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RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) corresponde ao tipo histolégico
mais frequente nessa regido e possui altas taxas de incidéncia e mortalidade, assim
como de metastase e recidivas. Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC), o cancer oral corresponde a 16° neoplasia maligna com maior
incidéncia no mundo. No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional do Céancer
(INCA), o cancer oral é o 5° mais frequente em homens e 12° em mulheres,
constituindo dessa forma, um problema de salude publica. Dentre os fatores
associados a carcinogénese oral, encontra-se a desregulacédo da via de TGF-B, as
alteracdes nos niveis de expressao das metaloproteinases de matriz (MMPSs) e
microRNAs (miRNAs). Os miRNAs ja foram descritos como importantes reguladores
da transicdo epitélio mesenquimal (TEM), processo que estd associado a
agressividade e metastase de diversos tumores. Esse estudo teve por objetivo
avaliar a expressao do receptor beta 2 do fator de crescimento transformante beta
(TGFBRII), da MMP7 e sua correlagdo com os miRNAs 181a/b/c, 17 e 214. Para
isso utilizamos 12 amostras de pacientes portadores de CCEO e 11 amostras de
mucosa oral normal. A expressdo de TGFBRIl e MMP7 foi analisada por PCR
guantitativo (qPCR). Em nossa avaliacdo, ndo encontramos diferenca significativa
na expressdo de TGFBRII e MMP7 entre CCEO e amostras normais. N&o
observamos correlagcédo entre a expressao da MMP7 e os dados clinicopatolégicos
dos pacientes. No entanto, TGFBRII mostrou correlacgdo com metastase em
linfonodos regionais, nos pacientes CCE3 e CCE4. Além disso, TGFBRII apresentou
correlacao positiva com miR-181a, podendo estar associada ao papel de supresséao
tumoral que os dois exercem no CCEO. miR-214 apresentou correlacdo positiva
com miR-17 e miR-181c. Porém, estudos futuros serdo realizados, ampliando-se o
namero amostral para melhor caracterizagdo. Dessa forma, concluimos que a
correlacdo positiva do miR-181a com TGFBRII, demonstra a importancia da

regulacédo dessas via durante a carcinogénese oral.

Palavras-chave: Cancer oral, carcinogénese e microRNAs



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) corresponds to the most frequent histological
type in oral cavity and it possesses a high rate of incidence and mortality, as well as
of metastasis and recurrence. According to the International Agency for Research on
Cancer (IARC), oral cancer corresponds to the 16th most malignant tumor in the
world. In Brazil, according to the National Cancer Institute (INCA), oral cancer is the
5" most frequent in men and 12" in women, thus constituting a public health
problem. Among the factors associated with oral carcinogenesis are the deregulation
of TGF-B signaling pathway, changes in expression and levels of matrix
metalloproteinases (MMPs) and microRNAs (miRNAs). The miRNAs have been
described as important regulators of the mesenchymal epithelial transition (TEM), a
process associated with aggressiveness and metastasis of several tumors. The aim
of this study was to evaluate the expression of transforming growth factor beta-2
receptor (TGFBRII), MMP7 and its correlation with miRNAs 181a /b /c, 17 and 214.
For this purpose, we used 12 samples from patients with OSCC and 11 samples of
normal oral mucosa. Expression of TGFBRII and MMP7 was analyzed by
guantitative PCR (qPCR). In our evaluation, we found no significant difference in the
expression of TGFBRII and MMP7 between CCEO and normal samples. We also did
not observe a correlation between MMP7 expression and the patients' clinical and
pathological data. However, TGFBRII showed a correlation with metastasis in
regional lymph nodes in patients CCE3 and CCE4. In addition, TGFBRII showed a
positive correlation with miR-181a that may be associated with the role of tumor
suppression in the OSCC. miR-214 showed a positive correlation with miR-17 and
miR-181c. However, future studies will be carried out, expanding the sample number
for better characterization. Thus, we conclude that the positive correlation of miR-
181a with TGFBRII, demonstrates the importance of these pathways during oral

carcinogenesis.

Key-words: Oral cancer, carcinogenesis and microRNAs
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

O cancer, também denominado de neoplasia maligna, faz parte das Doencas
e Agravos N&o Transmissiveis (DANT) e corresponde a segunda maior causa de
morte no mundo (OPAS, 2018). No ano de 2018, foram responsaveis por 9,6
milhdes das mortes registradas nesse periodo. Dos 18 milhfes de novos casos no
ano de 2018, 52,3% corresponderam ao sexo masculino e 47,7% ao sexo feminino
(IARC, 2018). A neoplasia maligna €& caracterizada pela proliferacdo celular
descontrolada e desordenada, com perda de diferenciacédo celular e do mecanismo
de apoptose. Dessa forma, essas células possuem capacidade de invadir tecidos
vizinhos e de migrar para outros 6rgaos, levando ao processo denominado de
metastase (PEREZ-ORDONEZ et al., 2006). Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do céncer incluem tabagismo; etilismo; infeccdo viral; baixo
consumo de frutas e legumes; sedentarismo; e exposi¢cado a radiacdo (ISLAMI et al.,
2018).

1.2. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL

O carcinoma de células escamosas oral (CCEOQO) é o tipo histoldégico mais
frequente de cancer que acomete a cavidade oral, correspondendo a 90% dos casos
(BARASCH, 1998). De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) para o biénio 2018/2019, séo estimados 354.864 casos novos de cancer de
cavidade oral e orofaringe no mundo (IARC, 2018). No Brasil, as estimativas do
Instituto Nacional do Céancer (INCA) para o biénio 2018/2019 apontam para o
surgimento de 11.200 novos casos de cancer oral e orofaringe, sendo 7.700 dos
casos em homens e 3.500 em mulheres (INCA, 2018). O CCEO é considerado um
problema de saude publica no mundo inteiro, em virtude do impacto fisico e
psicossocial causado ao paciente, tanto pela doenga, quanto por seu tratamento,
gue envolve na maioria dos casos, cirurgias extensas e mutilantes. Tais fatores irdo
influenciar diretamente no progndéstico e na sobrevida do paciente (SHRIDHAR et
al., 2016).

O CCEO se desenvolve a partir de uma lesdo pré-maligna, como as
leucoplasias e eritroplasias, causadas pela exposicdo a agentes cancerigenos
(SHRIDHAR et al., 2016), que se desenvolvem, principalmente no assoalho bocal e



na lingua, mas podem acometer outros sitios anatdmicos, como palato duro,
trigonoretromolar, gengivas e mucosa labial (SHAH ; LYDIATT, 1995; AKANUMA et
al., 1999; SCULLY ; PORTER, 2000). A exposicdo a carcindgenos, como alcool,
tabaco e infeccdo pelo HPV, sdo os principais fatores etiolégicos do CCEO, que
levam a alteracdes genéticas e epigenéticas, responsaveis por transformar a lesao

pré-maligna no carcinoma in situ (SASAHIRA et al., 2014).

