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Introdugéo

O céancer é uma das causas mais comuns de morbidade e mortalidade em todo o mundo, com cerca de 8 milhdes de mortes e 14 milhGes de novos casos
relatados em 2012, resultando em um grande problema de salide publica. O carcinoma de células escamosas de Boca (CCEB) € o tipo mais comum de
malignidade oral, é considerado um grande problema de satide publica (Ferlay, et al. 2015 et al). O consumo de & cool e tabagismo sdo fatores predisponentes
mais importantes atualmente descritos. Estes dois fatores tém um efeito sinérgico (Gupta 2016 et al). A principal proteina da via hipéxia é HIF-1?, que é um
fator de transcrigdo que visa varios genes que promovem adaptagdes em condi¢Bes de hipoxias e tem sido amplamente estudado. Os niveis elevados de
expressdo desta proteina estdo associados a um pior prognéstico em diferentes tipos de cancer (Fraga CA, Hoffmann, Aebersold 2016 et al). HIF-1 ? visa
genes envolvidos na resisténcia a medicamentos e processos como 0 metabolismo da matriz extracelular e adeséo celular, levando a invasio e metéstase. No
entanto, 0 mecanismo exato que liga HIF-1a esses processos ainda ndo foi elucidado (Yang X, Zhao 2014 et al). Considerando os conflitos na literatura sobre a
relacdo entre radiacOes ionizantes e marcadores hipdxicos, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito da radiacdo na expresséo de HIF-1? e miR-
210 no Carcinoma de células escamosas de boca sobre condigdes de hipoxia.

Material e M étodos
A. Pacientes

A aprovagdo ética para este estudo foi obtida junto do Conselho de Revisdo Institucional (nimero do processo CAAE 52760016.9.0000.5146). Os pacientes
foram selecionados a partir de um Biobanco (Registro CONEP:B-013; Parecer n°. 008/2013) com diagnéstico histoldgico de Carcinoma de células escamosas
de Boca (CCEB) e foram submetidos ao termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). O estudo utilizou dez amostras de tecidos de lesdo primaria de
pacientes com CCEB sem o tratamento radioterdpico e dez amostras de mucosa normal como controle.

B. Cultura celular e hipéxia

As células SCC9 (ATCC CRL-1629) foram mantidas no meio Eagles modificado de Dulbecco (DMEM / F12, GIBCO, Billings, MT, EUA), contendo 10% de
soro fetal bovino (FBS, GIBCO, Billings, MT, EUA), 400 mg / ml de hidrocortisona e solugdo antibidtica a 37 ° C com 5% de CO2 em atmosfera de ar
humidificado. Para simular condigdes de hipoxia, as células SCC9 foram cultivadas em meio com a adigio de 100 ?M de cloreto de cobalto (CoCl2, Sigma, St.
Louis, MO, EUA) durante um periodo de 24 horas.

C. Ensaio e grupos de radiagéo

A radiacéo foi utilizado neste estudo, com isso as células foram irradiadas usando técnica isocéntrica com o acelerador linear posicionado na base da célula
aderida. As células foram irradiadas com doses de 6 Gy. O efeito da radiag@o em células SCC9 foi avaliado em todos 0s ensaios apos 24 horas de radiagéo. As
comparacdes estavam entre 0s quatro grupos, que incluiam controle, CoCl2, Radiacéo e CoCl2 + Radiagéo.

D. Isolamento de RNA e gRT-PCR

O RNA foi isolado usando o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), de acordo com o fabricante. Foram avaliadas os niveis de
expressdo de RNAm dos marcadores HIF-17? e de miR-210, através da técnica de gRT-PCR.

E. Andlise estatistica

As andlises foram redizadas usando o software SPSS (Vers&o 18.0) e GraphPad Prism (Versdo 5.0, GraphPad Software). Os testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk foram realizados para avaliar a distribuicdo de dados. A medida que as amostras apresentadas como uma distribuicdo normal, a ANOVA
unidirecional, seguida do teste pds-teste de Tukey, foi conduzida. O significado estatistico foi aceito em p <0,05.

Resultados e discur sdo

A expressdo de RNAm de HIF-1? foi maior em amostras de leso primaria de CCEB em comparagao com a mucosa normal (Figura 1A). Niveis semelhantes
de miR-210 foram observados em pacientes com CCEB em comparag&o com a mucosa normal (Figura 1B).
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Os polimorfismos G1790A e C1772T do gene HIF-17? estdo associados a uma expressdo aumentada da proteina HIF-1?, sugerindo associagdo com um pior
prognéstico em pacientes com carcinoma do trato aero digestivo superior. HIF-17? foi expresso em pacientes com cancer de células escamosas orofaringeas e o
grau de expressdo tem valor preditivo e valor progndstico em individuos submetidos a terapia de radiac@o (Aebersold 2001et al). Uma vez que a hip6xia é um
fator que aumenta a expressao de HIF-17?, avaliamos o papel da radiacéo ionizante na expressdo de HIF-1? e mir-210 em células escamosas orais sob hipoxia.
Nossos resultados mostram que a radiacéo na condi¢go de hipéxia ndo promoveu diminui¢do nos niveis de RNAm de HIF-1? e miR-210 (Figura2 A, B). Os
MicroRNAs sdo promissores como biomarcadores estaveis em ambos os tecidos e sangue, possuem a capacidade de atuar como reguladores da expressao do
gene que permite influenciar as vias de sinalizacdo. Assim, pode modificar vérios processos celulares envolvidos na resposta a irradiacdo. Embora a hipoxia
tenha sido geralmente reconhecida pelo seu impacto no metabolismo da glicose, certos tumores hip6xicos demonstram aumentos significativo na absorcéo de
glicose e na producdo de lactato (Rajendran 2004 et al).

Conclusdo

Este estudo demonstrou que a radiagdo sob condicdo de hipdxia ndo interferiu nos niveis de RNAm nos marcadores hipdxicos HIF-1? e miR-210. Assim, sdo
necess&rias mais investigagdes para elucidar as vias moleculares envolvidas naresisténcia das células de carcinoma escamosas orai's expostas ao ambiente de
radiacao ionizante e hipdxia
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Figura 1: Expressdc de HIF-1a e miR-210 em lesdc primaria dos pacientes com CCEB e controle (Mucosa Normal)
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Figura 1: Expressic de HIF-1o e miR-210 em lesdo primaria dos pacientes com CCEB e controle (Mucosa Normal)
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Figura 2: Expressfo de HIF-1o e miR-210 scbre ¢ efeito da radiagdo em condigfes hipoxicas nas células SCCO



