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RESUMO

O cancer de cabeca e pescoco (CCP) € o sexto tipo de cancer mais comum no mundo, com
aproximadamente 931 mil casos registrados em 2020. Mais de 50% dos pacientes sdo
diagnosticados em estadgio avangcado da doenga. Historicamente o uso do tabaco, alcool ¢ a
infec¢do pelo HPV sdo importantes fatores de risco nesta neoplasia maligna. Além disso, causas
adicionais como alteragdes genéticas e epigenéticas, precisam ser consideradas. Dentre os
elementos epigenéticos, estdo os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs) que tém sido o foco
de muitos estudos nos ultimos anos e seu papel fundamental em muitas doengas humanas,
inclusive no cancer. Dessa maneira, o presente estudo analisou através de ferramentas de
bioinformatica a expressdo de snoRNAs em amostras de CCP, bem como correlacionou esses
dados com as variaveis clinico-patologicas dos pacientes. Para este fim, foram utilizados dados
oriundos do projeto TCGA. A caracterizagdo dos snoRNAs quanto tipo, localizacao
cromossOomica e sequéncia gendmica, foi realizada através das ferramentas: RNA central,
SnoDB e snoRNA Atlas, HGNC. Para a identificagdo da expressao dos snoRNAs e expressao
de acordo com os fatores clinico-patologicos, foi utilizada a plataforma SNORic, e a andlise
dos snoRNAs exclusivos em cada caracteristica foi feita com o diagrama de Venn. Foram
observados 346 snoRNAs com expressao diferencial entre Tecido Tumoral e ndo Tumoral, 280
com expressao aumentada e 66 com expressao diminuida, sendo os mais expressos SNORD28
e SNORD7 e o menos expresso SNORD114-3. Quanto aqueles que foram associados com
fatores de pior prognostico, destacaram-se SNORD3C no grau histologico G3, e SCARNAIS
no estagio patolégico IV. De acordo com a pesquisa realizada na literatura, observou-se que 12
snoRNAs diferencialmente expressos em CCP, ja foram abordados em outros tipos de canceres,
com destaque para o SNORD78. Desta forma, os dados apresentados elucidam a importancia e
influéncia da desregulacdo dessas biomoléculas, os quais podem ser possiveis ferramentas de

grande relevancia na predicao do prognostico.

Palavras-chave: Biomarcador, CEC cabega e pescoco, snoRNAs.



ABSTRACT

Head and neck cancer (HNC) is the sixth most common type in the world, with approximately
931 thousand cases registered in 2020. More than 50% of patients are diagnosed at an advanced
stage of the disease. Historically, the use of tobacco, alcohol and HPV infection are important
risk factors for this malignancy. In addition, additional causes, such as epigenetic changes, need
to be considered. Among the epigenetic elements are the small nucleolar RNAs (snoRNAs) that
have been the focus of many studies in the last twenty years and their fundamental role in many
human diseases, including cancer. Thus, the present study analyzed, through bioinformatics
tools, the expression of snoRNAs in PCC samples, as well as correlating these data with
clinical-pathological variables. For this purpose, data from the TCGA project were used. The
characterization of snoRNAs in terms of type, chromosomal location and genomic sequence
was performed using the following tools: central RNA, SnoDB and snoRNA Atlas, HGNC. To
identify the expression of snoRNAs and expression in clinicopathological factors, the SNORic
platform was used, and the analysis of the unique snoRNAs in each characteristic was
performed using the Venn diagram. We observed 346 snoRNAs with differential expression
between tumor and non-tumor, 280 with increased expression and 66 with decreased
expression, the most expressed being SNORD28 and SNORD7 and the least expressed
SNORDI114-3. As for those that were associated with worse prognostic factors, SNORD3C
stood out in histological grade G3, and SCARNA 15 in pathological stage IV. According to the
research carried out in the literature, it was observed that 12 snoRNAs observed as differentially
expressed in CCP, have already been addressed in other types of cancer, especially SNORD78.
In this way, the data presented elucidate the importance and influence of the deregulation of
potential biomolecules, which can be possible tools of great relevance in the prediction of

prognosis.

Keywords: Biomarker, head and neck SCC, snoRNAs.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ uma das principais causas de mortalidade no mundo, assim, cada descoberta
de seus aspectos moleculares precisa ser cuidadosamente analisada e avaliada, com objetivo de
melhor compreender a patologia e encontrar de potenciais alvos terapéuticos (HRISTOVA,
CHAN, 2019). Dentre os tipos de canceres, destaca-se o de cabeca e pescogo (CCP), cerca de
90% dos casos de CCP, sdo originarios das células escamosas e inclui tumores que surgem no
epitélio (ARANTES et al., 2020).

O CCP ¢ o sexto tipo mais comum no mundo, com mais de 900 mil casos registrados
(SUNG et al., 2021). De acordo com levantamento Globocan, o cancer de tircoide é o mais
comum, seguidos de cavidade oral, laringe, nasofaringe, orofaringe, hipofaringe e glandulas
salivares (GOBOCAN, 2020). Mais de 50% dos pacientes sdo diagnosticados em estagio
avancado da doenca (BRENNAN et al., 2020). Geralmente o prognéstico € ruim, com alta
incidéncia de recorréncia e segundos tumores primarios (STP) (LEEMANS; BRAAKHUIS;
BRAKENHOFF, 2011).

