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RESUMO

O céancer consiste em uma doenca de ordem multifatorial, que envolve fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais. As células cancerosas reproduzem-se fora dos limites normais da
divisdo celular, e ndo passam pelo processo normal de diferenciacdo. Globalmente, a
incidéncia de cancer tem-se mostrado alarmante. Dentre os diferentes tipos da doenca, o
cancer da cavidade oral destaca-se devido a morbidade e mortalidade crescentes, além do
impacto causado a vida dos pacientes, uma vez que as lesdes possuem sequelas, muitas vezes
irreversiveis. Devido a agressividade, heterogeneidade das lesbes e principalmente, aos
dificeis diagnostico e tratamento, faz-se necessdria a investigacdo de potenciais
biomarcadores preditivos que possam auxiliar no prognostico, a fim de estabelecer um
diagndstico e tratamento precoces. Os microRNAs tém se destacado em varios estudos como
bons candidatos a biomarcadores de doencas, principalmente porque apresentam a expressao
desregulada em varias patologias, inclusive no cancer. Neste contexto, o objetivo norteador do
presente estudo foi investigar o perfil de expressdo dos microRNAS hsa-miR-17, hsa-miR-21,
hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em amostras de tecidos com e sem carcinoma de células
escamosas oral. Para tanto, utilizou-se 36 amostras (sendo 18 tecidos provenientes de
pacientes diagnosticados com a doenga, e 18 tecidos gengivais pertencentes a individuos sem
a doenca). A validacdo da expressdo dos microRNAs foi realizada a partir da molécula de
RNA total, a qual foi extraida e teve a sua concentracdo determinada. A amostra de RNA foi
diluida em agua DEPC para a concentracéo final de 5 nanogramas (ng) por microlitro (ul) e
armazenada a temperatura de -20 °C. A PCR em tempo real foi realizada a partir do DNA
complementar (cDNA), e o RNA sintético RNU6B foi utilizado como enddgeno. Todos os
mMiRNAs apresentaram-se hiperexpressos no carcinoma de células escamosas oral, em
comparagdo com os tecidos livres de cancer. A predicao in silico de genes alvos revelou os
genes CDKN1A e PKD2 como alvos do hsa-miR-17, MMP16 e FZD3 como alvos do hsa-
miR-21; PTEN e TPM1 como alvos do hsa-miR-31; CDKN1B e CDKN1C sendo alvos do hsa-
miR-221. A curva ROC mostrou que os quatro miRNAs em estudo séo capazes de diferenciar
tecidos com carcinoma de células escamosas oral daqueles sem o céncer, uma vez que hsa-
miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 apresentaram uma area sob a curva ROC
correspondente a 0,849, 0,877, 0,779 e 0,821, respectivamente. Todos estes achados sugerem
que hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 sdo bons candidatos a potenciais
biomarcadores ao desenvolvimento do carcinoma de células escamosas oral.

Palavras-chave: microRNAs, perfil de expresséo, carcinoma de células escamosas oral.
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER

Cancer é o0 nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas desencadeadas
por alteracGes genéticas e epigenéticas, além de influéncias ambientais, que tém em comum o
crescimento desordenado de células, o qual ocasiona a formagdo de um tumor (BRASIL,
2012). A massa tumoral é composta por células cancerosas, células aparentemente normais,
células-tronco tumorais e células estromais (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

As células cancerosas reproduzem-se fora dos limites normais da divisao celular,
além disso, ndo sofrem diferenciacdo. Assim, estas células podem invadir outros tecidos, por
meio da infiltragdo das células anormais em vasos sanguineos e linfaticos, por meio dos quais
sdo transportadas a outras localidades do corpo. Esse processo é denominado de metastase
(SHIGA et al., 2015). De modo geral, existem pelo menos dez alteracbes essenciais na

fisiologia das células, que podem associa-las a malignidade, conforme mostra a Figura 1.

Sinalizagdo Evasao de supressores
proliferativa de crescimento

Evasao a destruigao
celular por mecanismos
imunoldgicos

Resisténcia a Possibilidade de

morte celular 1 imortabilidade
S O replicativa
instabilidade “@7 y | A )
e mutagao no ~ Infalamagao
genoma @ produtora de
tumores
Indugéo da Ativagdo de
angiogénese Invasao e

metastase

Figura 1: Alteracdes celulares associadas a malignidade.
Fonte: HANAHAN e WEINBERG, 2011.

A carcinogénese — processo de formacdo do cancer — pode ocorrer a partir de
qualquer uma das trilhdes de células que compdem o corpo humano, sendo resultado de

multiplas etapas, as quais podem envolver diversos tipos de genes, alterados por meio de



mutagOes (incluindo perdas e quebras cromossomicas, amplificagcbes génicas, instabilidade
gendmica) e mecanismos epigenéticos (DANTAS et al., 2009; NCI, 2015).

Em funcdo do grande impacto que provoca na sociedade, considera-se o cancer
como um problema de salde publica mundial, devido a sua amplitude epidemioldgica,
economica e social (BATISTA et al., 2015). A incidéncia cada vez mais alarmante das
neoplasias tem ocasionado mudancas no perfil epidemiolégico da populacdo, seja pelo
aumento da exposicdo aos fatores cancerigenos, pelo aprimoramento das técnicas de
diagndstico, pelo perfil de envelhecimento da populacdo, ou pela elevacdo de Obitos
ocasionados por diferentes tipos de cancer (BRASIL - INCA, 2012).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O céncer € um dos principais responsaveis por elevadas taxas de morbidade e
mortalidade na populacdo mundial, apresentando variacdes nestes nimeros conforme a idade,
sexo, habitos como alcoolismo e etilismo, entre outros fatores (SHENOI et al., 2012). Em
2012, cerca de 14,1 milhGes de novos casos de cancer foram registrados em todo o mundo. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que em 2035 estes nimeros aumentardo para
24 milhdes de novos casos e 14,6 milhdes de mortes ocasionadas por diferentes tipos de
cancer (NCI, 2015).

Globalmente, a incidéncia do céncer da cavidade oral mantém-se elevada, com
uma taxa de sobrevida que geralmente ndo ultrapassa 5 anos ap0s o diagnostico da doenca
(BAGAN e SCULLY, 2008). Tais fatores podem ser atribuidos a exposicdo a fatores
potencialmente carcinogénicos, tais como o etilismo e o tabagismo, e ao diagnostico tardio da
doenca, uma vez que 0s pacientes geralmente costumam procurar aconselhamento
profissional quando o tumor ja apresenta-se em estagios avancados, o que diminui as chances
de cura e aumenta a probabilidade de ébito (WARNAKULASURIYA et al., 2009).

No Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), estimam para o biénio 2016-2017 que ocorram 11.140 novos casos de cancer da

cavidade oral em homens e 4.350 em mulheres, conforme mostra a Figura 2.



Estimativa do numero de casos novos, em homens, Brasil, 2016  Estimativa do nimero de casos novos, em mulheres, Brasil, 2016

Localizagao Primaria Casos Novos Localizagdo Primaria Casos Novos
Prostata 61.200 Mama feminina 57.960
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 Colon e Reto 17.620
Colon e Reto 16.660 Colo do utero 16.340
Estomago 12.920 Traqueia, Bronquio e Pulmao 10.890
Cavidade Oral 11.140 Estomago 7.600

Esofago 7.950 Corpo do utero 6.950
Bexiga 7.200 Ovario 6.150
Laringe 6.360 Glandula Tireoide 5.870

Leucemias 5.540 Linfoma nao Hodgkin 5.030
Sistema Nervoso Central 5.440 Sistema Nervoso Central 4.830

Linfoma nao Hodgkin 5.210 Leucemias 4.530
Pele Melanoma 3.000 Cavidade Oral 4.350

Figura 2: Estimativas de casos hovos de cancer no Brasil.
Fonte: BRASIL - INCA, 2016.

Excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma, na regido Nordeste, o cancer da
cavidade oral sera o 5° mais incidente em homens e o 9° em mulheres (figura 3).

» Regiao Nordeste
Homens Mulheres

Localizagdo Primaria Casos Novos Loealizagan Primaria Cacos Novas
Prostata 14.290 Mama feminina 11.190
Estomago 2.940 Colo do dtero 5.630
Traqueia, Bronquio e Pulmao 2.690 Colon e Reto 2.530
Colon e Reto 1.940 Traqueia, Bronguio e Pulmao 2.100
Cavidade Oral 1.880 Estomago 1.940
Laringe 1.430 Glandula Tireoide 1.810
Esofago 1.340 Ovario 1.420

Sistema Nervoso Central 1.260 Corpo do Utcro 1.320

Leucemias 1.210 Cavidade Oral 1.190
Linfoma nao Hodgkin 1.010 Leucemias 1.070

Figura 3: Estimativas de casos novos de cancer na regido Nordeste.
Fonte: BRASIL - INCA, 2016.

Na regido Norte, no mesmo periodo, estima-se que o cancer da cavidade oral sera

0 7°mais incidente em homens e 0 12° em mulheres, como mostra a Figura 4. Com



aproximadamente 300 mil novos casos sendo reportados a cada ano, o cancer da cavidade oral
é considerado um problema de saide mundial (RANA, 2012). Diante desta constatacao, é de
extrema importancia que a prevencao da doenca seja cada vez mais estimulada, haja vista que
por meio desta, pode-se alcancar o controle do cancer oral, bem como de outros tipos de
cancer (PASSARELLI et al., 2011; DOMINGOS et al., 2014).

Estimativas de casos novos por regiao, segundo sexo, 2016

* Regiao Norte

Homens Mulheres
Localizagao Primaria Casos Novos Localizagao Primaria Casos Novos
Prostata 2.470 Colo do utero 1.970
Estomago 970 Mama feminina 1.810

Traqueia, Bronquio e Pulmao 680 Colon e Reto 480

Célon e Reto 440 Estomago 480
Bexiga 370 Traqueia, Bronquio e Pulmao 410
Leucemias 310 Glandula Tirecide 270
Cavidade Oral 290 Leucemias 250
Laringe 250 Ovario 250
Linfoma nao Hodgkin 230 Corpo do titern 230
Sistema Nervoso Central 230 Sistema Nervoso Central 190
Esofago 200 Linfoma nao Hodgkin 170
Linfoma de Hodgkin 110 Cavidade Oral 160

Figura 4: Estimativas de casos novos de cancer na regido Norte.
Fonte: BRASIL - INCA, 2016.

1.3 CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL

O céancer de cabeca de cabeca e pescoco abrange um grupo bastante heterogéneo
de doencas que acometem o trato aerodigestivo superior (POGORZELSKI, 2014). Estas
doencas caracterizam-se por acometer principalmente individuos do sexo masculino, com
idade superior a 50 anos. Os canceres de cabeca e pesco¢o sdo traumaticos, pois causam
grande impacto na qualidade de vida do paciente, uma vez que as lesbes provocam sequelas
irreversiveis na fala, respiracdo e degluticdo, o que muitas vezes ocasiona o isolamento social
do doente (SILVEIRA et al., 2012; HARDING et al., 2014; YANG et al., 2014).

Aproximadamente 90% dos cénceres de cabeca e pesco¢o correspondem ao
carcinoma das células escamosas ou carcinoma espinocelular (CECCP), o qual envolve areas
como a cavidade oral (caracterizando-se por lesdes nos labios, mucosa jugal, lingua, palato

duro, assoalho bucal, regido retromolar e rebordo alveolar), faringe (incluindo lesdes na naso,



oro e hipofaringe), laringe e seios paranasais (ARGIRIS et al., 2008; FERLAY, 2008;
NASMAN et al., 2009).

Cerca de 50% dos CECCP correspondem ao carcinoma de células escamosas da
cavidade oral (CCEO), cujo desenvolvimento geralmente se inicia a partir de uma hiperplasia,
progride para displasia e, finalmente, torna-se a neoplasia maligna. Durante a progressao
destas fases podem ocorrer varias alteracdes genéticas e epigenéticas, tais como: aberracfes
cromossomicas, mutacOes e delegbes, perda de heterozigozidade, inativagdo génica por
metilacdo e amplificacdo génica, as quais podem alterar o perfil de expressdo génica
(SPEIGHT et al., 2007; COLOMBO, RAHAL, 2008; SCULLY et al., 2008).

O CCEO possui uma taxa de recorréncia significativa. A metastase a distancia
consiste em outro problema que dificulta o progndstico do paciente, pois esta relacionada a
casos mais avancados (IRANI et al., 2016). Muitos tipos de malignidades primarias podem
produzir metéstases orais, sendo que os mais comuns localizam-se nos pulmdes, na mama,
nos rins e nos 0ssos (OKURA et al., 2009; KUMAR, MANJUNATHA, 2013).

Quanto aos fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do CCEO, os
principais sdo: 0 consumo excessivo de tabaco e/ou alcool, visto que seus componentes agem
diretamente na molécula de DNA, induzindo mutacGes e ocasionando danos em genes
essenciais a regulacdo do ciclo celular (PEREZ et al., 2007; NEVILLE et al., 2009). Apesar
de a maioria dos casos serem notificados em individuos com idades acima de 50 anos, alguns
canceres na cavidade oral acometem pessoas com idades entre 18 e 45 anos, que ndo possuem
habitos etilista e tabagista, evidenciando que outros fatores predisponentes como infeccdes
virais e 0s proprios fatores genéticos podem interferir na carcinogénese oral.

A incidéncia crescente de CCEO relacionado a infec¢do pelo virus HPV, tem sido
relatada em varios estudos (OLIVEIRA, et al., 2008; ZHAO et al., 2009; MUNOZ, et al.,
2011). O virus HPV ¢é capaz de inserir-se no genoma de seu hospedeiro, a fim de replicar-se, o
que implica na perturbacao do ciclo celular no hospedeiro, uma vez que a proliferacéo celular
é estimulada (MOODY and LAIMINS, 2010).

1.4 APRESENTACAO CLINICA DO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL
A maioria das neoplasias orais € derivada de lesdes orais potencialmente malignas

(LOPM), as quais sdo alteracdes teciduais que podem assumir o carater de tumor maligno

(LIU et al., 2012). Por possuirem um tecido morfologicamente alterado, as LOPM’s

aumentam a probabilidade de um céancer oral ocorrer (MAIA et al., 2016).



Em 2005, a OMS modificou a terminologia das lesdes e condi¢bes orais pré-
malignas e as denominou lesdes orais com potencial de malignizacdo (VAN DER WAAL,
2009), sendo a leucoplasia, eritroplasia e queilite actinica as mais comuns. A leucoplasia
(Figura 5) é uma lesdo na mucosa oral, geralmente de cor branca, a qual pode apresentar-se
lisa, rugosa ou verrucosa. Classifica-se em homogénea ou heterogénea, sendo que a Ultima

possui um maior potencial de tornar-se maligna (HOLMSTRUP et al., 2006).

