas de VEGF.

4. Investigar o padréo de expressdo das isoformas de VEGF em relagéo ao
sitio anatdbmicos de ocorréncia do tumor e progressdo tumoral.

5. Investigar o padréo de expressdo dos fatores reguladores de splicing em

relacdo ao sitio anatdmicos de ocorréncia do tumor e progressdo tumoral.
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2. Casuistica e Métodos

2.1. Casuistica

Apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), foram
incluidas na pesquisa 47 amostras tumorais de pacientes com carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco (HNSCC) e 20 amostras de tecidos adjacentes normais. As
amostras foram coletadas no Servigo de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e
Pescoco do Hospital de Base da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto e no
Instituto Arnaldo Vieira de Carvalho, sob responsabilidade do Dr. José Francisco de
Gois Filho, Dra. Erika Erina Fukuyama e Profa. Dra. Eloiza Helena Tajara da Silva.
Foram incluidos no estudo pacientes com resultado positivo para HNSCC, com
indicacéo de cirurgia. Os pacientes foram incluidos aleatoriamente.

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados sociodemograficos dos pacientes.
Dados como idade, sexo, cor da pele e habitos tabagista e etilista foram coletados do
prontudrio médico. Informacdes sobre tabagismo e etilismo foram limitadas quanto ao
uso ou ndo de tabaco e alcool.

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolugdo 196/96 do Ministério da Saude, este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto

(FAMERP), parecer n°® 210/2009 (Anexo 1), SISNEP CAAE-1788.0.000.140-09.
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Tabela 1. Dados sociodemogréficos dos pacientes com céncer de cabega e pescogo

incluidos no estudo.

Pacientes n (%)

N° de individuos 47

Idade (média +DP) 61+12,58
Tabagista 41 (87,2)
Etilista 33(70,2)
Género

Masculino 43 (91,5)
Feminino 04 (8,5)
Cor da pele

Branca 40 (85,1)
Né&o branca* 07 (14,9)

*Incluindo negroides e orientais.
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2.2. Classificacdo dos tumores malignos (TNM)

Os tumores foram classificados pela equipe médica participante do projeto de
acordo com os parametros da Union International Contre le Cancer (UICC) e American
Joint Commitee for Cancer (AJCC)“” em trés critérios: tamanho do tumor (T), presenca
de linfonodos regionais comprometidos (N) e presenca de metastase a distancia (M)
(Tabelas 2,3 e 4).

O diagndstico e a classificacdo do TNM e demais informagdes clinicas foram
obtidas por meio de prontuario médico do paciente. Em relaco a presenga de metéstase
a distancia, apenas um paciente apresentou M+.

Para classificagdo em relacdo a progressdo tumoral, os tumores foram grupados

conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 2. Distribuicdo dos casos por sitio primério de ocorréncia do tumor.

Sitio anatémico primério n (%)

Cavidade oral 23 (48,9)
Laringe 13 (27,7)
Faringe (orofaringe, nasofaringe e hipofaringe) 11 (23,4)

Tabela 3. Distribui¢do dos sitios anatdmicos primarios do tumor em relacdo ao TNM

(categoria T). Informagéo obtida para 43 pacientes.

Sitio primério do tumor T1 T2 T3 T4  Tx

Cavidade oral 04 08 03 05 00
Laringe 03 00 01 07 01
Faringe 00 01 01 09 00

Tx — Nao foi possivel a avaliagdo o tamanho

Tabela 4. Distribui¢do dos sitios anatbmicos priméarios do tumor em relagdo ao TNM

(categoria N). Informacéo obtida para 43 pacientes.

Sitio primario do tumor NO N+ Nx
Cavidade oral 11 07 02
Laringe 02 05 07
Faringe 02 07 00

NO — Auséncia de linfonodos comprometidos
N+ — Presenca de linfonodos comprometidos
Nx — Nao foi possivel a avaliagdo
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Tabela 5. Classificagdo dos tumores de acordo com TNM.

Estadio T N M
I T1 NO MO
A T2a NO MO
1B T2b NO MO
T1-T2b N1 MO

Il T3 NO-1 MO
T1-3 N2 MO

IVA T4 NO-2 MO
VB T1-4 N3 MO

IvVC T1-4 NO-3 M1
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2.3. Analises moleculares

2.3.1. Extracdo de RNA

ApOs a coleta, os tecidos foram imediatamente armazenados em nitrogénio
liquido até o momento da extracdo. O RNA total foi extraido do tumor e tecido normal
com TRIzol® Reagent (Invitrogen), de acordo com instrugdes do fabricante. TRIzol®
Reagent é uma solugdo monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina que promove a
lise celular mantendo a integridade do RNA. A técnica consistiu inicialmente da
maceragdo manual dos fragmentos de aproximadamente 100 mg de tecido em
almofariz, com pistilo e adicdo de nitrogénio liquido. Para cada 10 mg de tecido, foi
adicionado 1 mL de TRIzol® Reagent. O material foi, entdo, distribuido em microtubos
de 1,5 mL e mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. O préximo passo foi a
adicdo de 200 pL de cloroféormio gelado para cada 1 mL de TRIzol® Reagent. O
material foi agitado por aproximadamente 20 segundos e permaneceu por 3 minutos em
temperatura ambiente sendo, em seguida, acondicionado em gelo. As amostras foram
centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C, para separacdo das fases aquosa
(contendo RNA), interfase e fase orgénica. A fase aquosa foi transferida para novo tubo
e 0 RNA foi precipitado com 0,5 mL de isopropanol para cada 1 mL de TRIzol®
Reagent utilizado. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10
minutos e centrifugadas por 10 minutos a 12.000g a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75%. As amostras foram misturadas
em vortex e centrifugadas a 7.500g por 5 minutos a 4°C. Apos a evaporacédo do etanol, o
pellet de RNA foi ressuspendido em &gua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
(Ambion®) e incubado por 10 minutos a 60°C. As amostras de RNA extraidas foram

estocadas em freezer — 80°C.
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2.3.2. Quantificagdo das amostras de RNA por espectrofotometria

As quantificagbes das amostras de RNA foram determinadas por sua
absorbancia em comprimentos de onda (i) de 260 e 280 nm pelo espectrofotdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). O grau de pureza foi verificado por meio da razéo
260/280 sendo consideradas livres de contaminantes nocivos a amplificagdo “in vitro”

as amostras que apresentaram entre 1.7 e 2.1 e razdo 230/260 entre 1.8 e 2.0.

2.3.3. Anédlise da qualidade e integridade de RNA total

A qualidade e a integridade das amostras de RNA foram avaliadas pela
visualizagdo dos fragmentos correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S, ap6s
separagdo por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 2). Um micrograma de RNA
foi misturado a 10pL de corante (Uréia 7M, Glicerol 30%, tamp&o Tris-Acetato-EDTA
- TAE 50X, Azul de bromofenol). As amostras foram desnaturadas em termociclador
por 10 minutos a temperatura de 60°C e acondicionadas imediatamente em gelo. Foram,
entdo, aplicadas em gel com tampéo de corrida TAE 1X. O gel foi submetido & corrente
elétrica de 90 volts por 30 minutos e, posteriormente, foi corado com brometo de etideo.