As complicagdes decorrentes do cancer e seu tratamento podem levar a alteragdes
fisiologicas, a saber: disfagia, aspiracdo, dificuldades de mastigacdo, alteragdes na fala e
alteracdes estéticas que comprometem os aspectos fisicos e psicossociais desses pacientes
(ROSSI;  MORAES; MOLENTO, 2021). Por conseguinte, esta neoplasia afeta
substancialmente a qualidade de vida dos pacientes, causando impactos na satide mental, vida
social, vinculos afetivos e familiares (BAKHTIAR et al., 2015).

Historicamente o uso do tabaco (correlacionado com a intensidade e duragao do habito)
e 0 alcool sdo considerados os principais fatores de risco para a doenca, a qual, é frequentemente
diagnosticada em pacientes mais velhos, tais fatores podem alterar o perfil molecular (RETTIG;
D’SOUZA, 2015). Além destes fatores, ¢ necessario ressaltar o papel do Papilomavirus humano
(HPV), o qual tem sido reconhecido como um dos principais fatores de risco para o CCP essa
neoplasia, sendo a infec¢do deste virus um importante problema de satde publica (GILLISON
etal.,2015).

Porém, causas adicionais podem influenciar no processo de desenvolvimento dessa
patologia, a saber: fatores ambientais, exposi¢des toxicas (aluminio, cobre, niquel, dentre
outros) e varias alteracdes epigenéticas, que desempenham um papel essencial na
carcinogénese, tratando-se de uma doenga multifatorial (COHEN et al., 2018).

As alteragdes epigenéticas incluem as modificagdes de histonas em células neoplasicas,
metilacao do DNA e alteracao na expressao de RNAs ndo codificantes de proteinas (ncRNAs)

(ZAIMY et al., 2017).
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Dentre os ncRNAs, se destacam os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs) que tém
sido o foco de muitos estudos nos ultimos vinte anos, onde seu papel fundamental em muitas
doencas humanas, inclusive o cancer tem sido demonstrado. A expressao dos snoRNA podem
ser modificadas por uma variedade de mudancas genéticas (DSOUZA et al., 2021). Evidéncias
crescentes elucidam, que quando estas biomoléculas se encontram desreguladas, podem
participar do processo carcinogénico, no entanto, ha uma exiguidade de informacdes sobre a
participagdo dos snoRNAs em CCP e os mecanismos epigenéticos que desencadeiam esse
tumor ainda sdo escassos (ZHANG et al., 2019).

Diante desse contexto, este trabalho se propds a caracterizar a expressao de snoRNAs
em casos de CCP, através de ferramentas in silico, ¢ sua relagdo com as variaveis clinico-
patoldgicas. A andlise in silico podera subsidiar informagdes quanto a novos biomarcadores de

diagnostico.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar através de ferramentas de bioinformatica a expressao de snoRNAs em casos
de cancer de cabeca e pescogco, bem como correlacionar essa expressdo com as varidveis

clinico-patologicas.

2.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar os snoRNAs quanto ao tipo (C/D box, H/ACA box ou small Cajal Body), alvos,
fungdes, localizacdo cromossdmica e gene hospedeiro em CCP;

- Analisar a expressao diferencial de snoRNAs em amostras normais x tumorais de pacientes
com CCP;

- Analisar a expressdao dos snoRNAs de acordo com as variaveis clinicas (estadiamento, grau
histologico e sobrevida);

- Comparar os snoRNAs diferencialmente expressos em CCP com aquelas encontradas em

outros tipos de tumores na literatura.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Cancer de cabeca e pesco¢o

Através da epidemiologia, ¢ possivel obter informagdes acerca da distribuicdo de
nimero de casos da doenca em determinada populagdo, necessarias para protocolos baseados
em evidéncias, utilizados para programas de satide que possam avaliar o sucesso de agdes contra
o cancer (JAFFEE et al,, 2017). Uma série de medidas sdo utilizadas para estimar a incidéncia
do cancer, a saber: Prevaléncia, sobrevida, mortalidade, dentre outros (PINEROS et al., 2017)

O CCP representa um grupo de neoplasias malignas, heterogéneas, agressivas,
geneticamente complexas, dentre esses: Carcinomas de células escamosas orais, que surgem de
labios, lingua, assoalho da boca, cavidade oral, etc.; carcinomas de células escamosas da
orofaringe, surgem da base da lingua, palato mole, amigdalas, parte posterior da garganta;
carcinomas de cé¢lulas escamosas da laringe, surgem da supraglote, glote, subglote; carcinomas
de células escamosas nasais (em menor extensao), surgem de células epiteliais escamosas que
revestem a cavidade nasal e os seios paranasais (INCA, 2019).