Figura 5: Leucoplasia Heterogénea.
Fonte: CALATAYUD et al., 2009.

A eritroplasia (Figura 6) consiste em uma lesdo macular ou em placa, cuja
coloracdo é avermelhada (HOSNY et al., 2009), acomete ambos 0s géneros, mas mostra
maior incidéncia em homens. Possui uma maior prevaléncia em individuos de cor clara
(REICHART et al.,, 2005). Esta lesdo pode associar-se a uma leucoplasia, sendo entdo
denominada de eritroleucoplasia.

Figura 6: Eritroplasia.
Fonte: http://oralcancerldv.org/en/erythroplakia/



A queilite actinica (Figura 7) é uma condicdo de natureza inflamatdria
que manifesta-se pelo ressecamento, erosdes e perda do limite do labio inferior com a pele,
sendo os individuos com pele clara os mais afetados (ROSSOE et al., 2011). Geralmente,
estas lesbes sdo assintomaticas e podem ser brancas, vermelhas, brancas com areas vermelhas
e também ulceradas (SILVEIRA et al., 2009).

Figura 7: Queilite actinica.
Fonte: http://doutissima.com.br

A cavidade oral é revestida por um tecido epitelial pavimentoso estratificado, que
pode estar queratinizado ou ndo, dependendo da regido. As neoplasias orais geralmente
iniciam-se a partir de alteracdes neste tecido (FERRARO et al.,, 2011). O CCEO pode
apresentar-se de diversas formas clinicas, como por exemplo, uma ulcera com margens
exofiticas elevadas ou como uma lesdo nodular (figura 8). Geralmente, o cancer oral é indolor
e 0 quadro clinico envolve uma historia de uma ferida que nédo cicatriza e que forma crostas,
juntamente com sangramento (ANDRADE et al., 2014).



Figura 8: CCEO no vestibulo, com margens exofiticas elevadas (a esquerda);
e apresentando-se como uma Ulcera assintomética (a direita).
Fonte: MARKOPOULOS, 2012.



1.5 ESTADIAMENTO CLINICO

A partir do estadiamento clinico é possivel analisar e comparar os diferentes
grupos de pacientes, aléem de descrever clinicamente e classificar histopatologicamente as
neoplasias. Estes dados sdo importantes, pois possibilitam o planejamento terapéutico mais
adequado a cada paciente (SAMPAIQO et al., 2011).

A classificacdo para o cancer oral é dada por meio do sistema TNM (Quadro 1), 0
qual auxilia na descricdo da extensdo de um tumor e permite as analises do tumor primario
(T), da presenca de linfonodos acometidos (N), e de metéastase (M) (GREENE; SOBIN,
2008). Apds a classificacdo tumoral por meio do sistema TNM, é possivel determinar o

estadiamento da lesdo (MOURA et al., 2016), como mostra o0 Quadro 2.

Quadro 1 - Classificacdo TNM.

D e

T Tamanho do tumor primaric
Tx Tumor primiario ndo pode ser avaliado

Tis Carcinoma in sifu

™ Tumer 0-2 em de difmelro

T2 Tumor 2-4 cm de didmedro

T3 Tumor = 4 cm de didmetro
T4a Tumer invadindo estruturas adjacentes (p.e. 0550, sedo maxilar, pele & musculatura da lingua)
Tab Tumer Imvadinde espage mastigatdria, placa plergoide, base de erinio ou revestimento da artéeia

cardlida interna

N Presenca de linfonodos reglonals
Nx Linfonofos nao podem ser avaliades

ND Nao hd disseminagio para linfonodos regionais

N1 Um linfonodo < 3 cm, ipslateral
NZa U linfonads = 3 & & < 6 &M, ipslalaral
NZb Multiplos infonodes < 6 cm, ipslalerais
MN2e Miltiplos infonodes < & cm, ipslaterais ou contralaterais

N3 Ap menos um linfonodo = G cm

M Frecenca de metdstace distante
fx A presen;a de disseminagdo ndo pode ser avallada

MO Nao hd mataslase distante

M1 Metastase em drgdo distante

Fonte: Modificado de BERNARDO e NUNES, 2010.
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Quadro 2: Estadiamento da les&o obtido apds a classificagdo TNM.

CISiﬁcacED ™

Estagio 0 Tis, MO, MO

Estagio | T1, NO, MO

Estagio Il T2, NO, MO

Estagio Il T3, NO, MO T1, N1, MO T2, N1, MO T3, N1, MO
Estagio IvVa T4, NO, MO T4, N1, MO Qualguer T, N2, MO
Estagio Vb Qualguer T, N3, MD
Estagio Ve Cualquer T, Qualquer N, M1

Fonte: Modificado de BERNARDO e NUNES, 2010.

1.6 TRATAMENTO PARA O CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL

O tratamento € direcionado ao paciente de acordo com a classificagdo TNM, na
qual verifica-se o estadiamento da lesdo (SAMPAIO et al., 2011). Devido a complexidade do
problema, € importante o servigo multidisciplinar de toda uma equipe, desde o diagnostico da
doenca, durante o tratamento e apds este, a fim de minimizar os danos causados e oferecer a
manutencdo da qualidade de vida ao paciente (SHAH, GIL, 2009; LORCH et al., 2009).

A equipe de profissionais associados ao tratamento oncoterapico deve ser
composta por médicos (incluindo cirurgides de cabeca e pescoco, cirurgides plasticos,
oncologistas, radioterapeutas), cirurgides-dentistas, enfermeiros, psicologos, nutricionistas,
fonoaudidlogos, assistentes sociais, dentre outros, os quais, dentro de suas areas de
competéncia, podem cooperar no atendimento ao paciente, visando a melhoria de vida deste
(MAIA, 2010).

A terapia oncologica para o CCEO basicamente engloba a aplicacdo de cirurgia,
qguimioterapia e/ou radioterapia. A selecdo da modalidade terapéutica especifica (ou
combinada) para cada paciente depende do estagio em que se encontra a doenca (RAPIDIS et
al., 2009; MAZERON et al., 2009). A cirurgia é o tratamento de escolha para canceres orais
em estagios iniciais, ja em casos mais avancados, geralmente substitui-se a cirurgia por uma
terapia combinada (cirurgia, quimioterapia e radioterapia), a fim de se reduzirem possiveis
danos a estruturas adjacentes, como, por exemplo, as glandulas salivares (SHAH, GIL, 2009;
BRAAKHUIS et al., 2010).



11

O tratamento do CCEO ocasiona diversos efeitos adversos ao paciente, uma vez
que a irradiacdo utilizada e as drogas da quimioterapia antineoplésica ndo agem somente nas
celulas malignas. As estruturas normais, principalmente as com alto potencial de renovacao,
como a medula 6ssea e a mucosa do tubo digestivo, também sdo atingidas. As principais
complicagbes advindas do tratamento neoplasico sdo: mucosite, xerostomia,
osteorradionecrose e a hipossalivagéo (PAIVA et al., 2010).