As amostras apresentaram integridade e boa qualidade.
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18S

Figura 2. Gel de agarose 1% para anélise de RNA total de duas amostras extraidas (1 e
2). M — Marcador de peso molecular de um quilobase. Os fragmentos 18S e

28S correspondem ao RNA ribossdmico.
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2.3.4. Reacdo de Transcrigdo Reversa (RT-PCR)

DNA complementar (DNACc) foi sintetizado utilizando-se o kit comercial High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Em uma reagéo de 20pul,
foram utilizados 2pg de RNA total, desoxinucleotideos trifosfatados (ANTP) mix 1X,
RT random primers 1X, tampdo 1X e 1 ul de Multiscribe Reverse Transcriptase. Em
termociclador, as reagdes foram submetidas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e

80°C por 5 min.

2.3.5. Andlise de expressdo génica por Reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (PCRQ)

As reagdes PCRq foram realizadas em triplicata em placas de 96 pogos no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems), com a utilizagdo de sondas TagMan
MGB (Minor groove binder) ligadas ao fluor6foro FAM (Applied Biosystems). As
sondas TagMan MGB contém o fluor6foro FAM ligado a extremidade 5’ e um
supressor (quencher) ndo fluorescente ligado a extremidade 3’. Durante a PCR, a sonda
TagMan MGB hibridiza-se especificamente a sua sequéncia complementar entre 0s
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso. Quando a sonda esta intacta, a
proximidade entre o fluor6foro e o supressor resulta em supressdo da fluorescéncia.
Durante a amplificagdo da sequéncia de interesse, a DNA polimerase cliva as sondas
hibridizadas aos seus alvos, separando o fluor6foro do supressor, o que resulta em
emissdo de fluorescéncia pelo fluor6foro. O aumento do sinal de fluorescéncia ocorre
somente se a sequéncia alvo for complementar a sonda e for amplificada durante a PCR.

Dessa forma, fragmentos amplificados de maneira inespecifica néo sdo detectados.
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A intensidade de fluorescéncia na reacéo foi determinada pelo calculo do ARn
(ARn = Rn" - Rn "), onde RN" corresponde a intensidade de emisséo do fluoréforo
FAM/ intensidade de emissdo do ROX em determinado momento; e Rn" corresponde a
intensidade de emissdo do fluor6foro FAM / intensidade de emissdo do ROX antes da
amplificacdo. O fluor6foro ROX ¢é utilizado como controle interno passivo, pois a
fluoroscéncia emitida € constante durante toda a reacdo. Durante os ciclos iniciais da
reacdo ndo h4 acumulo de produtos de amplificacéo e os valores de ARn permanecem
na linha de base (fluorescéncia do ROX > FAM). Na fase logaritmica, ocorre acimulo
dos produtos de amplificagcdo e ARn ultrapassa a linha de base. Para a quantificagdo
relativa foi estabelecido um valor de ARn, correspondente a linha de corte (threshold)
para a curva de amplificacdo de cada gene estudado. O niimero do ciclo em que 0 ARn
cruza a linha de corte corresponde ao ciclo de quantificacdo (Cq) da amostra. O valor de
Cq é preditivo da quantidade de RNAm alvo presente na amostra e quanto menor o seu
valor, maior é a quantidade de RNAm presente. O célculo da quantificacdo relativa foi
feito pelo método 272°Y descrito por Livak e Schimittgen, em 2001“®. Amostras de
tecido normal foram utilizadas como calibrador.

Os valores brutos de Cq foram calculados pelo programa SDS versdo 2.0 (Applied
Biosystems) apds ajuste manual do sinal basal de fluorescéncia e da linha de corte para

cada marcador analisado.

- Calculo da Eficiéncia
O célculo da eficiéncia de cada ensaio foi realizado como sugerido por Pfaffl et
al., em 2002“%. A avaliagdo da eficiéncia indica a cinética de amplificacdo da

sequéncia-alvo. Foi, entdo, construida uma curva padréo de quantificagdo para 0s genes
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avaliados (candidatos a genes de referéncia e genes-alvo). Foi feita diluicio seriada de
um pool de amostras de DNAc, nas concentragdes de 100 ng, 10 ng, 1 ng, 0,1 ng, 0,01
ng. A ciclagem compreendeu um estagio inicial a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°
por 15 seg e 60°C por 1 min. As reagOes foram realizadas no equipamento StepOne Plus
(Applied Biosystems).

ApoGs a reagdo, as médias dos valores de Cq das triplicatas correspondentes a
cada diluico foram utilizadas no célculo de eficiéncia. O software SDS 2.0 apresentou
gréaficos com base nas diluicdes testadas (eixo X) e valores da média de Ct (eixo Y) para
cada gene (Figura 3).

As sequéncias de primers e sondas para investigagdo dos genes SRp55, SRp40 e
ASF/SF2 foram desenhadas pela empresa Applied Biosystems a partir das sequéncias de
DNAc dos mesmos, disponibilizadas pelo NCBI (SRp55: NM_006275; SRp40:
NM_001039465.1; ASF/SF2: NM_001078166.1). Para analise do gene SRPK1, foi
adquirido o ensaio TagMan Gene Expression Assays - Assay-on-Demand (Applied
Biosystems, Assay ID Hs00177298 m1).

As sequéncias de primers e sondas para VEGFxx e VEGFxb foram desenhadas
com auxilio do software PrimerExpress versdo 3.0 (Applied Biosystems). Para VEGFxx,
foi utilizado o seguinte conjunto de primers e sonda: primer senso: 5’
AACACAGACTCGCGTTGCAA 3% primer anti-senso: 5’
CGCCTCGGCTTGTCACAT 3’; e sonda: 5° AGCTTGAGTTAAACGAAC 3’.

As reacOes foram realizadas utilizando-se TagMan Gene Expression Master Mix
1X (Applied Biosystems), 900nM de cada primer (senso e anti-senso) e 250nM de sonda
TagMan MGB 6-FAM. Para VEGFb foram utilizados 0 mesmo primer senso e sonda

de VEGFu«. O primer anti-senso especifico para VEGF«b foi desenhado com auxilio
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do software PrimerExpress versdo 3.0 (Applied Biosystems): primer anti-senso: 5’
TTCCTGGTGAGAGATCTGCAAGTA 3’. As reagOes de amplificagdo foram
realizadas com 10ul de Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems), 900 nM de

cada primer senso e anti-senso e 250 nM de sonda TagMan MGB 6-FAM.