Mais de 500.000 casos de CCP sdo diagnosticados por ano no mundo (SKLAN;
COLLINGRIDGE, 2017). No Brasil, o cenario também ¢ preocupante, segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), em 2019 foram registradas 20.722 mortes. No Maranhdo, este tipo
de cancer ¢ considerado o quinto mais incidente (INCA, 2020). Essa neoplasia maligna pode
ser influenciada por uma série de fatores e além disso, ha significativa discrepancia nos dados
epidemioldgicos, principalmente devido a insuficiéncia de registros e de dados na literatura

(SILVA et al., 2020).

3.2 Fatores de risco

Os principais fatores de risco relacionados ao CCP incluem a infecgdo pelo HPV, EBV,
uso do alcool e do cigarro, os quais podem causar significativas alteragdes genéticas
(MARZILIANO et al., 2020). A fumaga do cigarro contém substancias que podem induzir
danos ao DNA (JOU & HESS, 2017). Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) e N-
nitrosaminas volateis especificas do tabaco sdo considerados os principais carcindgenos na
fumaga do tabaco (STAREK; PODOLAK, 2009). E essencial a continuidade, bem como
incentivo de estratégias e planos de acdo que visem prevencao € combate ao alcoolismo e
tabagismo, pois de acordo com estimativas, a redu¢do do consumo, contribuem
consideravelmente para a diminui¢do do nimero de casos de CCP (KFOURI et al., 2018).

O HPV faz parte uma familia de virus de DNA que pode infectar células epiteliais

basais, provocando lesdes benignas e malignas da pele e mucosas do trato anogenital e
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aerodigestivo superior (IARC, 2015). Os subtipos de HPV de alto risco, incluem HPV16,
HPV18, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPV45, HPV51, HPV52, HPV56, HPVSS, HPV59
e HPV68, podem provocar a transformacgao carcinogénica do epitélio da mucosa infectada
(MIRABELLO et al., 2018). Infecgdes pelo HPV, predominantemente HPV 16, sdo conhecidas
por induzirem principalmente o cancer orofaringe, além de estarem relacionados as lesdes na
cavidade oral (AZULAY et al., 2020). De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC), as vacinas sdo ferramentas essenciais para prevencao primaria de tais
malignidades, especialmente em rela¢do ao cancer orofaringe (IARC, 2013).

Ademais, infeccdes pelo virus Epstein-Barr (EBV) também sdo relevantes a essa
neoplasia maligna, tendo em vista que sdo reconhecidos como um dos principais virus
oncogénicos (KARBALALIE et al., 2020). Vale destacar que o EBV pode atuar como co-fator
e mediador de infeccao relacionado ao HPV (FENG et al., 2021). Pesquisas apontam que tais
infecgoes, estdo etiologicamente associadas ao cancer de nasofaringe ao se desenvolver a partir
de uma tunica célula infectada, ou seja, de origem clonal, estando relacionada também com os
tumores: Linfoma de Hodgkin, linfoma nao-Hodgkin, linfoma de Burkitt e linfoma extranodal

natural killer/de células T (TSAO et al., 2017; IARC, 2012).

3.3 Tipos de tratamento

O tratamento para essa neoplasia ¢ considerado um desafio, devido sua heterogeneidade
intratumoral e os varios subsitios anatdmicos, ou seja, ndo hd um Unico alvo nesses tumores e
dependendo do estadiamento da doencga, as abordagens terapéuticas sdao distintas (PURAM;
ROCCO, 2015). O principal foco das terapias ¢ aumentar a sobrevida global dos pacientes
(BURIAN; NEUCHRIST, 2021). O diagnostico tardio estd diretamente relacionado com
redu¢do da sobrevida e da qualidade de vida (MATARREDONA et al., 2022).

A analise molecular adicional ¢ crucial, pois ¢ comum que inicialmente as alteragcdes
genéticas pré-malignas ndo sejam detectaveis morfologicamente (STEPAN et al., 2020).
Geralmente, quando a doenca se encontra em estagio inicial, a escolha ¢ pelo tratamento de
modalidade tnica, ja quando o diagnostico ¢ realizado em estagio avancado, ha escolha pelo
tratamento de modalidade combinada, com a utilizagdo de radiagdo adjuvante,
quimioradioterapia, ou outras abordagens que atuam como componentes-chave da doenca
localmente avangada (MARUR; FORASTIERE, 2016).

Em 2007, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou a uso do anticorpo
monoclonal quimérico Cetuximab como terapia direcionada, embora sua eficacia se limite a

um pequeno grupo de pacientes, sua utilizagdo foi considerada um marco na area (NOR;
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GUTKIND, 2018). Antes da aprovacdao de imunoterapias, esse medicamento era o Unico
tratamento direcionado aos pacientes (ALSAHAFI et al., 2019). Os inibidores de checkpoint
pembrolizumab e nivolumab, também foram aprovados pela FDA, para pacientes com o cancer
recorrentes € metastatico, que podem oferecer estratégias adicionais para o tratamento (CHEN
et al, 2019). A aprovagdo do Pembrolizumab e Nivolumad marcou uma nova era para a
imunoterapia, demonstrando o potencial para terapias combinadas (SANTURAY; JOHNSON;
GRANDIS, 2018).