Apesar do avanco no diagnostico e no tratamento de diversos tipos de
cancer, ainda existe uma alta taxa de mortalidade e morbidade de individuos com
CCEO. Dessa forma, ha uma busca para identificar fatores com relevancia no
prognoéstico, com o objetivo de atender melhor as demandas de cada paciente.
Esses fatores podem estar relacionados com idade, consumo de tabaco e alcool,
atraso no diagnaostico, condi¢cdes socioecondmicas, comorbidades, sitio anatémico,
estagio da doenca, espessura do tumor, disseminacao extracapsular, diferenciacéo

histol6gica e marcadores moleculares (MASSANO et al., 2006).

A deteccao da lesdo com potencial de malignidade, quando feita em seu
estagio inicial, diminui tanto a taxa de morbidade, quanto a taxa de mortalidade de
pacientes portadores de CCEO. Contudo, a maioria dos casos de cancer oral sdo
detectados nos estagios mais avancados da doenca (SHRIDHAR et al. 2016), com
percentual de 82% para sobrevida de 5 anos em pacientes com doenca em estagio
inicial e 49% nos estagios mais avancados (GUERRA et al., 2005).

Atualmente, a grande barreira para o acompanhamento da progressao do
cancer oral é o fato de nédo existirem biomarcadores genéticos e epigenéticos que
auxiliem no diagndstico precoce da doenca, apesar do facil acesso a cavidade oral
para deteccdo de lesdes cancerizaveis. Dessa forma, a descoberta de novos
marcadores, para detecg¢ao precoce e para avaliacdo de respostas a terapias seréo
extremamente Uteis, com a finalidade de estabelecer tratamentos menos invasivos,
implicando em uma menor morbimortalidade e uma melhor qualidade de vida para

este paciente.



1.3. CARCINOGENESE ORAL

O cancer se desenvolve a partir de mutagbes no DNA, que desencadeiam
alteracbes genéticas e epigenéticas, resultando na inativagdo de genes supressores
tumorais ou ativacdo de proto-oncogenes, ou ambos (PEREZ-ORDONEZ et al.,
2006). Na carcinogénese oral, estudos tém demonstrado alteracbes genéticas
relacionadas a breakpoints em regiées cromoss6micas, a mutacdes na familia do
oncogene Ras e C-myc, além de alteracdes nos genes supressores de tumor p53 e
E-caderina (CALIFANO et al., 2000). Os principais eventos epigenéticos envolvidos
na carcinogénese oral, estdo associados a metilacdo do DNA, modificacdo de
histonas, remodelacédo dos nucleossomas e miRNAs (SARANATH et al., 1991; JIN
et al., 1990; ARGIRIS et al., 2008; NEMETH et al., 2019).

ApoOs a fase inicial da carcinogénese, para o tumor se desenvolver e alcancar
potencial de invasdo, cascatas moleculares associadas a proliferacdo celular,
apoptose, angiogénese e metastase, deverdo ser ativadas para garantir um
microambiente favoravel (ARGIRIS et al., 2008). Estudos tém demonstrado a
importancia da transicéo epitélio mesenquimal (TEM) na agressividade de diversos
tipos de cancer, como em osteossarcomas, gliomas e tumores de mama (ZHAO et
al., 2018; WANG et al., 2018; CANTINI et al., 2019).

1.4. TRANSICAO EPITELIO MESENQUIMAL

A TEM é um processo fisiolégico caracterizado pela transformacdo das
epiteliais em células mesenquimais (KALLURI ; WEINBERG, 2009). Ela é dividida
em trés tipos, com acdes biologicas distintas. A TEM tipo 1, ocorre durante o
desenvolvimento embrionério, especialmente associada a gastrulagdo (OHTA et al.,
2007; NAKAYA et al., 2008). Ja a TEM tipo 2, esta relacionada ao processo de
cicatrizacdo de feridas, reparo tecidual e fibrose de 6rgédos (KALLURI ; NEILSON,
2003). Enquanto o tipo 3, ocorre em células neoplasicas que sofreram alteragdes
genéticas e epigenéticas, favorecendo o desenvolvimento e metastase tumoral
(HEUBERGER ; BIRCHMEIER, 2010; RASOOL et al., 2017; VALD-NIELSEN et al.,
2019). As vias moleculares que estdo envolvidas neste processo incluem a perda de
adesdo célula-a-célula, reorganizacdo dos microfilamentos de actina, expressao de
metaloproteinases de matriz (MMPs) e alteracbes na expressdo de miRNAs
(KRISANAPRAKORNKIT ; IAMAROON, 2012).



Esse processo ja foi associado a via TGF-B, um ativador dos fatores de
transcricdo indutores da TEM (HELDIN et al., 2012). A via de TGF-B, também é
capaz de regular os niveis de MMPs, enzimas que degradam a matriz extracelular,
exercendo importante papel na invasdo e migracdo das ceélulas tumorais
(MOUSTAKAS ; HELDIN, 2016).

1.5. VIA DE TGF-B

Uma importante via relacionada com a homeostase das células epiteliais é a
via de TGF-B. A acao canbnica de TGF-B consiste na ligagdo de TGF-B aos seus
receptores de membrana especificos do tipo | (TGFBRI) e do tipo Il (TGFBRII) que
possuem atividade serina treonina-quinase (Figura 1) (FENG ; DERYNK, 2005). A
ligacdo ao TGFBRII leva a fosforilacdo de TGFBRI e consequentemente a ativacao
de proteinas denominadas de SMADs, que irdo se deslocar para o nucleo, e por sua

vez, regular a expressao de genes-alvo (FENG ; DERYNCK, 2005).

TGF-B € uma citocina regulatéria do processo inflamatério (GUO et al.,
2016). A desregulacdo desta via estd associada com o processo de inflamacdo,
migracdo e angiogénese (FERRARI et al., 2009). J& foi demonstrado em linhagens
de CCEO que a desregulacéo na via de TGF-B pode induzir a migragao e invasao
nestas ceélulas, por ativacdo do fendtipo TEM (QUAN et al., 2013). A perda de
expressdo de TGFBRII pode promover a metastase no carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (CCECP). A perda de TGFBRII observada por
imunohistoquimica foi correlacionada com a reducéo nos niveis de RNA mensageiro
de TGFBRII, sugerindo que esta perda de expressdo no CCECP poderia estar

ocorrendo em nivel pré-traducional (LU et al., 2006).
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Figura 1: Via de Sinalizacdo TGF-B. TGF-[ se liga ao seu receptor de membrana do tipo |l
que ativa e fosforila o receptor de membrana do tipo |. A sinalizacdo intracelular &
propagada pelas proteinas SMADs, SMAD2 e 3 sdo ativadas pelo receptor do tipo I, essas
duas proteinas formam um complexo com SMAD4 capaz de se deslocar para o nucleo da
célula e ativar a transcricdo génica (adaptado de My Cancer Genome, 2019).