Standard Curve Standard Curve

cr

Quanoty Quaniny

Figura 3. (A) Curva Padrdo dos genes candidatos a genes de referéncia. (B) Curva
Padrdo dos genes alvos. Testes de Extensdo Dindmica. Eixo X — Ciclo

de quantificacdo. Eixo Y — Quantidades das amostras.
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Todos os ensaios apresentaram boa eficiéncia e a concentragdo das amostras

escolhida para ser utilizada nas reacdes de PCRq foi 100 nanogramas (ng).

- Teste para avaliacéo e escolha dos genes de referéncia

Para normalizar a expressao de RNAm de VEGF e das proteinas reguladoras de
splicing em relacdo as diferencas na quantidade e qualidade de RNA e eficiéncia da
reagéo de transcri¢do reversa entre as amostras, foram avaliados 5 genes de referéncia
(GAPDH, p -actina, HPRT1, TBP e RPLPO).

A medida da estabilidade da expressdo de genes de referéncia baseia-se no
principio de que a razdo da expressdo de dois ou mais genes de referéncia ideais €
idéntica em todas as amostras, independente do tipo celular ou condi¢do experimental.
Assim, a variacdo da expressdo de dois ou mais genes de referéncia reflete o fato de que
um (ou mais) gene ndo é constantemente expresso, 0 que aumenta a variagdo na razdo
correspondente a diminuicdo da estabilidade da expressdo. A medida da estabilidade de
genes de referéncia (M) é definida pela variagdo média pareada de um gene em
particular com todos os outros genes de referéncia. Genes com o menor valor M
apresentam a maior estabilidade de expressdo.®” O valor de M para um gene de
referéncia ideal é < 1,5. Os gréficos da Figura 4 mostram os valores de Cq gerados para
cada gene de referéncia nas amostras estudadas, bem como o valor M de cada gene de
referéncia.

O DNACc de 5 amostras de tecido tumoral e 1 pool das 20 amostras de tecido
normal foi amplificado no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems), com
TagMan Gene Expression Master Mix 1X(Applied Biosystems) e ensaio contendo

primers e sonda TagMan MGB 6-FAM 1X (Applied Biosystems: GAPDH
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PN4333764F; p -actina PN4333762F; HPRT1 PN4333768F; TBP PN4333769F; e
RPLPO PN4333761F) . A ciclagem compreendeu um estéagio inicial a 95°C por 10 min
e 40 ciclos de 95° por 15 seg e 60°C por 1 min. A analise dos dados para escolha de dois
controles enddgenos foi feita utilizando-se o programa Data Assist v.3.0 (Applied
Biosystems) (Figura 4). Os genes de referéncia escolhidos foram TBP e RPLPO, pois

apresentaram os melhores valores de estabilidade.
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Control Plot (Study: escolha endogenos)
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Figura 4. A. Analise realizada pelo Software Data Assist v.3.0 (Applied Biosystems)
mostrando a estabilidade dos cinco controles enddgenos avaliados. B.
Gréafico mostrando os valores de estabilidade apds a exclusdo dos dois

genes com valores mais elevados de M.
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Ap0s obtencdo dos valores de eficiéncia dos ensaios e escolha dos controles
endogenos, foram realizadas as reagBes de PCRq utilizando amostras tumorais e

normais.

- Analise de expresséo da isoforma VEGFxxx

Do total de amostras extraidas, 46 amostras de tumores e cinco pools de
amostras de tecidos normais apresentaram amplificagdo para o gene VEGFy. Para as
amostras normais foram utilizados cinco pools contendo quantidades equivalentes das
20 amostras de tecido normal. O conjunto de primers utilizado detecta as isoformas 206,
189, 165 e 145 de VEGF«. As reagdes foram realizadas utilizando-se TagMan Gene
Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems), 300nM de primer senso, 100nM de
primer anti-senso e 250nM de sonda TagMan MGB 6-FAM. A ciclagem compreendeu
um estégio inicial a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95° por 15 seg e 60°C por 1 min.

A quantificagdo de VEGF,« das amostras tumorais foi analisada em relagdo aos
pools de amostras normais (calibrador) e em relagdo aos genes de referéncia (TBP e
RPLPO). As reacOes foram realizadas em triplicata, em placas de 96 pocgos, no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). O software SDS versdo 2.0 foi

utilizado para analisar as curvas de express&o.

- Analise de expresséo da isoforma VEGFxxxb

Para analise de expressdo do VEGFb, foram utilizados 0 mesmo primer senso
e sonda de VEGF, conforme descrito acima. O primer anti-senso especifico para a
regido 8b foi desenhado com auxilio do software PrimerExpress versdo 3.0 (Applied

Biosystems) e detecta somente a isoforma VEGFgsh. As reacOes de amplificagéo
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incluiram 100ng de DNAc, Gene Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems), 900
nM de cada primer senso e anti-senso e 250 nM de sonda TagMan MGB 6-FAM. A
ciclagem compreendeu um estagio inicial a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95° por 15
seg e 45°C por 1 min.

A quantificacdo de VEGFb das amostras tumorais foi analisada em relagéo
aos pools de amostras normais (calibrador) e em relacédo aos genes de referéncia (TBP e
RPLPO). As reacOes foram realizadas em triplicata, em placas de 96 pogos, no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). O software SDS versdo 2.0 foi

utilizado para analisar as curvas de expressao.

- Analise de expresséo dos fatores reguladores de splicing

As reacOes foram realizadas utilizando-se 100ng de DNAc, TagMan Gene
Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems) e cada ensaio contendo 0s primers e as
sondas especificas para cada gene alvo, na concentracdo final de 1X. A ciclagem
compreendeu um estagio inicial a 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95° por 15 seg e 60°C
por 1 min. Para as amostras normais foram utilizados cinco pools contendo a
quantidades equivalentes das 20 amostras de tecido normal. A quantificacdo das
amostras tumorais foi analisada em relagéo aos pools de amostras normais (calibrador) e

em relag&o aos genes de referéncia (TBP e RPLPO).