Estudos demonstram a importancia do desenvolvimento da imunoterapia como
abordagem primordial de terapias, tendo em vista a contribui¢do no entendimento de como as
c¢lulas malignas conseguem escapar da regulacdo do sistema imunolégico (LUBEK, 2018).
Vale ressaltar que a quimioimunoterapia nos ultimos anos, tem despertado interesse de
pesquisas e ¢ considerada como tratamento de grande relevancia em certos casos certas formas

de CCP metastaticos (MITTAL; SHARMA, 2021).

3.4 Epigenética

A epigenética constitui os processos em que ha alteracdes nos padrdes hereditarios de
expressao génica, sem que haja mudangas na sequéncia de DNA (TOPPER et al.,, 2020). As
diversas alteragdes sdo potencialmente reversiveis e estao associadas com a carcinogénese, bem
como a progressdo tumoral, por isso despertam interesse de pesquisas voltadas para o
entendimento de mutagdes, como reguladores epigenéticos (ZHOU et al, 2021).
Frequentemente, os genes sdo alvos de mutagdes somaticas e € possivel que atuem como genes
supressores de tumor ou oncogenes (PELTOMAK, 2012). Mutagdes epigenéticas,
denominadas epimutag¢des, modificam a conformagdo e estdo associadas principalmente aos
estagios iniciais de neoplasias (MIRANDA et al., 2019).

Logo, o perfil epigendmico contribui para o entendimento de varias doencas complexas,
incluindo os canceres humanos, além de aplicagdes clinicas em diagnostico, prevencao e
tratamento, representando um grande passo a frente na epigenética do cancer (NEBBIOSO et
al., 2018). A validacao de biomarcadore2s e assinaturas epigenéticas sao necessarias para a
implementacao de terapias eficazes e especificas para cada paciente, contribuindo para o

sucesso de terapias baseadas em alteracdes epigenética (VILLANUEVA et al., 2020).

3.5 RNAs nao codificantes (ncRNAs)
Grande parte do DNA humano nao codifica proteinas, antigamente esta parte do genoma

humano, era denominada “lixo”. Contudo, com o passar dos anos, o desenvolvimento da ci€ncia
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e descobertas em relagdo ao DNA, pesquisadores constataram que cerca de 80% do genoma
humano ¢ biologicamente ativo e uma parte consideravel do DNA ¢ transcrita em RNA nao
codificante compreendendo moléculas de RNAs funcionais (ROMANO et al., 2017).

Os RNAs ndo codificantes de proteinas (ncRNAs), presentes no genoma desperta
interesse na biologia molecular, devido ao seu papel como biomarcador em varias doengas
humanas, bem como o céncer, essas descobertas mudaram o panorama da biologia do cancer
(DSOUSA et al., 2021). Sua desregulagdo tem influéncia nas funcdes celulares como
proliferacao celular, migracao, invasdo, epitélio-mesenquimal (EMT) e apoptose (CHEN et al.,
2017). Ha diversas familias de ncRNAs em mamiferos, sendo algumas delas: RNA ribossomal
(rRNA), RNA de transferéncia (tRNA), microRNA (miRNA), RNA ndo codificador longo
(IncRNA), piwiRNA (piRNA) ou pequeno RNA nucleolar (snoRNA), que estdo envolvidas na
regulacdo da traduc¢do e quando desregulados, podem implicar em uma série de patologias,

dentre elas o cancer (MOURKSI et al., 2020).

3.6 Pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs)

Os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs), os quais se destacam dentre os ncRNAs e
cujo comprimento ¢ de 60-300 nucleotideos, pertencem principalmente a trés classes,
identificados com base na sequéncia, fungdes, estrutura: os snoRNAs H/ACA box (SNORA),
snoRNAs C/D box (SNORD) e os pequenos RNAs especificos do corpo de Cajal (scaRNAs),
os quais, funcionam como complexos para guiar modificagdes enzimaticas, além de estarem
relacionadas com dois tipos distintos de modificagdes pos-transcricional de RNAs ribossomicos
(rRNA), enquanto C/D box definem os locais de destino para metilacdo, H/ACA box definem
os locais de destino para pseudo-uridilagao (WILLIAMS; FARZANEH, 2012. J4 os scaRNAs
sdo envolvidos na maturagdo de outras moléculas de RNAs, estudos demonstram que estes
podem estar ativamente envolvidos na tumorigénese (RONCHETTTI et al., 2012)), conforme
observado na Figura 1.

