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Determinacao do perfil de expressao dos
RNAs mensageiros da familia das Smads e
dos componentes do complexo AP-1 em
carcinoma de célula escamosa de cabeca
€ pescoco.
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A via fator transformante do crescimento
(TGF) B1 em células epiteliais normais € uma
importante via antiproliferativa que parece es-
tar alterada em carcinoma de célula escamosa
de cabega e pescogo (HNSCC). A familia das
Smads, os principais sinalizadores dessa via,
junto com as proteinas ativadoras-1 (AP-1)
parecem ser alvos da acao de TGFP. Neste tra-
balho, nossos objetivos foram estudar a expres-
sao dos mRNAs das Smads e de membros da
familia AP1/jun-fos, avaliando possiveis corre-
lagdes entre esses marcadores e parametros
clinico-patolégicos e de prognostico dos pacien-
tes com HNSCC.

Estudamos, prospectivamente, a expressao
dos mRNAs das Smads 1-8 (n = 90), por en-
saio de protecdo da ribonuclease (RPA), e dos
membros da familia AP-1 (c-jun, junB, junD, c-
fos, fos-B, fra-1 e fra-2, n=45), por Northern
Blot, em fragmentos de tumor e mucosa nor-
mal adjacente de pacientes com HNSCC sub-
metidos a cirurgia curativa. Todos os pacientes
foram avisados dos procedimentos e concorda-
ram por escrito em participar da pesquisa.

Nossos resultados apontaram para um au-
mento global da expressao dos mRNAs das
Smads em HNSCC quando comparado a mu-
cosa adjacente. Em um seguimento de 43
meses (0,23 a 43,27 meses de variagdo), as
curvas de sobrevida de Kaplan Meier para o
grupo Smad 6- (com expressao de Smad 6
abaixo da mediana do tumor) mostraram sobre-
vida mediana de 14,6 meses, enquanto o gru-
po Smad 6+ nao alcancou a sobrevida media-
na (“log rank” = 0,005, univariada). Essa van-
tagem de sobrevida foi confirmada como sen-
do independente do status nodal pela anélise
multivariada de Cox (p = 0,03). Com relagédo a
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familia AP-1, somente Fra-1 mostrou-se au-
mentado nos tumores (p = 0,006, teste t) e a
positividade na expressao do mRNA de Fra-1
apresentou uma relacao direta com a presen-
¢a de linfonodos comprometidos (p = 0,006,
teste de Fisher). Diante desses resultados, ava-
liamos o padrao de imunoreatividade de Fra-1
em 180 tumores e 29 mucosas normais adja-
cente de um banco de blocos em parafina,
usando para isso, o “tissue array”. Uma fraca
imunorreatividade, restrita @ camada basal, foi
detectada em 79% das mucosas em contraste
a intensa reatividade observada nos tumores.
No subgrupo de tumores da cavidade oral, foi
detectada uma mudanca no padrao de reativi-
dade variando com 0 a presenga ou nao de
comprometimento linfonodal, ou seja, a marca-
¢ao passou de nuclear/citoplasmética no gru-
po pNO para exclusivamente citoplasmatica no
grupo pN+ (p = 0,0005, teste de Fisher).

Encontramos uma indugao génica e acumu-
lo de Fra-1 que podem contribuir para o fenéti-
po neoplasico em HNSCC. Além disso, a posi-
tividade de Smad 6 parece ser um marcador
preditivo de bom prognéstico promissor em
HNSCC, e que merece ser melhor estudado
futuramente.

Caracterizacao molecular de fibroblastos
originarios de tecido mamario neoplasico ou
nao e modificacao do perfil génico apos
interacao com células epiteliais mamarias
normais.
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A homeostase da mama normal depende
das interagbes entre células epiteliais e o es-
troma a elas associado. Estudos ja mostraram
gue no carcinoma mamario o estroma é cons-
tituido por células com diferentes fungoes. Es-
tes elementos do estroma incluem fibroblastos,
0s quais modulam o comportamento tumoral,
fornecendo fatores de crescimento e compo-
nentes de matriz extracelular. Nosso objetivo foi
investigar a expressao génica diferencial entre

fibroblastos derivados de tecido mamario neo-
plasico ou ndo neopldsico e analisar a influén-
cia de células epiteliais normais (MCF10A) no
perfil de expressao génica de fibroblastos obti-
dos de tecido mamario neoplasico.

Culturas primarias de fibroblastos foram
estabelecidas e a expressao de vimentina e
actina de musculo liso foi positiva. Foi realiza-
da a co-cultura destas células com separagao
por insertos, 0 que permite a passagem de fa-
tores sollveis, e o RNA foi extraido. Apds a
amplificacdo do RNAm foram sintetizadas son-
das de cDNA, as quais foram marcadas com
fluorocromos conjugados a deoxinucleotideo,
hibridizadas competitivamente sobre laminas de
vidro contendo 4.608 ORESTES criadas no Ins-
tituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer/Fa-
pesp e os sinais fluorescente gerados foram
quantificados. Apds a normalizagdo destes da-
dos, os genes diferencialmente expressos, com
“false discovery ratio” (FDR) menor que 0,05,
foram selecionados para andlises posteriores.

Encontramos 283 genes diferencialmente
expressos em fibroblastos derivados de tecido
mamario neoplasico quando comparados aque-
les derivados de tecido mamario nao-neoplasi-
co. Dentre estes genes, 187 foram quantitati-
vamente regulados negativamente (com varia-
¢ao de expressao de 1,05 a 4,14) contra 96
regulados positivamente (variagdo de expressao
de 1,17 a 7,73). A maioria destas alteragoes
foram relacionadas ao transporte entre mem-
branas, transducéo de sinal e biossintese.

Estes resultados podem sugerir uma redu-
¢ao na expressao génica durante o processo de
transformagéo. Apos a co-cultura com células
MCF10A, encontramos 566 genes diferencial-
mente expressos nos fibroblastos derivados de
tecido mamério neoplésico, 323 foram regula-
dos negativamente (expressao variando de 1,09
a 10,62) e 243 regulados positivamente (va-
riacdo de expressao de 1,03 a 16,62). A in-
fluéncia das células MCF10A na expressao gé-
nica destes fibroblastos pode ser vista através
da desregulacao da expressao de genes relacio-
nados com a proliferagao celular, adesao, apop-
tose e sobrevivéncia.
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