As reagOes foram realizadas em triplicata, em placas de 96 pogos, no
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). O software SDS versdo 2.0 foi

utilizado para analisar as curvas de expressao.
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2.4.5. Analise Estatistica

Anteriormente a realizacdo de testes utilizando dados continuos, os dados foram
submetidos ao teste da normalidade de D’Agostino e Pearson normality test utilizando-
se 0 programa GraphPad Prism v.5. Os valores de quantificagdo relativa de RNAmM
(RQ) das isoformas de VEGF e das proteinas reguladoras de splicing em tumores foi
analisada por One-sample T Test, para dados com distribuicdo normal, ou Wilcoxon
Signed Rank Test, para dados que n&do apresentaram distribuicdo normal. A expressao
génica nos diferentes sitios anatdbmicos foi avaliada por Kruskal-Wallis Test.
Comparagdo entre expressdo das isoformas de VEGF em tumores e analise dos valores
de expressdo das isoformas de VEGF e dos fatores de splicing em relacdo a progressao
tumoral foram realizadas por Two-sample T Test ou Mann-Withney Test. Correlagéo de
Spearman foi utilizada para avaliar a correlacdo entre os niveis de expressdo de RNAm
das duas familias de isoformas de VEGF, e entre as proteinas reguladoras e as isoformas

de VEGF« e VEGFb. Valores de P < 0,05 foram considerados significantes.
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3. RESULTADOS

3.1. Expresséo de isoformas VEGFyyx € VEGF b

Para determinar a expressdo de VEGFu«b e VEGFw em HNSCC e tecidos
normais, PCRg em tempo real utilizando primers que distinguem as duas familias de
isoformas foi realizada. Os fragmentos gerados foram 74 pares de bases para VEGFx
(consistente com as isoformas 206, 189, 165, 145) e 71 pares de bases para VEGFb
(consistente com a isoforma 165b) (Figura 5). O conjunto de primers utilizado para
amplificacdo de VEGFxb, reconhece uma sequéncia especifica que ndo contém o éxon
8a, presente somente nas isoformas VEGF«x. Expressdéo de RNAmM de VEGF,y e
VEGFb foi detectada em ambos os tecidos tumoral e normal.

Expresséo significantemente elevada de ambas as isoformas VEGFx (mediana
de RQ =1,8; P =0,0004) e VEGFb (mediana de RQ = 2,1; P<0,0001) foi observada
em tumores de cabega e pescoco em relagdo aos tecidos normais adjacentes (Figura 6).

Para investigar qual das duas familias de isoformas é mais expressa nos tumores,
foram comparados os valores de expressdo de VEGFx e VEGFb por meio do Mann-
Witney Test. Ndo foi observada diferenca significante de expressdo das isoformas em

tumores (P=0,7224) (Figura 7).
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Figura 5. Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo mostrando os fragmentos
correspondentes as isoformas VEGFx (colunas 2, 3 e 4) com 74 pares de
base, e VEGFxwb (colunas 5, 6 e 7) com 71 pares de base. Coluna 1:

marcador de peso molecular de 100 pares de base.
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Figura 6. Expressdo de VEGFy« (A) e VEGFb (B) em tumores de cabeca e pescogo
em relacdo aos tecidos normais. Os dados foram apresentados como mediana
com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os valores de RQ

estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 7. Expressdo de VEGF,x € VEGF,b em tumores de cabeca e pescogo. Os
dados foram apresentados como mediana com variagdo interquartil
(percentil 25% e percentil 75%). VEGF«x apresentou mediana de RQ de 1,8
e VEGFxxb, mediana de RQ de 2,1. Os valores de RQ estdo apresentados

em escala logaritmica de base 2.

A anélise dos valores de expressdo de VEGF nos tumores em relacdo aos tecidos
normais nos diferentes sitios anatbmicos de ocorréncia (Figura 8) mostrou que, em
cavidade oral, a expresséo de VEGFy« néo diferiu entre tumores e tecidos normais (P=
0,7454). Em faringe, VEGF«x foi significantemente mais expresso nos tumores em
relacdo as amostras normais (P=0,0022). Expressdo mais elevada de VEGF,y também
foi observada nos tumores de laringe em relagdo aos tecidos normais (P=0,0126).

A comparacdo entre a expressdo da isoforma VEGF entre os trés sitios
anatdbmicos mostrou expressdo mais elevada em tumores de faringe em relacdo aos

outros sitios (P=0,0026) (Figura 9).
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Figura 8. Expressdo de VEGFyx em tumores de cavidade oral (mediana com variagéo
interquartil) (A), faringe (média £DP) (B) e laringe (média +DP) (C) em
relacdo as amostras normais. Os valores de RQ estéo apresentados em escala

logaritmica de base 2.
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Figura 9. Expressdo de RNAmM de VEGFx em
Os dados foram apresentados como mediana com

ocorréncia do tumor.

variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os valores de RQ
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relacdo aos sitios anatdmicos de

estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.

VEGF««b ndo apresentou diferenga de expresséo significante entre tumores e

tecidos normais considerando-se os sitios primarios de tumor separadamente (Cavidade

oral: P=0,2173; Faringe: P=0,0618; e Laringe: P=0,1011) (Figura 10). A comparagéo da

expressdo das isoformas de VEGF entre os sitios mostrou expressdo menos elevada de

VEGF«b em tumores de cavidade oral (P=0,02) (Figura 11).
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Figura 10. Expressdo de VEGFb em tumor de cavidade oral (mediana com variagéo
interquartil) (A), faringe (média +DP) (B) e laringe (média +DP) (C) em
relagdo as amostras normais. Os valores de RQ estdo apresentados em

escala logaritmica de base 2.
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Figura 11. Expressdo de RNAm de VEGF.xb em relacdo aos sitios anatdmicos de
ocorréncia do tumor. Os dados foram apresentados como mediana com
variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os valores de RQ

estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.

Tumores com estadios | e Il foram agrupados em tumores menos avangados e
aqueles com estadios 11l e 1V foram agrupados em tumores avangados. Foi observada
expressdo elevada de ambas as isoformas em tumores avangados em relacdo aos
tumores menos avangados, porém, sem significancia estatistica (VEGF«: P = 0,2351;
VEGFxb: P = 0,125) (Figuras 12 e 13).

A comparagéo dos valores de expressdo de VEGF nos tumores em relagdo aos
tecidos normais de acordo com a progressdo tumoral est4 apresentada nas Figuras 14 e
15. Em tumores mais avangados, a expressdo de VEGFyx foi significantemente maior
em relacdo aos tecidos normais (P = 0,0004). Em tumores menos avangados, VEGFux
ndo apresentou diferenca de expresséo (P = 0,8077). Expressao elevada de VEGFb
também foi observada nos tumores mais avancados em relagdo aos tecidos normais
(P=0,0001). Em tumores menos avancados, ndo houve diferenca de expressdo de

VEGF b entre tecidos tumorais e normais (P = 0,9032).
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Figura 12. Expressdo de VEGF,x em relacdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e

percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala

logaritmica de base 2.
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Figura 13. Expressdo de VEGFxxb em relacdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e

percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala

logaritmica de base 2.
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Figura 14. Expressdo de VEGF,x em tumores mais avancados e menos avangados em

RQ (Fold Change)
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relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 15. Expressdo de VEGF«b em tumores mais avangados e menos avangados em

relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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3.2. Expressédo de fatores reguladores de splicing

A expressdo do RNAm da proteina ASF/SF2 foi significantemente elevada em
tumores em relagdo aos tecidos normais (P<0,0001). Para SRPK1, o0 RNAm apresentou
expressdo significantemente mais baixa nos tumores (P = 0,0444). Nao foi observada
diferenca de expressao dos genes SRp55 e SRp40 entre os grupos (SRp55: P = 0,8185;
SRp40: P = 0,7932) (Figura 16).