As proteinas SMADs estdo séo os principais efetores da via de TGF- na
carcinogénese. O papel de SMAD3 é dual, apresentando tanto uma atividade
supressora, quanto oncogénica. Analises em cancer de mama demonstraram que a
ativacdo da SMAD2/3 pode regular tanto o processo carcinogénico quanto a
supressao tumoral, dependendo da fase do desenvolvimento tumoral (TIAN et al.,
2004). Uma avaliacdo dos membros da familia TGF-B em 20 lesbes orais
potencialmente malignas, como leucoplasia e fibrose submucosa, demonstrou uma
diminuicdo gradual na expressdo de SMAD2, SMAD4, TGFBRI e TGFBRII nos
tecidos normais, coletados de individuos saudaveis, para os tecidos malignos. E que
a proteina SMAD3 estava significativamente reduzida nos tecidos malignos. A
diminuicdo de TGFBRII foi associada com um pior indice de sobrevida (p=0.012)
(SIVADAS et al., 2015).



A via de TGF-B também foi descrita com importante na inducdo e ativacao
das MMPs, contribuindo para o processo de TEM (KANOAKA et al., 2018; KILARI et
al., 2018).

1.6. TGF-B e MMP7

As MMPs fazem parte de uma familia de enzimas zinco dependentes que
degradam os componentes da matriz extracelular e da membrana basal (CURRAN ;
MURRAY, 2000). As MMPs possuem papel importante em processos fisiologicos,
como: cicatrizacdo, angiogénese, morfogénese, remodelacdo 6ssea e comunicacao
celular (NAGASE et al., 2006).

Essas moléculas j4 foram associadas ao processo de invasdo e metastase
tumoral in vitro, em linhagens celulares de cancer de mama (COCKETT et al., 1998)
e em modelos animais, no cancer de figado e colorretal (KAWAMATA et al., 1995).
Em linhagem celular de cancer de mama, TGF- induziu a atividade da MMP9
(SUAREZ-CUERVO et al., 2004). Em linhagem celular de carcinoma de células
escamosas de pele, TGF-B aumentou os niveis de tanto de MMP1 quanto de
MMP13 (JOHNSSON et al.,2000). Em adicdo, em linhagens celulares de cancer de
préstata, a MMP1 promoveu a TEM ao ativar o TGF- extracelular e induziu também
a secrecdo de Wntba, fornecendo um sinal paracrino para as células tumorais
(NGUYEN et al., 2016).

A MMP7, também chamada de Matrilisina, desempenha um papel importante
na remodelacao tecidual, visto que, possui ampla atividade proteolitica e ativa outras
MMPs (MAKINEM et al., 2014). Essa molécula também possui hiperexpressdo em
diversos tipos de tumores. No carcinoma de es6fago, um estudo demonstrou que a
superexpressdo da MMP7 esta associada com recidivas e um pior prognostico
(YAMAMOTO et al., 1999). No céncer de pancreas, a MMP7 também se apresenta
superexpressa, sendo considerado um potencial indicador de progndéstico negativo
neste tumor (JONES et al., 2004). No CCEO, a MMP7 se encontra hiperexpressa e

estd associada com invasao e metastase (TAKAHARA et al., 2017).

No carcinoma hepatocelular foi descrita uma correlagéo entre a via de TGF-3
e MMP7 (ZENG et al.,, 2016). A secrecdo de TGF-f1 aumentou a atividade da
MMP7 e induziu a expressao de Syndecan-1, estabelecendo um loop autécrino
entre MMP7, Syndecan-1 e TGF-B1, induzindo a TEM nas células tumorais (ZENG



et al.,, 2016). Outra molécula que regula a expressdao da MMP7 é a Sirtuinal
(SIRT1), que atua diminuindo os niveis da proteina SMAD4, um transdutor da via de
TGF-B. No CCEO, foi evidenciado que o tratamento das células tumorais com TGF-
B1 aumentou a expressao da proteina SMAD4 e da MMP7, resultando na diminuicdo
da SIRT1 (CHEN et al., 2014).

A MMP7 também esta sujeita a regulacédo epigenética, especialmente pelos
miRNAs. Essa correlacdo ja foi descrita no céncer gastrico por infeccdo pela
Helicobacter pilori, em que os miRNAs miR-128 e miR-146a diminuiram a expressao
da MMP3 e da MMP7 (YANG et al., 2018). A MMP7 também demonstrou ser um
alvo do miR-143 no cancer colorretal, inibindo a proliferacdo das células tumorais
(YU et al., 2017). Enquanto, no cancer hepatocelular, o miR-489 inibiu a expresséao
da MMP7, e consequentemente diminuiu a migracao e invasao desse tumor (LIN et
al., 2017).

1.7. miRNAs

Os miRNAs fazem parte de um grupo de RNAs ndo codificantes que
possuem funcdes regulatorias (AMBROS, 2004). Essas moléculas variam de 18 a
22 nucleotideos e regulam a expressdao génica ao se parearem ao seu RNA
mensageiro alvo, induzindo a clivagem e/ou repressdo transcricional (BARTEL,
2004). Os miRNAs possuem importante papel em diversos processos celulares
como proliferacao, diferenciacdo, imunidade, apoptose e carcinogénese (COWLAND
et al., 2007).

A biogénese do miRNA se inicia com a sua transcricdo no nudcleo celular
pela polimerase I, majoritariamente, e o posterior processo de clivagem do miRNA
priméario (pri-miRNA) pelo complexo Drosha, que gera o miRNA precursor (pré-
mMiRNA), estrutura em forma de hairpin (Figura 2). O pré-miRNA é transportado para
o citoplasma através da Ran-GTPase exportina-5. No citoplasma o pré-miRNA é
clivado pelo complexo formado pela enzima Dicer, dando origem a uma dupla fita
com aproximadamente 22 nucleotideos. Uma das fitas origina o miRNA maduro, que
€ incorporado ao complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC, do inglés RNA-
induced silencing complex), que apresenta como um dos seus componentes a
proteina Argonauta (AGO)(BARTEL, 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED et al.,
2017).



O mecanismo de acdo dos miRNAs esta relacionado com o grau de
complementaridade das fitas de RNAm alvo e o miRNA. Quando o grau de
complementaridade for préximo de 100%, o mecanismo utilizado é a degradagéo do
RNAm através da via dos RNAs de interferéncia (siRNA), via utilizada pelo Reino
Plantae. Porém, quando o grau de complementaridade é imperfeito, 0 mecanismo
de acédo é a repressao transcricional do mRNA usado nos metazoarios (NAVEED et
al., 2017).

Uma vez que a complementaridade das fitas de RNAmM alvo e do miRNA nao
€ total na maioria das células eucariotas, um mesmo miRNA pode regular diferentes
MRNA. Dessa forma, estima-se que essas moléculas sejam responsaveis por
regular 30% dos genes que codificam proteinas (LEWIS et al., 2005). Isso faz com
gue os miRNAs sejam classificados como os reguladores de genes mais abundante
no organismo (SASSEN et al., 2008).