A mucosite bucal geralmente é um dos primeiros sinais clinicos a surgirem, e
apresenta-se clinicamente como placas brancas, elevadas e descamativas que podem causar
dor, queimacdo e desconforto significativos, os quais podem atenuar-se durante a alimentagéo
e a higienizacdo bucal (SERA et al., 2013). A xerostomia consiste na sensa¢do de secura na
boca, geralmente ocasionada pelo uso de medicamentos anti-sialogogos (0s quais podem ser
utilizados com o objetivo de diminuir a salivacdo, a fim de se evitarem a diluicdo dos
anestésicos) (BROCHADO, 2014).

A osteorradionecrose é uma complicacdo severa de aparecimento tardio,
provocada pela irradiacdo na regido da cabeca e pescogo, e caracteriza-se por necrose e
exposicdo do tecido Osseo. Geralmente, a area mais afetada é a mandibula (MARQUES,
2015).

A hipossalivacdo é uma complicacdo na qual verifica-se uma producdo reduzida
de saliva, devido a uma baixa funcdo da glandula salivar, sendo, portanto, diferente da
xerostomia (WIENER et al., 2011). Os individuos com hipossalivacdo possuem uma
inadequada acdo tampdo (justamente pela diminuicdo de saliva¢do), bem como uma menor
remineralizacdo e eliminacdo de acucar e &cido, 0 que pode resultar em um aumento na taxa
de carie dentaria (DAWES, 2008).

E de extrema importancia a prevencdo e o controle dos efeitos adversos orais
induzidos pela radiacdo e pelas drogas antineoplasicas, pois estes podem interromper
temporaria ou definitivamente o tratamento e, dessa forma, comprometer o controle do tumor
e impactar na sobrevida do paciente (JEMAL et al., 2010; MAJCHRZAK, 2014).

Devido a agressividade, a heterogeneidade das lesdes e principalmente aos dificeis
diagndstico e tratamento, faz-se necesséria a investigacdo de biomarcadores preditivos que
possam auxiliar no prognostico e estabelecer um diagnostico e tratamento precoces para 0
cancer da cavidade oral. Os microRNAs tém se destacado como bons candidatos a
biomarcadores de doengas, principalmente porque apresentam a expressao desregulada em
varias patologias, inclusive no cancer. (SASSEN, 2008; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al.,
2010).
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1.7 RNAS NAO CODIFICANTES (MICRORNAS)

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs ndo codificantes, de
18-22 nucleotideos de comprimento, que regulam a expressdo de genes a nivel pos-
transcricional ao se parear com a extremidade 3' ndo traduzida de RNAs mensageiros. Eles
participam de varios processos biologicos fundamentais, tais como o crescimento celular
(CHENG, et al., 2005), desenvolvimento (KARP, AMBROS, 2005), diferenciacdo (CHEN et
al., 2004) e apoptose (XU et al., 2004). Estima-se que 0os miRNAs controlem a expresséo de
aproximadamente 30% dos genes que codificam proteinas (LEWIS et al., 2005).

'A biogénese dos miRNAs é um processo de multiplas etapas que objetivam a
conversdo do transcrito primario em miRNA maduro (Figura 9). A biogénese convencional
dos miRNAs tem inicio com a sua transcri¢do no ndcleo da célula (a qual é mediada pela
enzima RNA polimerase 1), nas quais 0s transcritos primarios dos miRNAs (pri-miRNAS), 0s
quais possuem em torno de 1000 nucleotideos, formam estruturas secundarias: as regides
“stem”, em que dois segmentos de RNA com bases complementares sdo pareados, e as
regides “loop”, nas quais os pares de bases ndo sdo complementares, constituindo, assim,
alcas circulares (GREGORY et al., 2005).

Os pri-miRNAs séo processados pela acdo da enzima endonucleotidica DROSHA
e seu cofator DGCRS8. O resultado deste processamento € o miRNA precursor (pre-miRNA),
um transcrito em forma de grampo com aproximadamente 70-80 nucleotideos, o qual é
exportado para o citoplasma através da exportina 5 e processado pela enzima DICER, a qual
remove a alca na estrutura stem loop, resultando em um duplex MIRNA/MIRNA*
(BALLARINO et al.,, 2009). Uma vertente deste duplex é incorporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) - cuja composi¢do contém a proteina argonauta
(Ago2) - e as duas fitas sdo separadas (SUN, 2008). Uma das fitas continua associada ao
RISC e a fita complementar deve ser degradada. Entretanto, para alguns miRNAs, ambas as
fitas podem ser associadas ao RISC (HAMMOND et al., 2015).

Ago2 liga diretamente 0 miIRNA maduro e procura mRNAs alvo que tenham
complementaridade com o miRNA. Em particular, a regido “seed” (que corresponde aos
nucleotideos 2-7 do miRNA) (LAl et al., 2005) e a extremidade 3' do miRNA sdo importantes
para a associacdo com o0 mRNA alvo. Se houver complementaridade na regido central do
mMIiRNA (nucledtidos 9-11) com o mRNA alvo, este Gltimo pode ser clivado através da
atividade de Ago2 (LIU et al., 2004; HAMMOND et al., 2015).

No entanto, a maioria dos alvos de miRNA em seres humanos, ndo possui esta

correspondéncia de sequéncia central, logo ndo sdo diretamente clivados por Ago2. Em vez
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disso, Ago2 é recrutada para um complexo contendo GW182 (TNRCG6A/B/C) dentro de
corpos P citoplasméticos, onde ocorre a repressao da tradugdo. O complexo CCR4-NOT-
deadenilase é recrutado para RISC e isto facilita a remocéo da cauda poli (A) e eventual
degradacdo do mRNA alvo (FABIAN, SONENBERG, 2012; BRAUN et al., 2013; PTAFF et
al., 2013).

As localizagBes nucleotidicas especificas de clivagem por DROSHA e DICER séo
normalmente bem definidas nas extremidades terminais. No entanto, alguns mMIRNAs
apresentam locais de clivagem heterogéneos, levando a multiplas isoformas (“IsomiRs”) do
miRNA maduro. Esta heterogeneidade pode levar a uma repressao diferencial do mRNA alvo,
de acordo com o tipo celular. Esta repressdo diferencial ja foi relatada em algumas doencas
como o diabetes e a fibrilagéo atrial (BARAN-GALE et al., 2013; OHANIAN et al., 2013).

Enquanto a maioria dos mIiRNAs identificados sdo produzidos pela via
convencional, existem varios exemplos de biogénese alternativa, sendo a classe mirtron a
mais comum (RUBY et al., 2007; BEREZIKOV et al., 2007; OKAMURA et al., 2007;
BABIARZ et al., 2008). Em vez de serem clivados por DROSHA, nestes miRNAS as
extremidades precursoras sao formadas pelos eventos de clivagem de splicing. O precursor
resultante é processado por DICER e carregado em RISC (HAMMOND et al., 2015).

‘A biogénese independente de DICER € uma via que ja foi descrita e o melhor
exemplo estudado é o hsa-miR-451'(CHELOUFI et al., 2010; CIFUENTES et al., 2010;
YANG et al., 2010). Apos a sua transcricdo e clivagem por DROSHA, o pre-miRNA liga-se
diretamente a Ago2, em vez de DICER, e Ago2 cliva o duplex miRNA/miRNA*, sendo que a
sequéncia remanescente forma o hsa-miR-451 maduro. Estas vias de biogénese alternativas

parecem ser eventos raros, mas que podem ocorrer (HAMMOND et al., 2015).
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Figura 9: Biogénese dos microRNAs.
Fonte: HAMMOND, 2015

1.8 MICRORNAS E O CANCER

A expressdo dos miRNAs esta desregulada em varios tipos de céncer. Este
desbalanco no perfil de expressdo dos miRNAs implica na expressao de genes alvos e possui
um papel importante na oncogénese, uma vez que desencadeia 0 aumento da proliferacéo
celular, a diminuicdo da apoptose, e 0 aumento do potencial metastatico de células
afetadas, favorecendo assim, a progressao e a invasdo tumoral (DI LEVA et al., 2010; WANG
etal., 2011; VAROL et al., 2011).