No tocante ao CCP, sdo escassos os trabalhos que abordam a relagdo destas
biomoléculas com o processo carcinogénico deste tipo tumoral. Considerando a insuficiéncia
de ferramentas de diagndstico precoce, tais como marcadores preditivos, a maioria dos casos
de CCP sao diagnosticados ja em estdgios avancados, dificultando intervencdes precoces
(BUNBANJERDSUK et al., 2019). Tendo em vista que grande parte das terapias convencionais
para essa neoplasia podem ser toxicas, a validacdo de biomarcadores pode ser de grande
relevancia para diminui¢do da toxicidade, além de contribuir na orientagdo do manejo clinico

(ALSAHAFI et al., 2019).
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C) SCARNAs

B) SNORAs

Figura 1. Principais familias dos snoRNAs: (A) Os snoRNAs de caixa C/D (SNORDs)

A) SNORDs

normalmente tém dois conjuntos de caixas C/D que medeiam estruturas em grampo. ( B)
snoRNAs de caixa H/ACA (SNORAs) tém uma caixa H e motivos ACA. ( C ) Pequenos RNAs

especificos do corpo de Cajal (SCARNASs) tém combinagdes dos dois conjuntos de motivos.
Fonte: Adaptado de Werf; Chin; Fleming (2021).
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4 METODOLOGIA
4.1 Amostras

Os dados deste estudo foram oriundos da plataforma  SNORIc
(http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/). O SNORic ¢ uma plataforma interligada ao
TCGA que facilita a identificagdo de biomarcadores ou alvos terapéuticos para o cancer com

base em snoRNAs (GONG, et al., 2017).

4.2 Caracterizacao dos snoRNAs

A caracterizacdo dos snoRNAs quanto ao tipo, localizacdo cromossdmica e sequéncia
genOmica, foi realizada através de ferramentas de bioinformadtica, tais como: RNAcentral
(https://rnacentral.org/), SnoDB (Scott Group Bioinformatcs)
(http://scottgroup.med.usherbrooke.ca/snoDB/), snoRNA Atlas (http://snoatlas.bioinf.uni-
leipzig.de/), para identificar o tipo de gene hospedeiro foi utilizada a plataforma HGNC (HUGO

Gene Nomenclature Committee) (https://www.genenames.org/).

4.3 Identificacdo da expressao de snoRNAs

Foi utilizada a plataforma SNORic para a identificagdo da expressdo dos snoRNAs ¢
expressdo nos fatores clinico-patologicas (estadiamento, grau histoldgico e sobrevida)
(http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/). Para a andlise dos snoRNAs exclusivos em
cada caracteristica foi utilizado 0 diagrama de VENN

(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html).

4.4 Pesquisa na Literatura

Foi realizada uma busca na literatura sobre o papel biologico dos snoRNAs em revistas
indexadas no National Library of National Institutes of Health (PubMed)
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Science Direct (https://www.sciencedirect.com/), com o
intuito de observar a participagdo destas biomoléculas em outros tipos de canceres. Foram
incluidos apenas artigos em inglé€s. Os critérios de exclusdo foram os seguintes: resumos,

relatdrios, revisdes, monografia e dissertagoes.


about:blank
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
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5 RESULTADOS
5.1 Amostras
Foram analisados 44 amostras normais ¢ 523 amostras tumorais, cujos dados foram

oriundos da plataforma SNORIc (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/).

5.2 Caracterizacio

Foram observados 346 snoRNAs com expressao diferencial entre tumor € ndo tumor,
280 com expressao aumentada e 66 com expressdo diminuida. Quanto as caracteristicas destes
snoRNAs: 244 C/D box, 84 H/ACA box e 18 small Cajal Body. Em relagao a localizacao: (203)
estdo em genes codificantes de produtos proteicos, (108) em LncRNAs, (8) em pseudogenes, e

outros (27) as informagdes nao estavam disponiveis.

5.3 Analise da Expressao

Dentre os 346 snoRNAs diferencialmente expressos, destacaram-se 20 com base no seu
p-valor, quando comparados amostras tumorais e nao-tumorais (Tabela 01). Sendo os mais
expressos SNORD28 e SNORD7, e o menos expresso SNORD114-3, todos estdo localizados
em IncRNAs.

Tabela 1- snoRNAs diferencialmente expressos quando comparado amostras normais x

tumorais.
SnoRNA p-value Tipo de Expressio Host Gene
SNORD114-3 P=8.5e-16 ‘ MEGS8
SNORD28 P=6.3e-16 t SNHG1
SNORD7 P=2.9e-16 t LINC02001/SNHG30
SNORD14C P<2.2e-16 1t HSPAS
SNORDI111 P<2.2e-16 t* SF3B3
SNORDI12B P<2.2e-16 1+ ZFASI
SNORDI13 P<2.2e-16 i TTI2
SNORDI15B P<2.2e-16 1+ RPS3
SNORD32A P<2.2e-16 i RPL13A
SNORD41 P<2.2e-16 1t TNPO2
SNORD42A P<2.2e-16 i RPL23A
SNORDA42B P<2.2e-16 i RPL23A
SNORD44 P<2.2e-16 ) GASS


http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/

SNORDS56
SNORD78
SNORD&0
SNORDS3A
SNORDS3B
SNORD10
SNORDS

P<2.2e-16
P<2.2e-16
P<2.2e-16
P<2.2e-16
P<2.2e-16
P<2.2¢-16
P<2.2e-16

- =
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NOP56
GASS
GASS
RPL3
RPL3
EIF4A1
TAFID

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
* expressao diminuida
expressao aumentada.