A alteragcdo no perfil de expressdo dos miRNAs esta associada a diversas
doencas, dentre elas o cancer (LIN ; GREGORY, 2015). No desenvolvimento das
neoplasias malignas, os miRNAs podem assumir funcdo de supressao tumoral, no
combate as células tumorais, ou de oncogenes, favorecendo o desenvolvimento do
cancer. Os estudos relacionando os miRNAs e o cancer sao feitos comparando o
perfil de expressdo dessas moléculas em células tumorais, e células
normais.Basicamente, possuem funcdo oncogénica, quando regulam proteinas
supressoras tumorais, e funcdo supressora, quando inativam possiveis proteinas
oncogénicas (ZHANG et al., 2007).
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Figura 2: Biogénese dos miRNAs. O pri-miRNA é transcrito no nicleo da célula e
posteriormente clivado pelo complexo Drosha que da origem ao pré-miRNA. O pré-miRNA é
transportado para o citoplasma da célula e em seguida € clivado pela Dicer dando origem a
uma dupla fita com aproximadamente 22 nucleotideos. O miRNA maduro é anexado ao
complexo RISC, e a outra fita é degrada (adaptado de LIN ; GREGORY,2015).

A interagéo entre a via de TGF-B e os miRNAs tem sido investigada. Nesse
contexto, foi descrito o importante papel das SMADs no processamento dos miRNAs
no nucleo das células epiteliais de pulmdo (WARNER et al., 2004; DAVIS ; HATA,
2009). Dentre os miRNAs regulados por TGF- estdo miR-181a/b/c (WANG et al.,
2010; CARRELLA et al., 2015). Estudos em linhagens celulares tumorais revelaram
gue a via TGF-B aumenta a expressao do miR-181a e promove metdstase no cancer
de mama (TAYLOR et al., 2013). No cancer de estdmago, TGF-B aumenta a
expressdo de miR-181b induzindo o processo de metastase (ZHOU et al., 2016).
Por sua vez, o miR-181c foi associado a via TGF-f em células-tronco e células
embrionarias de camundongos (REDSHAW et al., 2013). Entretanto, dados de
bioinforméatica e estudos in vivo, demonstraram que miR-18la/b também sé&o
capazes de regular a via de TGF-B, tendo como alvos TGFBRI, TGFBRIl e SMAD3
(CHEN et al., 2018).
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Outro importante miRNA, o miR-17-5p, também foi descrito como um
regulador da via de TGF-B diminuindo a expressdo de TGFBRIlI em linhagens de
cancer de pulméo, atuando como supressor tumoral (LI et al., 2017). No céancer
cervical, miR-17 atua como um oncogene, ao promover a proliferacdo das células
tumorais e metastase inibindo TGFBRII (CAl et al.,, 2018). Um estudo do
desenvolvimento dentério de murinos revelou que a inibicdo do miR-214 também foi
capaz de controlar niveis de TGF-f1, mostrando haver uma correlagdo entre os dois
(KHAN et al., 2013).

1.7.1. miR-181a/b/c

O miR-181a, 181b e 181c fazem parte da familia miR-181, que é composta
por seis diferentes genes (miR-181al, miR-181a2, miR-181b1, miR181b2, miR-181c
e miR-181d) que dao origem a quatro sequéncias maduras (miR-181a, miR-181b,
miR-181c e miR-181d) (JI et al., 2009). A familia miR-181, segundo CHEN e
colaboradores (2004), possui importante papel na regulagcdo da resposta imune e
possuem importante funcdo na miogénese (NAGUIBNEVA et al., 2006).

O miR-181la é altamente expresso no timo, e sua expressao leva ao
aumento/enriquecimento de células CD4+ e CD8+. Isso indica que esse miRNA
contribui para o desenvolvimento de células T, ou seja, controla a resposta imune
adaptativa (PEDERSEN ; DAVID, 2008). No cancer, este miRNA pode se apresentar
como um supressor tumoral ou um oncogene. Em gliomas, tanto miR-181a como
miR-181b, atuam como supressores tumorais (SHI et al. 2008). Neste modelo,
células transfectadas com mimico de miR-181a foram submetidas a altas doses de
radiacdo, e uma maior foi sensibilidade a radioterapia foi observada (CHEN et al.,
2010). No cancer de mama, miR-18la atua como um oncogene, é regulado
positivamente por TGF- e esta associado ao potencial metastatico nesse tipo de
tumor (TAYLOR et al., 2013). Todavia, no CCEO, atua como supressor tumoral
através da inibicdo de k-ras (SHIN et al., 2011).

O miR-181b atua como supressor tumoral no céncer colorretal e em
malignidades hematopoiéticas, como a leucemia mieldide aguda (ZHAO et al., 2016,
Ll et al., 2012). Apesar de ser considerado um supressor em diversos tipos tumorais,
foi descrito hiperexpresso no carcinoma papilar de tireéide (LI et al., 2014). Também

€ apontado como bom biomarcador no CCEO, visto que sua hiperexpressao esta
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associada a progressao de leucoplasias para o CCEO invasivo atuando como um
oncogene nesse tipo de tumor (CERVIGNE et al., 2009).

O miR-181c ja foi descrito como um importante regulador em diversos tipos
tumores. No cancer de mama, esse miIRNA promove a proliferacdo das células
tumorais ao inibir a fosfatase homdloga a tensina (PTEN, do inglés phosphatase and
tensin homolog), um gene supressor tumoral com funcbes reguladoras no
crescimento e sobrevivéncia celular (ZHANG et al., 2015). No cancer de ovario, ele
atua como um supressor tumoral inibindo a proliferacdo, migracdo e metastase das
células tumorais, ao diminuir os niveis de PRKCD, proteina importante na regulacao
da apoptose (YAO et al.,, 2015). O miR-181c também atua como um supressor
tumoral no glioblastoma ao regular negativamente o gene Notch2 e dessa forma,
diminui a capacidade de proliferacdo, invasdao e auto-renovacdo das células
tumorais (RUAN et al., 2015). Outro estudo demonstrou que o miR-181c, no
glioblastoma, inibe a TEM regulando negativamente os componentes da via TGF-
(HE et al., 2016). No CCEO, foi observado por Wong e colaboradores, (2008) a
hiperexpressao desse miRNA. Contudo, ainda h& poucos estudos correlacionando o

miR-181c em tecidos tumorais de CCEO.

Dados recentes do nosso grupo, demonstram que o miR-181a e o miR-181b
apresentaram hiperexpressao nas amostras de CCEO (Figura 3a e 3b) comparados
com amostras de mucosa oral saudavel. Entretanto, miR181c (Figura 3c) néo

apresentou diferenca significativa entre os dois grupos (MACHADO et al., 2016).