Dependendo do contexto e do tipo celular em que é expresso, um mesmo miRNA
pode desempenhar um papel oncogénico ou de supressor tumoral (FABBRI et al., 2007). Vale
ressaltar que, além disso, um tnico miRNA € capaz de regular diversos genes alvos e, assim,
controlar simultaneamente atividades opostas, como por exemplo a proliferacdo celular e a
apoptose (VOLINIA et al., 2006).
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Os miRNAs oncogénicos (oncomiRs) encontram-se com a expressao elevada em
tumores malignos, estimulam a proliferacdo celular, e inibem a acdo de genes supressores
tumorais (ARDEKANI, NAEINI, 2010). Os TS-miRs que atuam no controle da apoptose e
sdo reprimidos em tumores, 0 que ocasiona um desequilibrio e permite o desenvolvimento
tumoral (ZHANG et al., 2007). Véarios miRNAs tém sido relatados como sendo iniciadores de
invaso tecidual e metéstase, sendo entdo denominados de metastamiRs (LOPEZ, 2012).

O envolvimento de miRNAs em diversas vias de processos celulares, tais como a
alteracdo dos niveis de metilacdo do promotor (KOZAKI et al., 2008; LANGEVIN et al.,
2010; GASCHE and GOEL, 2012) migracao/invasdo (JIANG et al., 2010; FUKUMOTO et
al., 2015) e prognostico (CHANG et al., 2008; AVISSAR et al., 2010) tém sido relatado em
diversos estudos.

Ha evidéncias de que os diferentes perfis de expressdo dos miRNAs podem ser
utilizados para classificar os estagios e a progressao do cancer, alem disso, podem auxiliar no
prognostico e nas respostas ao tratamento. Por exemplo, a expresséo reduzida do hsa-miR-let-
7b foi correlacionada com a diminuicdo da sobrevida de pacientes com cancer de pulméo
(TAKAMIZAWA et al., 2004), enquanto que niveis elevados do hsa-miR-21 implicaram na
reducdo da sobrevida e na resposta terapéutica de pacientes com adenocarcinoma de colon
(LEUNG et al., 2008).

Vaérios estudos correlacionam a expressdo de miRNAs em diferentes tipos de
canceres e em linhagens derivadas de carcinomas de laringe, faringe e cavidade oral
(AVISSAR et al., 2010; SHIIBA et al., 2010). A expressdao de miRNAs em diversos tipos de
amostras, tais como linfonodos, tecidos tumorais, saliva e plasma também vem sendo relatada
(CARVALHO et al, 2015; MANIKANDAN et al, 2016; ZAHRAN et al., 2015;
MACLELLAN et al., 2012),

Os miRNAs escolhidos para o presente estudo (hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-
miR-31 e hsa-miR-221) encontram-se relacionados a varios tipos de cancer. Por exemplo, o
cluster miR-17-92 abriga as familias dos miRs hsa-miR-17, hsa-miR-18, hsa-miR-19 e hsa-
miR-92 e tém sido relatado como um grupo de oncomiRs, relacionado principalmente ao
cancer de pulméo e a linfomas (HAYASHITA et al., 2005; LU et al., 2007).

O hsa-miR-21 é um dos miRNAs mais comumente relacionados a eventos
celulares fundamentais ao cancer, tais como o crescimento tumoral (SI et al., 2007),
proliferacdo (ROLDO et al., 2006), e apoptose (BUSCAGLIA e LI, 2011), sendo o seu perfil

hiperexpresso relatado em varios tipos de cancer, como o de mama (LORIO et al., 2005),
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estbmago (CHAN et al., 2008), leucemia (FULCI et al., 2007), linfoma (LAWRIE et al.,
2007) e mieloma maltiplo (PICHIORRI et al., 2008).

O hsa-miR-31 é um importante supressor tumoral no céncer de mama
(VALASTYAN et al., 2009; O’ DAY, LAL, 2010), entretanto, a sua expressao apresenta-se
elevada em outros tipos de cancer, tais como o de pulmdo (EDMONDS et al., 2016) e o
carcinoma de células escamosas cutaneo (WANG et al., 2014).

A hiperexpressdo do hsa-miR-221 tem sido mostrada como sendo promotora de
proliferacdo celular no cancer, muito provavelmente devido a sua capacidade de modular a
expressdo da proteina oncogénica c-kit (FELLI et al., 2005) e do inibidor de quinase
dependente de ciclina (CDKN1B), um importante regulador da progressdo celular
(GALARDI et al., 2007; GILLIES, LORIMER, 2007; LE SAGE et al., 2007; VISONE et al.,
2007).

Como observado, os perfis de expressdo dos miRNAs variam entre os diferentes
tipos celulares. Desse modo, a realizacdo de uma analise comparativa de microRNAs entre
tecidos com e sem CCEO pode revelar biomarcadores do mecanismo carcinogénico
importantes para o entendimento desta patologia, os quais futuramente podem auxiliar na
identificacdo dos fatores de risco da doenca, visando a detecgdo mais precoce desta, bem
como auxiliar em seu tratamento (RAMDAS et al., 2009).

O nosso grupo de pesquisas vém realizando estudos a cerca dos miRNAs, com
énfase em sua expressdo diferencial no cancer gastrico (RIBEIRO-DOS-SANTOS et al.,
2010; MOREIRA et al., 2014; DARNET et al., 2015). Valeu-se da expertise do grupo neste
assunto para investigar o perfil de expressao destes miRNAs no cancer oral e assim contribuir

com conhecimentos novos e relevantes acerca desta doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o perfil de expressdo dos microRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-
miR-31 e hsa-miR-221 em amostras de tecidos com e sem carcinoma de células escamosas

oral.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Quantificar o perfil de expressdo dos microRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e

hsa-miR-221 em amostras de pacientes com e sem carcinoma de células escamosas oral.

b) Avaliar os miRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 como potenciais

biomarcadores ao desenvolvimento do carcinoma de células escamosas oral.

¢) Realizar a predicao in silico de genes alvos dos microRNAs em estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO
A area de estudo é a Genética.

3.2 TIPO DE ESTUDO E OBTENC}AO DE AMOSTRAS

O presente estudo corresponde a uma investigacao experimental em laboratorio.
As amostras foram obtidas seguindo-se os parametros de biosseguranca. Realizou-se a
colheita das amostras na Universidade Federal do Ceara (UFCE), através de bidpsias
incisionais de tumores da mucosa bucal, provenientes de pacientes diagnosticados com
CCEO. Os tecidos livres de cancer foram obtidos da gengiva do terceiro molar de individuos

voluntarios.

3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO
AMOSTRAS

O numero amostral corresponde a 36 tecidos, dos quais 18 sdo de pacientes com
CCEO (sendo 8 amostras de borda lateral de lingua, 5 amostras de rebordo alveolar, 4
amostras de assoalho bucal e 1 amostra de labio inferior) e 18 correspondem a tecidos

gengivais extraidos do terceiro molar inferior de individuos sem cancer.