Foi feita a busca daqueles snoRNAs diferencialmente expressos quanto ao grau

histologico, estagio patologico e andlise de sobrevida, conforme descrito na Tabela 02. De

acordo com o estagio clinico, os pacientes foram estratificados em grupos clinicos de estagio I,

I1, III, IV. Os snoRNAs que se destacaram nas variaveis de pior prognéstico foram SNORD3C

no grau histolégico G3, e SCARNA 15 no estagio patoldgico IV.

Tabela 2 - snoRNAs diferencialmente expressos de acordo com as caracteristicas clinicas.

Variaveis

Tipo de expressao p-value

Grau Histoldgico

SNORD3C G3 N 1.67e-6
SNORD116-2 G2 3 1.67e-6
SNORD116-24 G3 3 1.24e-6
SNORD116-14 G3 3 3.31e-7
SNORD116-9 G2 3 1.88¢e-7
Estagio Patologico

snoU13 I 1 6.50e-3
SCARNA3 I 1 4.30e-3
SCARNA15 v 1 1.60e-3
snoU13 111 1 4.00e-4
snoU13 I 1 3.00e-4

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

* ‘ expressao diminuida
T expressdao aumentada.
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Os snoRNAs relacionados a uma menor sobrevida foram: A) SNORD114-16 (p-
valor=0.0031), B) SNORD114-23 (p-valor= 0.0085), C) SNORD114-26 (p-valor= 0.003). E

importante destacar que todos apresentaram expressao diminuida (Figura 1).

Figura 2- Graficos de Sobrevida

A Sobrevida em 5 anos, Coxph=0.000204 B Sobrevida em 5 anos, Coxph=0.000197
SNORD1 14—16 Estratos - Grupo=Allo—- Grupo=Baixo SNORD1 14_23 Estratos —Grupo=Alto - Grupo=Baixo
1.00 1.00
o 0.75 o 0.75
3 3
& B
2 g
2 = 2
g 050 ey £ 050
-] L . -]
= b =
% - --
£ - Log-rank & Log-rank
0.25
p = 0.0031 p = 0.0085
0.00 0.00
0 10 20 30 40 50 60
0 10 20 30 40 50 60
Sobrevida em 5 anos (meses) Sobrevida em 5 anos (meses)

C Sobrevida em 5 anos, Coxph=0.000234
SNORD114-26

Estratos —Grupo=Alto— Grupo=Baixo

1.00

0.75

Probabilidade de sobrevida
=]
3

0.25

0.00

0 10 20 30 40 50 60
Sobrevida em 5 anos (meses)

Fonte: snoRic (http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/)

5.4 Analise do grafico de Venn
Quando analisados os snoRNAs através do grafico de Venn, foi possivel observar 2

snoRNAs exclusivos em tumor xnormal: SNORDS83 e SNORD39. Os demais, 234 snoRNAs


http://bioinfo.life.hust.edu.cn/SNORic/basic/
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foram expressos em todas as quatro categorias (tumorxnormal, estadiamento, sobrevida e grau
histologico) e 36 snoRNAs expressos somente em tumorxnormal, estadiamento e grau
histologico (Figura 2).

Figura 3- Grafico de VEEN.

Grau Histolégico Sobrevida

Tumor X Normal ~ ~ Estadiamento

Fonte: Venny (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html)

De acordo com a pesquisa realizada na literatura, dentre os snoRNAs observados
diferencialmente expressos neste trabalho, observou-se que 12 snoRNAs ja foram abordados

em outros tipos de canceres, com destaque para 0 SNORD78, conforme observado na tabela 3.

Tabela 3 - snoRNAs abordados em outros tipos de canceres.

Tipo de cancer snoRNA Papel biologico/e ou Referéncias
Significado clinico
Cancer de laringe SNORD14C Biomarcador de Mirisola et al., (2011)
diagnostico.
Céancer de SNORDI2B Associado a pior Tian et al., (2021)
esofago prognostico.
Cancer de SNORA42 Associado a pior Shan et al., (2021)
esofago progndstico
Cancer gastrico SNORDI10 Atua como oncogene. Liet al., (2018)
SNORDI2B Transformagao Xuetal., (2016)
Cancer colorretal maligna, progressdo ou
metastase.

SNORD44 Yuan et al., (2017)


http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html

Cancer cervical

Cancer de pulmao

Glioblastoma

Glioma

Cancer de
prostata

Cancer de mama

SNORD3C

SNORD78

SNORD78

SNORD78

SNORD28

SNORD28

SNORDS3A

SNORDI2B

SNORD44

SNORD78

SNORD44

SNORD28

SNORDI2B

SNORD41

SCARNAIS

Atua como supressor de
tumor.

Associado a
prognoéstico ruim.

Associado com a
especificidade na
distincao de tecidos
tumorais e ndo-
tumorais.