)
o
0

100 100+ 100+

-
o
1

miR-181c
_|

-
L

Quantificagdo Relativa
miR-181a
o -
s s e
. *
Quantificagao Relativa
miR-181b
> 3
*
Quantificagao Relativa

=

00— ccEo 0.1 0.1
orma Normal CCEO Normal CCEO

Figura 3: Aumento de miR-181a/b em CCEO. (a) Avaliacdo de miR-181a; (b) miR-181b e
(c) miR-181c nas amostras de CCEO comparadas com as amostras normais. Observa-se
um aumento do miR-181a e miR-181b nos pacientes portadores de CCEO. Amostras de
mucosa oral saudavel foram utilizadas como comparacdo para o calculo da expressao
relativa (Modificado da Dissertacéo de Mestrado de Ana Beatriz Machado Lima, 2017).
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1.7.2 miR-17

O miR-17 faz parte do cluster miR-17-92, que est4 localizado no
cromossomo 13 e origina sete miRNAs diferentes: miR-17-5p, miR-17-3p, miR-20a,
miR-18a, miR-19a, miR-19b e miR-92a. Estudos demonstraram expressao elevada
de miR-17-5p em células-tronco embrionaria de camundongos, o que indica seu
importante papel no desenvolvimento embrionario (THOMSON et al., 2004). Esse
mMiRNA também est4d superexpresso em diversos tipos de céancer, de mama
(HESARI et al., 2018), gastrico (LU et al., 2007) e de pancreas (ZHU et al., 2018).
No CCEO, o miR-17 atua como supressor tumoral, visto que sua expressao é
diminuida em linhagens agressivas de CCEO e sua expressdo € inversamente

proporcional a migracéo celular desse tumor (CHANG et al., 2013).

Dados recentes do nosso grupo, demonstram que o miR-17 apresentou
hiperexpressao nas amostras de CCEO comparados com amostras de mucosa oral
saudavel (MORELI et al., 2019) (Figura 4a).
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Figura 4: Aumento de miR-17 em CCEO. (a) Avaliacdo de miR-17 e (b) miR-214 nas
amostras de CCEO comparadas com as amostras normais. Observou-se aumento do miR-
17 nas amostras de pacientes portadores de CCEO. Amostras de mucosa oral saudavel
foram utilizadas como comparacao para o célculo da expresséo relativa (Modificado da Tese
de Doutorado de Andrea Moreli, 2019).

1.7.3 miR-214

O miR-214 esta localizado na regido cromossomal 1g24.3, no intron 14 do
gene Dynamin-3 (DNM3). Esse gene origina trés diferentes miRNAs: miR-214, miR-
199a e miR-199a* (WATANABE et al., 2008).Porém, foi descoberto que esse gene
codifica uma outra sequéncia de miRNA no sentido reverso, o miR-3120 (SCOTT et
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al., 2012). O miR-214 exerce importante papel na diferenciacdo e morfogénese
muscular (FLYN et al., 2007), esquelética (WATANABE et al., 2008), do sistema
nervoso (CHEN et al., 2010) e do pancreas (JOGLEKAR et al., 2007).

Esse mIRNA esta relacionado a diversos tipos de cancer. No cancer
colorretal atua como um supressor tumoral, inibindo a proliferacdo, migracdo e o
processo de TEM (SUN et al., 2018). No melanoma maligno atua como oncogene e
esta associado as variantes mais agressivas da doenca, uma vez que sua
expressdo esté relacionada a metastase (PENNA et al., 2011). No CCEO, miR-214
esta superexpresso e atua como um oncogene inibindo o membro 5 do dominio de

associacao da familia RAS (RASSF5), um supressor tumoral(LI et al., 2017).

Dados recentes do nosso grupo, acentuam a importancia deste miRNA
durante o processo de carcinogénese oral. Embora o miR-214 ndo tenha
apresentado diferenca significativa entre as amostras de CCEO quando comparados
com amostras de mucosa oral saudavel (Figura 4b), ele estava significativamente
elevado nos pacientes etilistas (MORELI et al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer oral e de orofaringe ocupam a 16° posi¢do entre as neoplasias
malignas mais frequentes no mundo, com estimativa para o biénio 2018/2019 de
354.864 casos novos; sendo deste total 246.420 homens e 108.444 mulheres
(IARC, 2018). No Brasil, essa neoplasia ocupa a 12° posicdo entre todos os
canceres, e constitui o quarto tipo de cancer mais frequente em homens na Regido
Sudeste (INCA, 2018).

Apesar dos avancos observados nas pesquisas no campo das terapias para
o tratamento do cancer (cirurgia, radioterapia e quimioterapia), da natureza
agressiva e invasiva do CCEO, e ainda, em virtude da dificuldade no diagndstico
diferencial entre esta doenca e outras lesbes bucais, as taxas de mortalidade para o
CCEO ainda se mantém elevadas (INCA, 2018; IARC, 2018). Além disso, a cirurgia,
considerada o tratamento padrédo-ouro do CCEO, é na maioria das vezes extensa e
mutilante, afetando a qualidade de vida do paciente. Para isto, a identificacdo de
marcadores moleculares que permitam um diagndstico precoce, e também o
desenvolvimento de terapias mais conservadoras, podera contribuir para a melhora

no prognaostico e na sobrevida destes pacientes.

Estudos em diversos tipos de cancer vém revelando a importancia dos
mMiRNAs na progressédo e invasédo do cancer, dentre eles miR-181a/b/c, miR-17 e
miR-214 (SHIN et al., 2011; CHANG et al., 2013; LI et al., 2017). Além disso, esses
miRNAs também foram associados com a via TGF- e com as MMPs cuja
desregulagéo ja foi descrita em muitos tumores (LI et al., 2019; tUKASZEWICZ-
ZAJAC et al., 2019).

Portanto, uma melhor compreensdo sobre vias moleculares envolvidas na
carcinogénese oral, e principalmente sobre a conexdo existente entre a via de TGF-
B1, MMPs e os miRNAs se faz importante para auxiliar na identificacdo de novos
alvos diagnadsticos e terapéuticos, bem como avaliar a prognose dos portadores de
CCEO.
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3. OBJETIVO
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressédo e dos genes TGFBRIl e MMP7 no cancer oral e sua correlacao
com os miRNAs: miR-181a/b/c, miR-17 e miR-214.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenhar os primers para os genes TGFBRII e MMP?7 utilizando a ferramenta

Gene Runner para andlises por qPCR;

e Padronizar os primers de TGFBRIl e MMP7 e otimizar as reacdes para as
analises para gPCR,;

e Avaliar a expressédo de TGFBRIl e MMP7 em linhagens e amostras de CCEO
por gPCR,;

e Correlacionar os resultados da expressao de TGFBRIl e MMP7 com miR-
181a/b/c, miR-17 e miR-214, com os dados clinico patolégicos dos pacientes,

ja obtidos pelo nosso grupo.
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4. METODOLOGIA
4.1 Casuistica