3.3 DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS
3.3.1 ISOLAMENTO DO RNA TOTAL E QUANTIFICACAO

A quantificacdo da expressdo dos miRNAs foi realizada a partir da molécula de
RNA. Para tanto, primeiramente o RNA total das amostras foi extraido por intermédio do Kit
High Pure RNA Isolation kit (Roche Applied Science), utilizando-se o0s procedimentos
recomendados pelo fabricante. Apds a extracdo, o RNA total foi quantificado para que sua
concentracdo fosse determinada. Este processo de quantificacdo ocorreu no equipamento
Qubit®2.0 (Life Technologies, Foster City, CA, US). Em seguida, o0 RNA total foi diluido em

agua DEPC para a concentracdo final de 5 ng/pL e armazenado a -20 °C.
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3.3.2 REAQAO EM CADEIA DA POLIMERASE DA TRANSCRI(;AO REVERSA EM
TEMPO REAL (gQRT-PCR)

Uma vez que o aparelho que realiza a PCR em Tempo Real faz a amplificagdo do
material genético a partir da molécula de DNA de fita dupla, fez-se necessaria a realizacéo da
reacdo de transcricdo reversa (RT). Esta técnica consiste na reacdo de sintese de uma
molécula de DNA de fita dupla (denominado de DNA complementar ou cDNA), a partir de
primers especificos para os miRNAs de interesse, por meio da enzima Transcriptase Reversa.

O cDNA corresponde a forma mais conveniente de se manipular a sequéncia de
codificacdo do miRNA, uma vez que o RNA é uma molécula facilmente degradada por
RNases. Neste estudo, a RT ocorreu por meio da utilizagdo da TagMan® Micro-RNA RT
(Applied Biosystems), com primers especificos para cada miRNA a ser estudado. O produto
da transcriptase reversa (cDNA) foi sintetizado em um termociclador e estocado a -20°C até o
momento da execucdo da PCR em Tempo Real.

A PCR em tempo real quantitativa foi realizada no equipamento Rotorgene®
(AppliedBiosystems) para analise dos miRNAs com sondas TagMan® e reagentes Universal
Master Mix Il (Applied Biosystems). O RNA nucleolar RNUG6b foi utilizado como controle
enddgeno — a fim de favorecer uma quantificacdo relativa. Em todas as rea¢fes houve um
NTC (No Template Control), o qual consiste em uma reacdo sem amostra para avaliar uma
possivel contaminacéo.

Durante a reacdo de amplificagcdo, um software especifico constroi em tempo real
um grafico que relaciona os ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia que é
emitida durante a amplificacio da molécula de DNA nas amostras, ciclo a ciclo
(NASCIMENTO et al, 2010). Deve-se tracar a partir do referido grafico, uma linha paralela
ao eixo correspondente ao numero de ciclos (abscissas), na altura em que se inicia a fase
exponencial da amplificacdo génica (no inicio da elevacdo exponencial na emissdo da
fluorescéncia). Tal parametro representa o limiar de deteccdo, ou seja, 0 nimero minimo de
ciclos para amplificacdo, o qual é denominado de threshold (Figura 9).

O ponto exato em que o threshold cruza com a linha de amplificacdo da amostra,
permite a determinacdo do nimero de ciclos necessarios para o inicio da amplificacdo da
sequéncia génica alvo presente no DNA de cada amostra (NASCIMENTO et al, 2010).
Denomina-se este valor de Ct (“Cycle Threshold”), 0 qual permite a quantificacdo relativa do
cDNA em cada uma das amostras, apos ser corrigido pelos Cts dos controles enddgenos e das
amostras controle. O Ct é igual ao logaritmo da quantidade inicial de expressao do gene alvo

em uma dada amostra, o que evidencia que quanto menor for o nimero inicial do Ct obtido na
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amostra, em compara¢do com outro gene, maior serd a amplificacdo do gene alvo e,

consequentemente, 0 mesmo apresentaré maior expresséo.

12
Threshold
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Cycle

Figura 10: Curvas de amplificagdo de amostras de CCEO. Cada curva corresponde a uma amostra. O

Treshold determinado corresponde a linha vermelha tracada paralelamente as curvas das amostras.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados, empregou-se 0 método comparativo de Ct (ACT). O CT
é definido como uma fracdo de nimeros de ciclos em que a fluorescéncia passa do limite fixo
estabelecido. Esta metodologia consiste no calculo inicial das médias e do desvio padréo dos
valores dos CTs obtidos nas triplicatas de cada amostra (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A
normalizacdo das amostras foi realizada a partir da subtracdo do CT médio do seu
correspondente com o CT médio do controle do enddgeno (ACT = CT amostra — CT
enddgeno).

Todas as avaliacdes estatisticas foram realizadas no programa SPSS Verséao 22.0.
Considerando-se os valores de p < 0,05 como estatisticamente significativos. Para avaliar se
as amostras apresentariam uma distribuicdo normal, optou-se pela aplicacdo do teste de
Kolmogorov Smirnov (KS). Caso as amostras estivessem dentro da normalidade, o teste
paramétrico aplicado seria o teste T de Student para duas amostras independentes, a fim de
avaliar a hipdtese de igualdade das médias entre os dois grupos. Em seguida, os graficos de

boxplot seriam montados por meio da ferramenta online BoxPlotR.
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3.5 PREDIQAO IN SILICO DE GENES ALVOS REGULADOS PELOS MIRNAS EM
ESTUDO

A predicdo in silico para a busca de genes alvos dos miRNAs envolvidos na
carcinogénese oral (CCEO), preditos e validados experimentalmente na literatura, foi
realizada com o auxilio de duas diferentes ferramentas onlines: miRTarBase <
http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/search.php> e TargetScan <
http://www.targetscan.org/vert_71/>. O critério de escolha se deu a partir de genes em comum

validados nas duas ferramentas.

3.6 CONSTRUCAO DA CURVA ROC

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade e a especificidade dos miRNAs hsa-
miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em diferenciar tecidos com e sem CCEO,
optou-se pela construcdo da curva ROC (Receiver Operating Characteristic), a qual avalia a
taxa de verdadeiro positivos versus a taxa de falso positivos. A area sob a curva (AUC) ¢
utilizada para determinar a capacidade do teste de discriminar entre as populacdes doentes e
saudaveis (METZ, 1978), assim, trata-se de uma maneira eficaz de resumir a acuracia de um
determinado teste ou resumir a acuracia de um candidato a biomarcador em separar 0s

doentes dos individuos sem a doenca.

3.7 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, sob niimero
077/09. Os individuos que concordaram em participar do estudo assinaram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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4. RESULTADOS

Foram analisadas 36 amostras de tecidos, sendo 18 provenientes de pacientes com
CCEO e 18 pertencentes a individuos sem cancer oral. Para a analise de todos os miRNAs,
primeiramente testou-se a normalidade das amostras. Através do teste de Kolmogorov
Smirnov verificou-se que todas as amostras ndo apresentavam normalidade, uma vez que os
valores de p para os miRNAs apresentaram valores inferiores a 0,05. (hsa-miR-17: P=0,000;
hsa-miR-21: P=0,001; hsa-miR-31: P=0,025; e hsa-miR-221: P=0,006).