Em relacdo aos sitios anatdmicos, ndo houve amplificacdo das amostras normais
para ASF/SF2 e SRp40, portanto, ndo foi possivel fazer a andlise estatistica para estes
dois genes. SRp55 apresentou expressao significantemente reduzida em tumores em
relagdo aos tecidos normais em cavidade oral (P = 0,0401) (Figura 17). Em faringe e
laringe, ndo houve diferenca significante de expressdo de SRp55 entre tumores e
amostras normais (P = 0,4131 e P = 0,5879, respectivamente). Em relacdo a proteina
SRPK1, esta apresentou expressao significantemente elevada nos tumores em relagéo as
amostras normais em faringe e laringe (P = 0,002 e P = 0,0007, respectivamente). Em
tumores de cavidade oral, SRPK1 apresentou expressdo reduzida (P = 0,0054) (Figura
18).

Entre os diferente sitios anatdmicos de tumor, ndo houve diferenca de expressdo
do fator regulador SRp55 (P = 0,1717) (Figura 19). A proteina SRPK1 apresentou
expressao elevada em tumores de faringe em relagéo aos de cavidade oral (P<0,0001)

(Figura 20).
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Figura 16. Expressdo de RNAmM de ASF/SF2, SRp55, SRp40 e SRPK1 em tumores de

cabeca em relagdo aos tecidos normais. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.



Resultados 42

A 5 P =0,0401
*
) :
g 0
: y. b
) rssEve
o A
°
L 5
O *
X
-10

B, P =04131
*
. 1
[ i —iop—o—
2 ° W
© -14
=
O -2
©
S 3
L 4
g .
@ 5
-6+ .
7

Tumores de fari nge

C 5
P =0,5879
- -
2 —
= Y K s
o —‘-‘K—
K]
[ .
L 5
(e
(14
-
-10

)
Tumores de laringe

Figura 17. Expressdo de SRp55 em tumor de cavidade oral (A), faringe (B) e laringe
(C) em relacdo as amostras normais. Os dados foram apresentados como
mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 18. Expressdo de SRPK1 em tumor de cavidade oral (A), faringe (B) e laringe
(C) em relagdo as amostras normais. Os dados foram apresentados como

mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 19. Expressdo de RNAm de SRp55 em relagdo aos sitios anatdmicos de

Figura 20.

ocorréncia do tumor. Os dados foram apresentados como mediana com
variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os valores de RQ

estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.

P <0,0001

5 %o o
= *e e R
2 G

-
s 0 ’
(&] * *®
k)
LE .
- .5 .
(e ] L 4
14 . .
Cavidade Faringe Laringe

aral

Expressdéo de RNAm de SRPK1 em relagdo aos sitios anatdmicos de
ocorréncia do tumor. Os dados foram apresentados como mediana com

variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os valores de RQ

estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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A expressdo das proteinas ASF/SF2, SRp40, SRp55 e SRPK1 foi avaliada de
acordo com a progressdo tumoral. A expressdo de SRp55 foi menor nos tumores mais
avancados em relacdo aos menos avangados (P = 0,0499) (Figura 21). Os valores de

expressdo dos genes ASF/SF2, SRp40 e SRPK1 ndo diferiram significantemente de

acordo com a progressao tumoral (P>0,05) (Figuras 22, 23 e 24).
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Figura 21. Expressdo de SRp55 em relagdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e
percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica

de base 2.
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Figura 22. Expressdo de ASF/SF2 em relacdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e

percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala

logaritmica de base 2.
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Figura 23. Expressdo de SRp40 em relacdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e
percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica

de base 2.



Resultados 47

5 . P >0,05 R
% 0 Soty ¢
*
5 >~
S :
3 5
=
o *
(14 -10 .
1 1
Tumores Tumores
+ avancados - avangados

Figura 24. Expressdo de SRPK1 em relacdo a progressdo tumoral. Os dados foram
apresentados como mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e
percentil 75%). Os valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica

de base 2.

A comparagéo dos valores de expressdo das proteinas reguladoras de splicing
nos tumores e tecidos normais de acordo com a progressdo tumoral mostrou que a
proteina ASF/SF2 apresentou expressdo elevada em tumores mais avancados em
relagdo aos tecidos normais (P<0,0001) (Figura 25). Em tumores menos avangados,
ASF/SF2 também foi mais expressa quando comparada as amostras normais (P =
0,0001). SRp55, SRp40 e SRPK1 nédo apresentaram diferenca significante de expressdo
tanto em tumores mais avangados quanto em tumores com menor progressao em relagdo

aos tecidos normais (P>0,05) (Figuras 26, 27 e 28).
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Figura 25. Expressdo de ASF/SF2 em tumores mais avangados e menos avangados em
relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 26. Expressdo de SRp55 em tumores mais avan¢ados e menos avan¢ados em
relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variacdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 27. Expressédo de SRp40 em tumores mais avancados e menos avan¢ados em
relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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Figura 28. Expressdo de SRPK1 em tumores mais avangados e menos avangados em
relacdo as amostras de tecido normal. Os dados foram apresentados como
mediana com variagdo interquartil (percentil 25% e percentil 75%). Os

valores de RQ estdo apresentados em escala logaritmica de base 2.
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3.3. Correlagéo entre as isoformas de VEGF e entre fatores reguladores de
splicing e VEGFxx € VEGF«b

Correlagéo positiva foi observada entre os valores de expressdo de VEGF,x €
VEGFx«b em tumores de cabeca e pesco¢o (P<0,001) (Figura 29). As proteinas
ASF/SF2, SRp55 e SRp40 apresentaram correlagéo positiva com ambas as isoformas de
VEGF (Tabela 6). A proteina SRPK1 foi correlacionada positivamente com ASF/SF2,

SRp55 e SRp40 nos tecidos tumorais (Tabela 7).
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Figura 29. Correlagdo positiva entre os valores de expresséo de VEGFx € VEGFub

em tumores de cabega e pescoco.
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Tabela 6. Correlagéo entre os fatores reguladores de splicing e as isoformas de VEGF

em tumores de cabega e pescoco.

Fator regulador de splicing VEGFxXxX VEGFxxxb
r= Valor de P r= Valor de P
ASF/SF2 0,506 0,0004 0,533 0,0001
SRp55 0,455 0,002 0,480 0,001
SRp40 0,519 0,0003 0,503 0,0004
SRPK1 0,202 0,183 0,262 0,078

*Fator de correlagdo de Sperman.

Tabela 7. Correlacdo entre o fator regulador de splicing SRPK1 e as proteinas SR
(ASF/SF2, SRp55 e SRp40) em tumores de cabega e pescogo.