Este estudo foi realizado utilizando amostras de pacientes que buscaram
atendimento na Clinica de Estomatologia e na Clinica de Periodontia do Curso de
Odontologia da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO, Duque de Caxias-RJ,
Brasil) no periodo de (2015 a 2018). A amostra foi composta por 23 pacientes,
sendo 12 pacientes com CCEO e 11 pacientes com mucosa oral normal. Contudo,
das 12 amostras de CCEO, somente 8 amplificaram MMP7 e TGFBRII, e das 11
amostras de mucosa oral normal, apenas 9 amplificaram MMP7 e 7 amplificaram
TGFBRII. Os pacientes portadores de CCEO foram recrutados de acordo com a
demanda da clinica, e foram avaliados inicialmente através de anamnese e exame
fisico para a coleta dos dados clinicopatologicos e posteriormente submetidos ao
procedimento de bidpsia incisional com finalidade diagnostica. Durante a biopsia
diagndstica foram coletados dois fragmentos de tecido. Um fragmento foi
armazenado em formol a 10% e destinado as analises histopatolégicas no
laboratorio de Patologia Oral da Universidade Federal Fluminense (UFF Niter6i-RJ,
Brasil). O segundo fragmento coletado foi acondicionado em um criotubo contendo
RNA Later e armazenado a —80 °C para andlises moleculares. Foram também
coletadas amostras de mucosa oral normal, provenientes de pacientes da Clinica de
Periodontia, submetidos a cirurgias periodontais, ou cirurgias pré-implantares,

seguindo protocolo de coleta semelhante ao das amostras de CCEO.

Neste estudo foram incluidos somente o0s pacientes com confirmacao
histopatoldgica de CCEO, CCEOs primarios, pacientes que néo sofreram tratamento
prévio de cancer (cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia). Nao puderam participar
deste estudo os pacientes portadores de recidivas de cancer oral ou outro tipo
histol6gico de cancer, pacientes que ja haviam sido tratados anteriormente por
cancer, ou outro tipo histolégico de cancer de cavidade oral. A utilizacdo das
amostras foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO (n° do
parecer: 1.753.202). Os dados da populagdo foram levantados através da Ficha
Clinica e o termo de consentimento pos-informado para utilizacdo das amostras

foram devidamente assinados por todos os pacientes.

A populacéo de pacientes portadora de CCEO foi constituida em sua maioria

por individuos do sexo masculino, com idade superior aos 60 anos, brancos, sendo
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41,66% tabagistas e 66,66% de etilistas. O tipo histolégico CCEO moderadamente

diferenciado foi o0 mais comumente observado (Tabela 1):

Tabela 1: Caracteristicas demogréaficas e presenca de habitos viciosos em pacientes

portadores de CCEO

Variaveis Grupos Total (n=12) %
Sexo Feminino 4 33,34
Masculino 8 66,66
Idade > 60 anos 11 91,66
< 60 anos 1 8,34
Lingua 7 58,33
Localizacao Assoalhobucal 2 16,67
Outros 3 25
Tabagismo Sim 8 ljoe
9 N&o 7 58,34
Etilismo Sim & 66,66
Nao 4 33,34
Bem diferenciado 1 8,33
Grau de Mogleradarnente 10 83.34
. SR . . diferenciado
diferenciacaohistolégica POUCO
1 8,33

diferenciado

4.2. Extracao de RNA das amostras

A extracdo dos RNAs das amostras de CCEO e de tecido normal foi

realizada pelo método do Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltan, MA, EUA),

segundo recomendacgdes do fabricante. Resumidamente, foram adicionados 800 pL

de Trizol as amostras e em seguida estas foram incubadas com 1,0 yL (20 ug) de

glicogénio por 5 min a temperatura ambiente. Apés esta incubacéo adicionou-se 160

ML de cloroférmio, e em seguida centrifugagado por 5 min para separar as fases. A

fase superior foi transferida para um novo tubo e os RNAs foram precipitados pela

adicdo de 0,7 volumes de isopropanol gelado, com incubacéo a -20 °C overnight.
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Apos este periodo, os tubos foram centrifugados por 30 min a 4 °C a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500ul de etanol 70%. O pellet foi
seco (30 min a temperatura ambiente) e dissolvido em 15 pl de agua livre de RNAse.
Apés esta extracdo, todos o0s RNAs obtidos foram quantificados no

espectrofotometro Denovix DS-11 (Wilmington, DE, USA).
4.3. Cultura de células

Foi utilizada neste estudo uma linhagem tumoral derivada de CCEO de
lingua (SCC-9) e uma linhagem de queratindcitos normais (HaCaT), provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC -www.atcc.org). Estas linhagens foram
cultivadas em meio DMEN/F12 (Gibco-Thermo Fisher Scientific - Waltham,
Massachusetts, E.U.A.), a 10% de soro fetal bovino, hidrocortisona (400 ng/mL), a
37°C, 5% de CO2 em presenca de antibidticos e antimicoticos. Apos este periodo, 0
RNA destas células foi extraido, confeccionados os cDNAs e posteriormente foi

realizada a avaliacdo da expressao dos genes e dos miRNAs por gPCR.
4.4. Desenho dos Primers

Para as analises da expressdo de TGFBRIl e MMP-7 foram desenha dos
primers utilizando as ferramentas in silicoNucleotide (NCBI), University of California
Santa Cruz (UCSC) Genome Browser e Gene runner. O gene GAPDH foi utilizado

como normalizador da reagéao de qPCR.
4.5. Confeccado dos cDNAs para TGFBRII/MMP7

Para a confecgdo das moléculas de cDNAs, cerca de 2,0 ug de RNA total
foram submetidos a acdo da enzima SuperScript Il (Thermo fisher Scientific)
conforme as condi¢bes fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, ao RNA foi
adicionado 1 uL de primer OligodT (500 pyg/mL), 1 uyL de dNTPs (10 mM) e agua
DEPC suficiente para 13 pL. Essa mistura foi incubada a 65 °C durante 5 min. Em
seguida, adicionou-se 4 pL de 5 X First Strand Buffer, 1 yL de DTT (0,1 M), 1 pL de
RNAse out (40 U/mL) e 1 uL de da enzima SuperScript Il (200 U/uL) perfazendo um
volume final de reagao de 20 uL. A reacéo foi incubada a 50°C por 1 hora e depois
inativada através de incubacdo a 70 °C por 15 min. Terminada a reacdo, o produto
da sintese foi diluido 10 X pela adicdo de 180 pL de agua livre de RNAse.
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4.6. Analise por gPCR

Para a avaliacdo da expressdo de TGFBRII/MMP7 o sistema Sybr Green.
As reacdes em triplicata, em presenca de um controle negativo com volume total 20
ML para cada reagdo e o método da expressao relativa 2AACd

QuantStudio 7 (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA).

, ho aparelho

4.7. Andlise Estatistica

Os registros das informacdes referentes aos dados demogréficos, clinicos, e
histopatoldgicos foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha
do Microsoft Excel. As analises estatisticas serdo realizadas utilizando-se o
programa estatistico para computador SPSS version 22.0. A analise entre da
expressdo dos miRNAs, dos genes alvo, bem como, a associacdo com os dados
clinicopatoldgicos coletadas serdo realizados utilizando o teste estatistico Mann-
Whitney, Kruskal Wallis e a correlacdo de Spearman. Sera considerado o nivel de

significancia para valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Analise de MMP7 e TGFBRII

Foram desenhadas as sequéncias dos primers para MMP7, TGFBRII e o
normalizador GAPDH. As sequéncias destes primers e seus respectivos produtos

estao descritos no Quadro 1.