Potencial alvo
terapéutico.
Relacionado com
fatores de pior
prognostico.
Associado com pior
prognostico.

Pior sobrevida global.
Biomarcador de
diagnostico precoce.

Potencial alvo de
tratamento.

Atua como gene
supressor de tumor.

Relacionado com
fatores de pior
progndstico.

Potencial biomarcador
de prognostico.

Significamente
regulado em tumores.
Potencial biomarcador
para a etiologia.
Biomarcador de
metastase.

Associado com
progndstico ruim.
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Roychowdhury et al.,
(2020)

Liao et al., (2010)

Zheng et al., (2015)

Gao et al., (2015)

Reeves et al., (2017)
Braicu et al., (2019)
Wang et al., (2022)

Dong et al., (2021)

Xia et al., (2020)

Martens-Uzonova et al.,
(2015)

Martens- Uzunova ef al.,
(2015)

Yu et al., (2015)
Askarian et al., (2011)
Schulten et al., (2017)

Beneventi et al., (2021)
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Leucemia SNORD114-3  Modula o crescimento e Liuksiala et al., (2014)
promielocitica proliferacao celular.
aguda
SNORD13 Proliferacdo e Yuetal, (2021)
Leucemia maturagao.
mieloide aguda
SNORD42A Crescimento e Pauli et al., (2020)
proliferacao celular.
Melanoma SNORDI10 Potencial biomarcador  Li et al., (2013)
de diagnostico.
Carcinoma SNORD78 Associado a pior Ma et al., (2016)
Hepatocelular prognostico.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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6 DISCUSSAO

Atualmente, uma série de estudos sao realizados baseados no perfil de expressao de
snoRNAs em linhagens celulares cancerigenas, tecidos neoplasicos € normais (LIU et al., 2020;
Liao et al, 2010; Yu et al., 2015). Inicialmente, os snoRNAs foram identificados apenas no
nucléolo, com funcdo de modificagdes pds-transcricionais em rRNAs, ou seja, acreditava-se
que atuavam apenas como genes de manutengdo, mas com o avango de tecnologias de
sequenciamento, sabe-se hoje, que ha enorme diversidade funcional nestas moléculas, cuja
presenga € verificada em outras regides, como no citoplasma (WERF et al., 2021). Além disso,
estas biomoléculas possuem papéis fundamentais na tumorigénese, sendo potenciais
biomarcadores (CHEN; ZHU, 2013). No entanto, apenas um unico trabalho at¢ o momento
abordou a associagdo entre os sSnoRNAs e CCP, o qual relacionou os snoRNAs principalmente
com a sobrevivéncia dos pacientes (XING et al., 2020). O presente estudo, por sua vez, além
de identificar a expressdo dessas biomoléculas com a sobrevivéncia, teve como foco sua
correlacdo com outras variaveis clinico patoldgicas, a saber: tumor x normal, estadiamento e
grau histologico.

Neste trabalho, foi possivel observar que dentre os snoRNAs os 346 snoRNAs
analisados, os mais expressos foram o SNORD28 e SNORD?7, enquanto o menos expresso foi
0 SNORD114-3. Em relacdo ao SNORD28, Reeves et al., (2017) ao comparar tecidos normais
com tecidos tumorais, evidenciaram que a superexpressdo deste snoRNA estd associada com
pior prognodstico e diminui¢do na sobrevida global em cancer de pulmao. Dados semelhantes
foram destacados por Braicu et al., (2019), onde a expressao elevada do SNORD28 também foi
verificada em cancer de pulmao, os dados demonstraram um importante papel de snoRNA na
avaliacdo prognostica e diagndstico precoce, podendo ser utilizados como potenciais
biomarcadores. Em cancer de mama, este mesmo snoRNA foi observado sendo regulado por
p53, além de ser capaz de induzir proliferacao e capacidade de formacao de colonias (YU et
al., 2015).

Quanto ao SNORD114-3, Liuksiala et al., (2013) observaram que este snoRNA tem um
papel como supressor tumoral em Leucemia promielocitica aguda. Este mesmo trabalho destaca
que a sua diminuida expressao foi associada ao MEG3, o qual ¢ um IncRNA localizado no
cromossomo 14q32.3, que apresenta negativa em canceres humanos, ao controlar a expressao
de varios genes supressores de tumor, entre eles estdo p33, e TGF-f (GHAFOURI-FARD;
TAHERI, 2019).

Ademais, outros snoRNAs com expressao alterada quando comparada os tecidos

neoplasicos com tecidos adjacentes normais, também merecem destaque, como: SNORD12B,
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28 SNORD78 e SNORD44, os quais de acordo com a busca na literatura ja foram abordados
em mais de dois tipos de tumores. A regulagdo positiva de SNORDI12B ja foi abordado em
cancer de esdfago (TIAN et al., 2021), colorretal (XU et al., 2016), glioblastoma (DONG et al.,
2021) e mama (ASKARIAN et al., 2011), em todos esses tumores este snoRNA foi associado
a pior prognostico.