Fator regulador de splicing

(proteinas SR) SRPK1
r* Valor de P
ASF/SF2 0,526 0,0002
SRp55 0,579 <0,0001
SRp40 0,441 0,002

*Fator de correlagéo de Sperman.
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Discusséo

A importancia da proteina VEGF-A no processo de angiogénese normal e
patolégico tem sido amplamente explorada e documentada nas Gltimas décadas.® A
expressdo elevada de VEGF-A resulta em aumento da angiogénese, enquanto a
expressdo reduzida favorece a reducdo do processo angiogénico em estagios normais e
patoldgicos.®? O aumento da expressio de VEGF-A é associado ao crescimento
tumoral e esta proteina tornou-se um dos principais alvos para terapias contra tumores
solidos. Drogas anti-VEGF-A, como bevacizumab e sunitinib, sdo frequentemente

(53,54,55)

utilizadas em pacientes com cancer e a inibicdo de VEGF-A tem mostrado

eficacia também na inibicdo da angiogénese ocular em retinopatia diabética.®® Assim, a
expressao deste gene é considerada um fator determinante na evolucao tumoral. Embora
a contribuicdo de VEGF-A para desenvolvimento do cancer esteja bem estabelecida,
estudos sugerem que o splicing do gene VEGF-A pode também ser um fator importante
para o desenvolvimento do tumor.

O processo de vascularizagdo tumoral ndo é totalmente conhecido, mas VEGF-A
parece ser o fator de crescimento vascular predominante na maioria dos tumores.®” O

aumento da expressdo de VEGF é observado em tumores sélidos, tais como de

(2 27,28,57)

mama,® colorretal® e carcinoma espinocelular da cavidade oral. Para este

altimo, a imunoreatividade imunohistoquimica positiva de VEGF foi significantemente

27,28)

associada a um pior prognéstico e & reduco na taxa de sobrevida.®”

Embora a biologia das isoformas de VEGF-A geradas por splicing seja pouco

conhecida, sabe-se que estas sdo, geralmente, co-expressas em todos os tecidos, sendo o

31,58,59

VEGF¢5 a forma predominante( ). O gene VEGF-A contem oito éxons, que podem
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dar origem as cinco principais isoformas: VEGFi21, VEGF145, VEGF165, VEGF1g9 €
VEGF 5.V
Em 2002, uma nova familia de isoformas de VEGF-A, gerada por splicing

2435 Esses transcritos incorporam um

alternativo, foi relatada e denominada VEGFyb.¢
éxon diferente (chamado de éxon 8b, sequéncia SLTRKD) ao inves do cléssico éxon 8a
(sequéncia CDKPRR) encontrado nos transcritos angiogénicos.®” Bates et al. (2002)@*
identificaram a isoforma VEGF¢5, em carcinoma renal, a qual apresentou expresséo

52 Assim,

reduzida, sendo, entdo, considerada como um fator anti—angiogénico.(
informacgBes quantitativas dos niveis de expressdo de VEGFy b em tumores se mostram
necessarios, ndo somente para o entendimento do papel bioldgico, mas também para
aplicacdes clinicas.®?

A proteina VEGF3sb mostrou 96% de homologia com VEGFe5 € se liga aos
receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 com a mesma afinidade; entretanto, possui um efeito
diferencial. Os seis aminoacidos C terminais da proteina VEGF sdo importantes para
ligacdo com o receptor VEGFR-1, que é necessario para a completa ativacdo de
VEGFR-2. VEGF45b ndo se liga a VEGFR-1 e isso ocorre provavelmente devido a sua
estrutura 3D alterada, uma vez que possui sequéncia diferente de aminoacidos na regido

3940 Esses dados indicam que VEGFigsb ndo é capaz de promover a

C terminal.’
formacéo do complexo VEGFR-1/VEGFR-2,%) Jevando a uma rotagdo parcial do
dominio intracelular de VEGFR-2."

N&o existem dados na literatura sobre o papel da familia VEGFuxb em
carcinoma espinocelular de cabega e pescogo, mas outros tipos tumorais apresentaram
expressdo reduzida dessa isoforma, sugerindo um papel inibidor no processo

(24,36,61,62)

angiogeénico. Entre os tipos tumorais em que h& expressdo reduzida de
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VEGFxb destacam-se cancer de prostata,®® carcinoma de células renais,*”carcinoma
colorretal®” e melanoma.®® Além disso, VEGF,b foi considerado um supressor de
tumor e foi considerado um bom marcador para avaliacdo do prognostico de pacientes
com cancer de c6lon.®?

(36)

Ha evidéncias de que VEGFxxb ndo exerce efeito pré-angiogénico in vivo™™ e é

capaz de inibir a migragdo e proliferacdo de células endoteliais mediadas por VEGF s,

(246485 Além disso, mostrou inibir a angiogénese

além da vasodilatacdo ex vivo.
fisiologica em tecido mamério de animais transgénicos e, também, a angiogénese
patoldgica em seis diferentes modelos de tumores in vivo apds administracéo de células
transfectadas com VEGFb, construgdes adenovirais ou proteinas recombinantes
humanas.(36’61'64'65)

Além da isoforma VEGFgsb, a expresséo elevada da isoforma VEGFixb em
células tumorais transplantadas em camundongos também mostrou resultar em inibigéo

do crescimento,(®.62 646586

) Tais estudos reforcam a hipdtese de que alteragdes no
mecanismo de splicing poderiam favorecer o aumento de transcritos VEGFx em
algumas doengas relacionadas & angiogénese e reduzir a expressdo de isoformas
VEGF«b, expressas principalmente em tecidos normais.

A grande maioria dos estudos sobre expressdo de VEGF utilizam metodologias
que ndo distinguem o VEGFieb de outras isoformas, principalmente da isoforma
VEGF165.%Y Neste estudo foram utilizadas metodologias para diferenciar as duas
familias de isoformas de VEGF geradas por splicing alternativo e expresséo elevada de
ambas as isoformas de VEGF (VEGFx € VEGFb) foram observadas nas amostras de

carcinoma espinocelular de cabeca e pesco¢o quando comparadas as amostras de tecido

normal. Esse resultado corrobora com estudo em carcinoma de bexiga, que também
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G

mostrou expressio elevada da isoforma VEGF1esb nos tecidos tumorais,®® sugerindo

uma contribuicdo diferencial dessa isoforma nesse tipo de tumor em relagdo aquela
observada em carcinoma de células renais e cancer de prostata.®**®

A anélise de expressdo das isoformas VEGFb em bidpsias de tecido tumoral
de mama e tecidos normais por microarray mostrou que estas apresentam expressao
elevada em cancer de mama quando comparadas ao tecido mamario normal, no qual a
expressdo de VEGFb ndo foi detectada.®” Todos os tecidos analisados foram
positivos para VEGF total, incluindo o epitélio normal. Andlise semi-quantitativa
mostrou que os niveis de proteinas de ambos VEGF total e VEGFxxb foram
significantemente maiores no tumor em relacéo ao tecido normal.®” Esses dados estdo
de acordo com o presente estudo, no qual ambas as isoformas de VEGF apresentaram
expressdo significantemente elevada nos tumores em relagéo aos tecidos normais.