Quadro 1: Sequéncias de primers para avaliacdo da expressao dos genes do estudo por
gPCR

NCBI Nome Sequéncias Tm* Produto

F:5TGCTGTGTGCCTGCTGCC 3’ 56.0

NM_002423 MMP7 91pb
R:5GTCCTGAGCCTGTTCCCACTGTA 3 56.6

F:5’ATGGCTCTGGTGCTCTGGGAA 3’ 57.9
NM_001024847.2 TGFBR2 186pb

R:5CTGGATGCCCTGGTGGTTGAG 3’ 58.5

F:5’AAATCCCATCACCATCTTCCAGG3’  57.5
NM_002046.5 GAPDH 130pb

R:5’CCCCTGCAAATGAGCCCC3 57

*Temperatura de melting; ® produto

Apbs a sintese dos primers iniciou-se a padronizagdo de MMP7 e TGFBRII
e GAPDH nas concentragdes de 50nM, 300nM e 900nM. Para isto, foram utilizadas
amostras de pacientes normais e de CCEO. Além disso, usamos uma linhagem de
gueratinécitos humanos (Hacat) e uma linhagem de carcinoma de CCEO, SCC9. Os
resultados obtidos da PCR em tempo real, demonstraram que a concentracdo de
300nM apresentava uma melhor amplificacdo(Figura 5) e especificidade, pela curva

de dissociacao dos primers (Figura 6) das amostras do estudo.
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Figura 5: Amplificagao de MMP7, TGFBR2 e GAPDH. (a) Curva de amplificagdo do
primer GAPDH na amostra de CCE22; (b) Curva de amplificacdo do primer MMP7 na
amostra CCE22 e (c) Curva de amplificacdo do primer TGFBRII na amostra CCE22. A
concentracdo de 300nM mostrou boa amplificacdo para MMP7, GAPDH e TGFBRII.
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Figura 6: Curva de melting de MMP7, TGFBR2 e GAPDH. (a) Curva de melting do
primer TGFBRII na amostra de SCC9 a300nM; (b) Curva de melting do primer GAPDH na
amostra Hacat a 300nM; e (c) Curva de melting do primer MMP7 na amostra CCE4 a
300nM; Nao houve amplificacdo de material indesejado com os primers TGFBRII, GAPDH e
MMP7 a 300nM.

Inicialmente foram realizadas as analises de MMP7 e TGFBRII nas amostras
de CCEO comparadas com amostras de pacientes normais. Entretanto, das 11
amostras de mucosa oral saudavel, somente 9 amplificaram o gene MMP7, e 7
amplificaram TGFBRII. Quanto as amostras de CCEO, do total de 12 amostras,
somente 8 amplificaram MMP7, e 8 TGFBRII.

Nestas analises, observamos hiperexpressdo de MMP7 (Figura 7a) em
44,4% (4 amostras de 9) das amostras normais e 37,5% (3 amostras de 8) das
amostras de CCEO. Ja a hipoexpressdo de MMP7, foi encontrada em 22,2% (2
amostras de 9) das amostras normais, e em 37,5% (3 amostras de 8) das amostras
de CCEO. TGFBRII apresentou-se hiperexpresso em 42,85% (3 amostras de 7) das
amostras normais e 25% (2 amostras de 8) nas amostras de CCEO (Figura 7b). A

hipoexpressédo de TGFBRII foi observada em 28,5% (2 amostras de 7) das amostras
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normais e 62,5% (4 amostras de 8) das amostras tumorais. Entretanto, de forma
geral, ndo encontramos diferengas significativas entre a mucosa oral normal e os
CCEO (Figura 7). Contudo, na analise de Spearman encontramos uma tendéncia

de correlacao inversa entre a expressao de TGFBRIl e MMP7 (r= - 0,600 e p= 0,08).
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Figura 7: Analise de MMP7 e TGFBRII nas amostras normais e de CCEO. (a)
Avaliagdo de MMP7 e de (b) TGFBRII nas amostras de CCEO comparadas com as
amostras normais. As reagfes foram feitas em triplicata. GAPDH foi utilizado como
normalizador da reacdo. Nao foram observadas diferencas significativas entre a expressao
de MMP7 e TGFBRII entre o grupo normal e o CCEO.

5.2. Dados demogréaficos e clinicopatolégicos dos pacientes portadores de
CCEO

Ao compararmos a expressdao da MMP7 e de TGFBRII com os dados
clinicopatologicos, dos pacientes observamos associacdo (p= 0,046) entre a
presenca de metastase nos linfonodos regionais e a expressdao de TGFBRIIL.
Entretanto, ndo houve associacdo da expressdo dos genes alvos com 0S outros

dados clinicopatoldgicos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Dados demogréficos e clinicopatoldgicos dos pacientes portadores de CCEO que foram avaliados molecular e histopatologicamente

Amostra |Localizag&o Tabaco| Alcool |Género (Igr?g:) DLfiirt%rllg;?gio S(%béﬁ\éisd)a LinfoJr:odos TGFBRIl | MMP7 rlnélRe; Téle rlnéch; m1|7R rglllz-
CCE2 AB S S M 73 MD n.i # 0,39 0,07 |1,26 # 3,08 0,18 0,59
CCEs3 L-CO N N M 69 MD vV S 3,82 # 0,60 | 0,68 |0,61 0,85 0,30
CCE4 L-CO N S F 81 BD "\ S 9,41 0,03 0,09 # 0,68 1,69 (22,01
CCE7 AB N S M 81 PD ++ # 0,04 0,01 1,33 | 0,38 | 2,11 |244,57 | 4,83
CCE12 L-CO S S M 58 MD vV # # 0,96 0,55 | 0,56 |0,56 0,14 0,32
CCE14 L-CO N N F 86 MD ++ # 0,39 # 0,34 (11,06 |0,73 0,71 0,15
CCE15 FV N N M 74 MD n.i # 0,17 1,86 0,16 # 0,21 0,37 0,11
CCEl6 L-CO S S M 62 MD w # # 4,43 3,3 | 161 1,05 3,00 5,02
CCE17 L-CO S S M 84 MD n.i. # 0,26 # 0,68 | 0,57 |2,47 1,22 0,26
CCE20 L-CO N S M 70 MD n.i # # 2,57 2,84 | 1,64 8,3 1,79 2,00
CCE22 FV N N F 67 MD n.i # 1,46 # 19 2,02 0,59 3,43 0,14
CCE23 RA S S F 75 MD \\Y% # # 2,65 0,43 | 0,81 0,57 1,2 0,33

Legenda: CCE, paciente portador de CCEO;Localiza¢des: L-CO, lingua-cavidade oral; AB, assoalho de boca; ORO, orofaringe; FV, fundo de vestibulo; GEN,
gengiva; RA, rebordo alveolar. Diferenciagdo: BD, bem-diferenciado; MD, moderadamenediferenciado; PD, pouco diferenciado. Sobrevida: vv =vivo, ++

falecido,

n.i.