Devido a anormalidade das amostras, aplicou-se entdo um teste ndo paramétrico
— teste de Wilcoxon Mann-Whitney. A Figura 10 mostra os Box Plots de comparacdo dos
niveis de expressdo dos miRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 entre
os tecidos com e sem CCEO. Para 0 hsa-miR-17, os dados mostraram diferencas
significativas entre os grupos, sendo as medianas obtidas para o grupo com CCEO de 5,59 e
para 0 grupo sem céancer de 1,75 (Teste de Wilcoxon Mann-Whitney, P=0,000) o que
evidencia a hiperexpressdo do hsa-miR-17 nas amostras com CCEO.

A comparacdo dos niveis de expressdo do hsa-miR-21 em amostras com e sem
CCEO mostra que houve diferencas estatisticas significativas entre os dois grupos, com
mediana de 5,73 para o grupo com CCEO e 1,42 para o grupo sem cancer (Teste T de Student,
P=0,003). O hsa-miR-21 apresentou-se hiperexpresso nas amostras de CCEO.

O hsa-miR-31 apresentou diferencas estatisticas significativas de expressao entre
os dois grupos, sendo a mediana referente ao grupo com CCEO de 1,14 e -1,79 para 0 grupo
sem cancer (Teste T de Student, P=0,005). Os dados mostram que o hsa-miR-31 apresentou
um perfil hiperexpresso nas amostras com CCEO.

Os niveis de expressdo do hsa-miR-221 entre os grupos com e sem CCEO
também apresentou diferencas estatisticas significativas, sendo a média de expressdo do grupo
com mediana igual a 2,84 para o grupo com CCEO e -0,26 para o grupo sem cancer (Teste T
de Student, P=0,014). O hsa-miR-221 obteve um perfil hiperexpresso nas amostras com
CCEO.
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Figura 11: Box Plots de comparacéo entre os niveis de expressdo dos microRNAs hsa-miR-
17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em amostras com e sem CCEO.

A predicdo in silico, com o auxilio das ferramentas onlines mirTarBase e
TargetScan, revelou como genes alvos dos miRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR31 e

hsa-miR-221 os descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Genes alvos dos microRNAs hsa-miR-17. hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221.

hsa-miR-17 hsa-miR-21 hsa-miR-31 hsa-miR-221
CDKN1A PTEN FzZD3 CDKN1B
PKD2 TPM1 MMP16 CDKN1C

A Tabela 2 mostra o envolvimento dos genes alvos dos miRNAs hsa-miR-17, hsa-

miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em processos biolégicos fundamentais.



Tabela 2: Envolvimento dos genes alvos em processos biolégicos fundamentais.
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Gene Expressdo  Proliferacdo  Metéstase Invasdo  Progressdo  Referéncias
Celular Tumoral Tumoral

CDKNI1A ! . IVANOVSKA et
al., 2008; WU et al.,
2010.

PKD2 l ° SUN etal., 2012

PTEN 1 ° ° CERVIGNE, et al.,
2009; CHANG et
al., 2008

TPM1 l ° ° CERVIGNE, et al.,
2009; ZHU, et al.,
2007

FzD3 ! o VALASTYAN et
al., 2009

MMP16 ! o VALASTYAN et
al., 2009.

CDKN1B ! . FORNARI etal.,
2008
FORNARI et al.,

CDKN1C ! . 2008

A curva ROC foi utilizada a fim de tracar a acuracia dos miRNAs hsa-miR-17,

hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em discriminar os tecidos com e sem CCEO, por

meio da separacdo entre a taxa positiva real (sensibilidade) e a taxa de falso positivos
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(especificidade). As curvas ROC destes miRNAs estdo ilustradas na Figura 12. A &rea sob a
curva (AUC), intervalo de confianca de 95% e o valor de P dos miRNAs hsa-miR-17, hsa-
miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221, correspondeu a: AUC=0,849 (1C95%: 0,72-0,97,
P=0,000); AUC=0,877 (IC95%: 0,77-0,99, P=0,000); AUC=0,779 (IC95%: 0,62-0,94,
P=0,006); AUC=0,821 (I1C95%: 0,69-0,96, P=0,001) respectivamente.
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Figura 12: Curvas ROC dos miRNAs selecionados para a distin¢éo entre 0s
tecidos com e sem CCEO.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os perfis de expresséo de quatro miRNAS:
hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221 em amostras com e sem CCEQ. Buscou-
se também, os genes alvos de cada um miRNA, bem como o seu envolvimento em processos
bioldgicos fundamentais. Por fim, construiu-se a curva ROC dos miRNAs a fim de avaliar a
sua capacidade ou ndo de distin¢do entre tecidos com e sem CCEO.

Este é o primeiro estudo na literatura que correlaciona a expressao especifica do
hsa-miR-17 em amostras de tecidos de CCEO. Nossos resultados demonstram um perfil
hiperexpresso do hsa-miR-17 em amostras com CCEO, em relagdo as amostras sem cancer.
Este miRNA faz parte do cluster miR-17-92, que como ja mencionado, agrupa as familias de
miRNAs que tém sido relacionadas a varios tipos de céncer, sendo 0S Seus membros
comumente descritos como oncomiRs, por promover a proliferacdo celular e a angiogénese,
além de inibir a apoptose (HAYASHITA et al., 2005; HAMMOND et al., 2008; GRILLARI
et al., 2010).

No presente estudo, 0 hsa-miR-21 apresentou-se hiperexpresso em amostras de
tecidos com CCEO, quando comparados a amostras de tecidos sem cancer. Este miRNA trata-
se de um dos mais associados ao desenvolvimento do cancer. Sua hiperexpressao foi descrita
em diversos estudos com canceres de cabeca e pescoco (CHANG et al., 2008; HUANG et
al., 2010; KIMURA et al.,, 2010; REIS et al., 2010). Além disso, este miRNA também
apresentou perfil hiperexpresso em outros tipos de cancer, incluindo o de pulméo,
neuroblastoma, meduloblastoma e estbmago (HAYASHITA et al., 2005; VOLINIA et al.,
2006; MATSUBARA et al., 2007; PETROCCA et al., 2008; UZIEL et al., 2009).

O hsa-miR-21 regula a proliferacdo celular, apoptose, atua na progressdo
neoplasica, e vem sendo descrito como hiperexpresso em varios tipos de cancer
(HERMANSEN et al., 2013). Os nossos resultados estdo de acordo com inimeros estudos,
nos quais a hiperexpressao do hsa-miR-21 apresenta-se em amostras tumorais.

Em nossos resultados, o hsa-miR-31 apresentou-se hiperexpresso em amostras de
CCEO. No estudo de Chattopadhyay e colaboradores (2016), também observou-se a
hiperexpressdao do hsa-miR-31 em amostras de tecido de cancer oral, leucoplasia e liquen
plano. Resultados similares foram relatados em estudos com linhagens celulares de CCEO e
de outros canceres de cabeca e pescoco (KOZAKI et al., 2008; WONG et al., 2008; SHIIBA

et al., 2010). A hiperexpressdo do hsa-miR-31 também foi descrita em amostras de saliva,
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mostrando que este miIRNA possui potencial para atuar como biomarcador na deteccdo do
estagio inicial do CCEO (AL-MALKEY et al., 2015).