A existéncia de correlagéo positiva entre a expressdo de VEGF,x e VEGFb
em tumores de cabega e pescoco, observada no presente estudo, indica que as duas
familias de VEGF sdo expressas de maneira significante em tumores e sugere que
ambas podem possuir propriedades angiogénicas. Catena e colaboradores (2010)¢”
produziram proteinas VEGFi121b e VEGFssb recombinantes em extrato de Pichia
pastoris, para testar in vitro e in vivo seus efeitos anti-angiogénicos e suas propriedades
anti-tumorais. Os autores observaram que ambas as isoformas induziram a proliferacéo
de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS) e a fosforilacdo de VEGFR-
2. O efeito das isoformas VEGFi21/16sb foi mais brando em relagdo ao VEGFies. A
proliferacdo de HUVECs foi aproximadamente 50% menos estimulada pelas isoformas
VEGF121/16sb em relacdo a utilizacdo da proteina recombinante VEGF¢s. Segundo 0s

autores, os resultados deste estudo demonstram que VEGFi21/16s0 ndo sdo anti-
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angiogénicos, mas isoformas do VEGF-A com menor eficiéncia no processo
angiogénico.®”

Segundo Catena et. al. (2010),” ambas as isoformas VEGFyy € VEGFb
competem igualmente pela ligagdo com o receptor. Devido a isoforma VEGFb
induzir a angiogénese de maneira menos efetiva, tumores que expressam quantidades
elevadas de VEGFb apresentam tamanho menor quando comparados a tumores com
alta expressao de VEGFxx.

No presente estudo, tumores de faringe apresentaram expressdo mais elevada de
VEGFxx em relacdo aos outros sitios anatémicos. Isso pode ser explicado pela baixa
expressdo deste gene em tecido normal de faringe,®® que, em decorréncia do
desenvolvimento tumoral, passa a expressar esse fator de crescimento para garantir a
manutencdo do crescimento do tumor. Quando comparadas as amostras de tecido
normal, amostras tumorais de faringe e laringe apresentaram maior expressdo de
VEGF«. VEGFb apresentou expressdo reduzida em tumores de cavidade oral em
relacdo aos outros sitios anatdmicos no presente estudo. E possivel que VEGFb
apresente expressdo diferencial dependendo do sitio anatbmico de ocorréncia.
Entretanto, estudos adicionais s&o necessarios para confirmar essa hipdtese.

Elevada expressdo de ambas as isoformas de VEGF foi observada em tumores
mais avancados em relagdo aos menos avangados no presente estudo, embora sem
significAncia estatistica. Porém, quando os valores de expressdo de VEGFxyx €
VEGFb de tumores com maior progressao foram comparados aos tecidos normais, foi
observada expresséo significantemente elevada de ambas as isoformas em tumores mais
avancados. Esses dados corroboram com outros estudos sobre progressao tumoral em

cabeca e pescogo.®” Boonkitticharoen et. al. (2008)® observaram expresséo elevada
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de VEGF em tumores avancados (T3 e T4) e em metéstase de linfonodos (N+) de
carcinoma de células escamosas de cavidade oral e faringe, quando comparados a
tumores menos agressivos. Em carcinoma espinocelular de laringe, foi observada
associacdo entre a expressdo elevada de VEGF e tamanho do tumor e metastase de
linfonodos. Ha evidéncias de que a expressdo de VEGF esta intimamente associada com
tumores de maiores dimensdes, estadio mais avancado e metastase de linfonodo de
carcinoma espinocelular de laringe.®

VEGF-A também tem sido associado com linfangiogénese e metéstase de
linfonodos em outros modelos tumorais, como cancer de pele™ e fibrosarcoma.®
Entretanto, em alguns modelos tumorais, como tumor de pancreas, VEGF-A ndo foi

374 As varidveis que determinam se

associado com linfangiogénese ou metastase."
VEGF-A é linfangiogénico provavelmente incluem a isoforma de VEGF-A, o0s niveis de
expressao de VEGFR-2 no endotélio linfatico e o recrutamento de mondcitos e
macréfagos que expressam VEGF-C/VEGF-D.™®

Expressdo elevada de VEGF.xb também foi observada nos tumores mais
avancados quando comparados aos tecidos normais. Os resultados obtidos até o
presente em relacdo a expressdo de VEGF-A e progressdo tumoral, podem incluir a
isoforma VEGFb, uma vez que as metodologias utilizadas podem néo discriminar as
duas familias de isoformas. Além disso, se existe a possibilidade de VEGFxxb possuir
propriedades pro-angiogénicas, embora menos efetivas do que VEGFx«y, é esperado que
essa isoforma também apresente expressdo elevada em tumores mais avancados.

Estudo sobre regulacdo de splicing das isoformas VEGFy« € VEGF«b mostrou

que fatores reguladores de splicing, como as proteinas SR ASF/SF2, SRp55 e SRp40,

sdo capazes de regular o splicing alternativo do prée-RNAm de VEGF, o que determina a
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regido C-terminal da proteina produzida 59 ASF/SF2 e SRp40 foram associados com a
selecdo de sitio de splicing proximal do pré-RNAm de VEGF, favorecendo a sintese de
VEGF«, enquanto o fator SRp55 foi relacionado com a selegdo distal, ou seja, com a
expressdo de VEGF,b. Para identificar o papel de SRp55 na regulagéo da sele¢éo do
sitio de splicing distal, experimentos de inducdo de sua expressdo mostraram que a
expressdo elevada de SRp55 em células epiteliais pigmentadas de retina resultou em
aumento da expressdo de VEGF;gsh.®®

No presente estudo, o fator de splicing ASF/SF2 apresentou maior expressao em
tumores em relacdo aos tecidos normais, o que explica a expressdo mais elevada de
VEGFxxx nestas amostras. O gene SFRS1, que codifica a proteina ASF/SF2, preenche
todos os critérios de classificacdo de um proto-oncogene, tais como amplificacdo e

ativacdo génica em tumores.®

Expressdo elevada de ASF/SF2 em fibroblastos
imortalizados de roedores resultou em formacdo de sarcomas apds injecdo em
camundongo”®, enquanto a reducéo de sua expressdo em carcinoma de pulmao inibiu a
formacéo de tumores em modelos animais®.

SRPK1 e SRPK2 séo conhecidas por fosforilar o fator de splicing ASF/SF2 com

76.7178) Foi comprovado que SRPK1 fosforila 12 serinas do dominio

alta especificidade.(
RS em ASF/SFZ,‘”’ e SRPK2 esta envolvida na localizagdo de ASF/SF2 dentro do
ndcleo.™  Entretanto, SRPK1 possui outros alvos, incluindo a proteina SRp55,
conhecida por favorecer a sintese de VEGF.xb.®® Assim, a expressdo reduzida de
SRPK1 nas amostras tumorais observada no presente estudo poderia explicar a baixa
expressdo, embora ndo significante, de SRp55. CIk1, outra proteina SR quinase,

também mostrou capacidade de fosforilar alguns fatores de splicing incluindo ASF/SF2,

SRp55 e SRp40.“**® Embora SRPK1 tenha apresentado expressdo reduzida, a
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expressdo de Clk1/sty, ndo avaliada neste estudo, poderia estar intimamente relacionada
com o aumento da expressdo de VEGF,x € VEGFb, uma vez que fosforila as
proteinas reguladoras de ambas as isoformas.