O SNORD?78, encontra-se no intron de GAS5 (Growth Arrest Specific 5), e ja foi
abordado em vérios tipos de canceres, sendo verificado sua influéncia na proliferacao de células
tumorais de pulmao por meio da indugdo da parada do ciclo celular (LIAO et al., 2010; GAO
et al., 2015). Em cancer de pulmio, a superexpressao foi associada a invasdo de células através
da indugdo da transi¢ao epitélio-mesenquimal (EMT), sendo a atividade oncogénica confirmada
(ZHENG et al., 2015). Em carcinoma hepatocelular, o SNORD78 foi observado alterado
especialmente em pacientes com menor sobrevida (MA et al., 2016). Segundo Martens-
Uzunova et al., (2011) relataram que esse SNORD foi comumente superexpresso em cancer de
prostata, reconhecido como provavel potencial biomarcador de progndstico para a estratificagao
adicional de pacientes com alto risco de desenvolver a doenga agressiva.

Diferente do que foi observado em CCP, neste trabalho, em outros tipos de canceres o
SNORD44 apresentou outro tipo de comportamento na carcinogénese, esse snoRNA ja foi
abordado no trabalho de Yan et al., (2017), no qual possui como gene hospedeiro, o GASS, o
mesmo apresentou expressao diminuida em cancer colorretal. J4 em glioma, foi relatado por
Xia et al., (2020) em que esta biomolécula apresentou expressdao diminuida, regulando as taxas
de apoptose, atuando assim, como gene supressor de tumor.

Em relacdo aos snoRNAs diferencialmente expressos nas caracteristicas clinico-
patologicas, destaca-se 0 SCARNALS, o qual teve um p-valor significativo em pacientes com
estagio IV, este snoRNA, também conhecido como ACA45 ¢ capaz de direcionar o splicing
alternativo (SA) em células cancerigenas, o que afeta consideravelmente a expressdo a atividade
e func¢do dos supressores de tumor ATRX e p53, induzindo o crescimento e disseminacao de
células malignas (BENEVENTI et al., 2021). E importante ressaltar que tumores em estagio
IV, considerados avancados, estdao associados a recidiva local e metastases a distancia,
contribuindo significamente para pior prognéstico (THOMPSON-HARVEY et al., 2020). Isso
ressalta a importancia de realizar mais pesquisas com este snoRNA em CCP.

Lacroix et al., (2020) elucida que o supressor de tumor p53 desempenha papeis criticos
no metabolismo de células normais e cancerosas ao controlar vias metabdlicas fundamentais
durante a progressao tumoral, além de estar associado também as atividades transcricionais, 29

ndo transcricionais, senescéncia, reparo de DNA e morte celular. Mais de 50% dos pacientes
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com CCP que apresentam alteracdes nesse gene, possuem perda cromossomica em 17p (local
que esta situado o TP53) (BRADLEY et al., 2007). Isso elucida a importancia da relacao de
biomarcadores ja estudados e o snoRNas. Ainda mais, os snoRNAs estdo diretamente
relacionados as vias reguladoras da p353, como PI3K/AKT/mTOR, a exemplo de SNORA42 e
SNORAI18LS, superexpressos em cancer de pulmao e cancer hepatocelular, respectivamente
(LIANG et al.,, 2019; CAO et al., 2018).

Além dos snoRNAs supracitados, ¢ importante ressaltar que o SNORD3C apresentou
expressao aumentada no grau histologico G3. Porém, em cancer cervical, este snoRNA foi
regulado negativamente, apresentando expressdo diminuida (ROYCHOWDHURYA et al.,
2020).

Portanto, os dados apresentados neste trabalho demonstram que estas biomoléculas tem
potencial como biomarcadores, os quais podem contribuir na estratificacdo de pacientes,
escolha de tratamentos, monitoramento de estdgios da doenga com base no perfil molecular da
neoplasia, fornecendo assim, melhores estratégias terapéuticas personalizadas (NONAKA;

WONG, 2018).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo, analisou através de ferramentas de bioinformatica 346 snoRNAs com
expressao diferencial entre tumor e nao tumor em amostras de CCP, além de correlacionar essa
expressao com as variaveis clinico-patoldgicas: Estadiamento, grau histologico e sobrevida.

Foram observados 280 snoRNAs com expressdo aumentada e 66 snoRNAs com
expressdao diminuida, sendo os mais expressos SNORD28 e SNORD7, relacionados a fatores
de pior prognostico, ambos atuam como oncogenes. O menos expresso, SNORDI114-3, atua
como supressor tumoral. Os snoRNAs SNORDI114-16, SNORD114-23 ¢ SNORD114-26
foram associados a menor sobrevida dos pacientes.

Desta forma, o atual estudo evidencia a importincia e influéncia da desregulagdo dos
snoRNAs no processo carcinogénico em CCP. Estes dados podem abrir caminho para futuras
aplicagdes clinicas, quer seja com o uso de amostras ndo-invasivas, quer seja para a
terapia. Ressalta-se a importancia da realizagdo de mais estudos, a fim de que estes dados

possam ser melhor explorados.
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