Existem poucos estudos na literatura que relacionem a expressdo do hsa-miR-221
ao cancer oral. No estudo de TRAN e colaboradores (2007), o hsa-miR-221 apresentou-se
hiperexpresso em linhagens celulares de cancer de cabega e pescogo. Os nossos resultados
estdo de acordo com o estudo de Avissar e colaboradores (2010), no qual relatou-se a
hiperexpressdao do hsa-miR-221 em amostras de tecidos de céncer de cabeca e pescoco,
incluindo amostras de lingua, laringe e Gvula.

A predigdo in silico dos genes alvos dos miRNAs em estudo revelou os genes
CDKN1A e PKD2 como alvos do hsa-miR-17; PTEN e TPM1 como alvos do hsa-miR-21;
FZD3 e MMP16 como alvos do hsa-miR-31 e CDKN1B e CDNKIC sendo alvos do hsa-miR-
221. O gene CDKN1A faz parte da familia Cip/Kip de inibidores de ciclina cinase, e atua
inibindo a progressédo do ciclo celular, na fase G1 (WU et al., 2010; FUKAZAWA et al.,
2016). Quando regulado negativamente pelo hsa-miR-17, provoca um descontrole celular que
corrobora para o desenvolvimento de varios tipos de cancer, como por exemplo, o linfoma de
células B (INOMATA et al., 2008; IVANOVSKA et al., 2008; PETROCCA et al., 2008). O
gene PKD2 é codificado por uma proteina de membrana que atua como um canal de cation
permeavel ao célcio. Esta proteina interage com a policistina 1, a qual regula a proliferacéo,
adesdo, migracdo, diferenciacdo e maturacdo celular (GOMEZ et al., 2009). O gene PKD2 ¢é
reprimido pos-transcricionalmente pelo hsa-miR-17. A hiperexpressdo deste miRNA pode
promover a proliferacdo celular, mediante a inativacdo de PKD2 (SUN et al., 2010).

O gene PTEN foi descrito como alvo do hsa-miR-21 em varios estudos (CHANG
et al., 2008; ZHANG et al., 2008; CHILDS et al., 2009; LU et al., 2009). O estudo de
CERVIGNE e colaboradores (2009) mostrou que a expressao aumentada do hsa-miR-21 pode
inibir a apoptose através da inativacdo do gene PTEN. Por sua vez, esta inativacdo estimula a
ativacdo da via AKT, a qual exerce atividade contra a apoptose e estimula a progressdo
tumoral (ALTOMARE e TESTA, 2005). O gene TPM1 faz parte da familia de tropomiosinas
envolvidas com o sistema de contratilidade dos musculos estriados e lisos. Este gene também
é reprimido pelo hsa-miR-21. ZHU e colaboradores (2008), mostraram que a ligacdo do hsa-
miR-21 aos genes PTEN e TPM1, promove os efeitos oncogénicos deste miRNA, como a
invasdo tumoral e metéstase.

O gene FZD3 é um lécus de suscetibilidade a esquizofrenia (HASHIMOTO et al.,
2005). O gene MMP16 faz parte da familia de metaloproteinases de matriz, a qual agrupa

proteinas envolvidas na decomposicdo da matriz extracelular em processos fisiologicos
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normais (como reproducédo e remodelacdo tecidual) e anormais (como a metastase) (TAKINO
et al., 2003; SANJMYATAV et al., 2011). Sabe-se que a expressdo diminuida dos genes
FZD3 e MMP16 pela acdo do hsa-miR-31, em linhagens celulares de céncer de mama,
apresentou relacdo com a progressdo da doenga (VALASTYAN et al., 2009).

O gene CDKNI1B codifica uma proteina que atua como inibidor de quinase
dependente de ciclina. A degradacdo desta proteina é necessaria para a transicdo da
quiescéncia celular para o estado proliferativo (PENGA et al., 2015). Demonstrou-se que a
inativacdo monoalélica de CDKN1B aumenta significativamente o desenvolvimento do cancer
(BORRIELLO et al., 2010). O gene CDKN1C codifica uma proteina que inibe a ligacdo de
varios complexos G1 ciclina/CDK. Entre as suas vias relacionadas esté a transcricdo de VDR
na regulacéo de genes envolvidos na osteoporose. VDR trata-se de um regulador negativo da
proliferacdo celular (BRIOUDE et al., 2015). A inativacdo dos genes CDKN1B e CDKN1C
através da hiperexpressdo do hsa-miR-221 foi relatada no carcinoma hepatocelular. A
repressdo de CDKNI1B possui um significado prognéstico relevante, uma vez que esta
condicdo esta associada a um estagio de tumor avancado e uma sobrevida reduzida
(FORNARI et al., 2008).

Fica evidente que os genes alvos abordados participam em processos biologicos
importantes caracteristicos de neoplasias malignas, como a proliferacdo celular e a invasdo
tumoral. Todos possuem algo em comum: sdo supressores tumorais, e suas regulacoes
negativas favorecem eventos oncogénicos importantes.

O método da area sob a curva ROC tem sido amplamente utilizado para a
identificacdo de biomarcadores (GRUND et al., 2010; STARMANS et al., 2011). Em geral,
uma AUC de 0,5 sugere que ndo ha discriminacdo entre doentes e individuos sem a doenca; a
AUC de 0,7 a 0,8 é considerada aceitavel, a AUC de 0,8 a 0,9 é considerada boa e de mais de
0,9 é considerada excelente (MANDREKAR, 2010). No presente estudo observou-se que 0S
miRNAs apresentaram AUC entre 0,8 e 0,9, com excecdo do hsa-miR-31, o qual apresentou
AUC=0,779.

Demonstrou-se neste estudo que 0s miIRNAS hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-
31 e hsa-miR-221 apresentaram-se hiperexpressos em amostras de tecidos com CCEO,
quando comparadas a amostras sem cancer. Por apresentarem a expressao elevada em tumores
malignos e inibir a acdo de genes supressores tumorais identificados in silico, tais miRNAs
atuaram como oncomiRs. H& uma complexa rede de sinalizacdo entre estes genes, que causa

um desbalango essencial para a progressdo do cancer.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, os miIRNAS hsa-miR-17, hsa-miR-21, hsa-miR-31 e hsa-miR-221
apresentaram-se hiperexpressos em amostras de tecidos com CCEO, quando comparadas aos
tecidos livres de cancer. O presente estudo foi o primeiro a relatar a hiperexpressdo do hsa-
miR-17 em amostras de tecidos com CCEO.

Os genes alvos previstos dos miRNAs em estudo (CDKN1A, PKD2, FZD3,
MMP16, PTEN, TPM1, CDKN1B E CDKN1C) correspondem a supressores tumorais, pois
quando regulados negativamente pelos miRNAs em estudo, desencadeiam Varios processos
bioldgicos importantes para a carcinogénese.

Por meio da construcdo da curva ROC observou-se que os miRNAS hsa-miR-17,
hsa-miR-21 e hsa-miR-221 apresentaram uma boa acuracia para a diferenciacdo entre tecidos
com e sem CCEO (AUC=0,849; AUC=0,877 e AUC=0,821). Mesmo que a sua acuracia nao
tenha se mostrado boa, 0 hsa-miR-31 apresentou uma AUC dentro dos limites aceitaveis
(AUC=0,779).

Os dados referentes a analise de expressdo dos miRNAs hsa-miR-17, hsa-miR-21,
hsa-miR-31 e hsa-miR-221, bem como 0s da curva ROC sugerem que 0s quatro miRNAs
possuem potencial para atuarem como biomarcadores a fatores de risco ao desenvolvimento
do CCEO.
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