Por outro lado, estudos em tumores de mama e c6lon mostraram aumento da
expressio de RNAm de SRPK1, associado & gravidade tumoral.®® Além disso, sabe-se
que drogas anti-cancer, como gemcitabina e cisplatina, aumentam a apoptose celular
com muito mais eficacia quando a fosforilacdo de proteinas SR é inibida pelo uso de
RNA de interferéncia (SiRNA) contra SRPK1.®Y Nota-se, no presente estudo, que
SRPK1 apresentou expressdo elevada em tumores de faringe em relagdo aos outros
sitios, sugerindo uma expressdo diferencial entre os tecidos.

A expressdo de SRp55 esté associada com a selecdo do sitio de splicing distal,
ou seja, com a expressdo de VEGF.xb. VEGF«b apresentou expressao elevada nos
tumores de cabeca e pescogo no presente estudo, embora 0 mesmo ndo tenha sido
observado para a proteina SRp55. Outros fatores podem estar associados a regulagéo de
VEGF, como hipoxia,®® interleucina 1p (IL-1p ), fator de crescimento semelhante &
insulina tipo 1 (IGF-1),®* fator de transformagéo do crescimento 1 (TGF-p1)® e fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF).®® Além disso, sabe-se que VEGF pode
ser inibido por hiperoxia,®” IL-10 e 1L-13.®® Entretanto, 0 mecanismo de influéncia
destes fatores na regulacdo de splicing das familias VEGFx € VEGFxb ainda é pouco
conhecido.

Sabe-se que efeito semelhante ao ASF/SF2 na selecdo de splicing proximal de
VEGF é observado para a proteina IGF-1, também implicada no desenvolvimento de
tumores e no processo angiogénico.(sg) IGF-1 promove, indiretamente, 0 aumento da

90,91,92

angiogénese, por favorecer a expressdo de VEGF.' ) Estudo mostrou que IGF-1 é



Discussdo 61

capaz de alterar o mecanismo de splicing em cultura de células epiteliais e promover a
expressao de isoformas VEGFx, a0 invés de VEGFub.®® O aumento das isoformas
VEGFx mediado por IGF-1, utilizando o sitio de splicing proximal, é inibido pelo
bloqueio de SRPK1 e SRPK2, e isso pode ser revertido pela indugdo de expressao
elevada de SRPK1. Esses dados confirmam que esta cascata estd envolvida na selecdo
do sitio de splicing no gene VEGF-A.

A correlacdo positiva observada entre as proteinas ASF/SF2, SRp55 e SRp40
com ambas as isoformas de VEGF, no presente estudo, sugere que esses fatores podem
apresentar interacdo para promover a expressdo de ambas as isoformas, as quais
parecem possuir efeito angiogénico, embora em diferentes intensidades.

A proteina quinase SRPK1 foi correlacionada positivamente com ASF/SF2,
SRp55 e SRp40 nos tecidos tumorais. Até o presente, sabe-se que SRPK1 fosforila
ASF/SF2, mas pode também fosforilar outros fatores, como SRp55. Sabe-se também
que outras proteinas quinases, como CIk1, estdo associadas com fosforilagdo tanto de
ASF/ASF2, quanto de SRp55 e SRp40. Ainda, as proteinas SRs podem ser reguladas
indiretamente por MAPKSs e PKCs.“5*®) Assim, outros fatores podem contribuir para a
expressdo dessas proteinas nas amostras tumorais.

Segundo Catena e colaboradores (2010),” é possivel que terapias baseadas na
administracdo de VEGFb sejam eficientes em tumores com alta expressdo de
VEGFxxx enddgeno, uma vez que as isoformas VEGF,xb competem com VEGF pela
ligagdo ao receptor e ndo séo capazes de induzir eficientemente o processo angiogénico.
Entretanto, a utilizagdo desta terapia em tumores com baixa expressdo de VEGFxx, 0S
quais podem contar com outros fatores angiogénicos para seu crescimento (como IL-8,

fator de crescimento fibrobéstico, entre outros), pode favorecer a evolugdo tumoral.
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Assim, ha davidas sobre a eficicia de terapias com VEGFxb em pacientes ndo
selecionados. E necessario definir critérios para a inclusio dos pacientes em tais
terapias, estratificando, por exemplo, pela producéo de VEGFxx.

O presente estudo ndo avaliou a expressao protéica das isoformas de VEGF-A e
das proteinas reguladoras de splicing. E importante ressaltar a importancia da realizagio
de metodologias para confirmacdo da real expressdo dessas proteinas, a despeito da
expressdo do RNAm, uma vez que existem diversos processos de regulacdo poés-

transcricional, que podem influenciar na sintese protéica.
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5. Conclusbes

1. As expressOes elevadas tanto de VEGFux quanto VEGFb em tecidos
tumorais sugere que ambas as isoformas podem contribuir para a carcinogénese de
cabeca e pescogo.

2. A proteina reguladora de splicing ASF/SF2 estd envolvida na carcinogénese
de cabeca e pescoco.

3. Em tumores de cabega e pescoco, a expressdo dos fatores reguladores de
splicing ASF/SF2, SRp55 e SRp40 é positivamente correlacionada com a expressdo de
ambas as isoformas de VEGF. Por sua vez, a expressdo da proteina SRPK1 é
positivamente correlacionada com a expressao de ASF/SF2, SRp55 e SRp40.

4. VEGFx contribui para o desenvolvimento de tumores de faringe e ambas as
isoformas estdo envolvidas com a progressao tumoral.

5. A proteina SRPK1 apresentou expressdo diferencial entre os sitios anatdmicos

de tumor e a proteina SRp55, em relacdo a progresséo tumoral.
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A FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
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O Protocolo n® 3598/2009 sob a responsabilidade de Patricia
Matos Biselli Chicote, com o titulo "Mecanismos de splicing, padrdo de
metilagdo do DNA e instabilidade gendmica em cancer de cabega e pescogo”
estd de acordo com a resolugdo CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resolugdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relatos de eventos adversos, com certeza para
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Conselho Nacional de Saude, resolucéo 196/96)
Titulo da Pesquisa: Mecanismos de splicing, padrdo de metilacho do DNA e
instabilidade gendémica em cancer de cabeca e pescogo.
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“Mecanismos de splicing, padréo de metilacdo do DNA e instabilidade gendomica
em cancer de cabega e pescogo” e que também fui satisfatoriamente esclarecido(a)
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