=nao

In
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5.3. Comparacéao da expressédo de miR-181a/b/c com MMP7 e TGFBRII

Em seguida, avaliamos a expressdo dos miR-18la/b/c juntamente com a
expressdo dos genes alvos (Figura 8 e 9). Ao comparar a expressado de miR-181a
com MMP7 (Figura 8), observamos expressao diretamente proporcional em 55,6%
(5 amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras de
CCEO. Contudo, encontramos expressao inversamente proporcional em 44,4% (4
amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras de
CCEO. Para miR-181b, houve expressao diretamente proporcional em 55,6% (5
amostras de 9) das amostras normais e 80% (4 amostras de 5) das amostras de
CCEO. Por outro lado, notamos expressao inversamente proporcional em 44,4% (4
amostras de 9) das amostras normais e 20% (1 amostra de 5) das amostras de
CCEO. Quanto ao miR-181c, encontramos expresséo diretamente proporcional em
55,6% (5 amostras de 9) das amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das
amostras de CCEO. No entanto, observamos expressao inversamente proporcional
em 44,4% (4 amostras de 9) das amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das

amostras tumorais.
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Figura 8: Comparacéao entre miR-181a/b/c e MMP7, em amostras de CCEO e de
mucosa oral saudavel. As reacdes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como
normalizador da reacdo. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como
comparagcdo para o calculo da expressdo relativa. A maioria das amostras apresentou
expressao diretamente proporcional entre MMP7 e miR-181a/b/c.
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Na analise da correlacdo dos miR-18la com TGFBRII (Figura 9),
encontramos expresséo diretamente proporcional em 71,4% (5 amostras de 7) das
amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das amostras de CCEO.Por outro
lado, observamos expressao inversamente proporcional em 28,6% (2 amostras de
7) das amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das amostras de carcinoma.
Entretanto, na andlise de Spearman encontramos correlacdo positiva moderada
entre a expressao de TGFBRII e o miR-181a (r=0, 629, p=0,012).

Para o miR-181b, houve expressdo diretamente proporcional em 42,8% (3
amostras de 7) das amostras normais e em 60% (3 amostras de 5) das amostras de
CCEO. No entanto, notamos expressao inversamente proporcional em 57,2% (4
amostras de 7) das amostras normais e 40% (2 amostras de 5) das amostras
tumorais. Quanto ao miR-181c, encontramos expressdo diretamente proporcional
em 42,8% (3 amostras de 7) das amostras normais e 25% (2 amostras de 8) em
amostras de CCEO. Contudo, observamos expresséo inversamente proporcional em
57,2% (4 amostras de 7) das amostras normais e 75% (6 amostras de 8) nas

amostras tumorais.
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Figura 9: Comparacdo entre miR-181a/b/c e TGFBRII, em amostras de CCEO e
de mucosa oral saudavel. As reacdes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado
como normalizador da rea¢do. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como
comparacdo para o0 calculo da expresséo relativa. A maioria das amostras apresentou
expressao diretamente proporcional entre TGFBRII e miR-181a/b. Contudo, com rela¢do ao
miR-181c e TGFBRII, a maioria das amostras apresentou expressao inversamente
proporcional.

5.4. Comparacéao da expressdo de miR-17 e miR-214 com MMP7 e TGFBRII

Posteriormente, comparamos a expressao dos miR-17 e miR-214e os genes
alvos (Figura 10,11). Ao comparar a expressao do miR-17 com a MMP7 (Figura
10), observamos expresséao diretamente proporcional em 50% (4 amostras de 8) das
amostras normais e em 62,5% (5 amostras de 8) das amostras de CCEO. No
entanto, notamos expressao inversamente proporcional em 50% (4 amostras de 8)
das amostras normais e em 37,5% (3 amostras de 8) das amostras de carcinoma.
Ja 0 miR-214, apresentou-se com expressao diretamente proporcional em 50% (4
amostras de 8) das amostras normais e nas amostras de CCEO. Contudo,
observamos expressao inversamente proporcional em 50% (5 amostras de 10) das

amostras normais e tumorais.
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Figura 10: Comparacdo entre miR-17, miR-214 com MMP7, em amostras de
CCEO e de mucosa oral saudavel. As reagdes foram feitas em triplicata. RNU48 foi
utilizado como normalizador da reacdo. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas
como comparagao para o célculo da expressao relativa. A maioria das amostras apresentou
expressao diretamente proporcional entre TGFBRII e miR-7 e miR-214.

Na analise da correlagdo dos miR-17 com TGFBRII (Figura 11), encontramos
expressdo diretamente proporcional em 42,8% (3 amostras de 7) das amostras
normais e em 62,5% (5 amostras de 8) das amostras de CCEO. No entanto,
notamos expressao inversamente proporcional em 57,2% (4 amostras de 7) das
amostras normais e em 37,5% (3 amostras de 8) das amostras tumorais. Ja o0 miR-
214, apresentou expressao diretamente proporcional em 42,8% (3 amostras de 7)
das amostras normais e em 62,5% (5 amostras de 8) das amostras de CCEO.
Contudo, observamos expressao inversamente proporcional em 57,2% (4 amostras

de 7) das amostras normais e em 37,5% (3 amostras de 8) das amostras tumorais.

Na andlise de Spearman observamos correlacdo positiva moderada entre a
expressdo de miR-214 tanto com miR-17(r= 0,536, p=0,010) como com o0 MiR-
181c(r=0,499 e p=0,018).
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Figura 11: Comparacdo entre miR-17, miR-214 com TGFBRII, em amostras de
CCEO e de mucosa oral saudéavel. As reacoes foram feitas em triplicata. RNU48 foi
utilizado como normalizador da reacdo. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas
como comparacao para o calculo da expresséo relativa. A maioria das amostras normais
apresentou expressdo inversamente proporcional entre TGFBRIl e miR-17 e miR-214.
Entretanto, a maioria das amostras de CCEO apresentou expressdo diretamente
proporcional.
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6. DISCUSSAO

O cancer oral corresponde a 16* maior incidéncia mundial (IARC, 2018) e é
considerado um problema de saude publica devido a sua grande morbidade e
mortalidade, apesar do facil e rdpido acesso a regiao bucal (MASSANO et al., 2006).
A agressividade desse tumor € responsavel pelo pior prognéstico mesmo em
pacientes que sdo diagnosticados no inicio da doenca, e pode estar relacionada com
a heterogeneidade que o cancer oral apresenta (KANE et al., 2006). Nesse contexto,
esse estudo visou elucidar qual seria a importancia dos miRNAs e da via TGF- na
TEM que pode estar relacionada com a agressividade e as altas taxas de metastase

desse tumor.

No presente estudo, 66,66% (n=8) da populacdo de CCEO foi constituida pelo
sexo masculino com uma propor¢cao de aproximadamente 2:1 entre 0s sexos, este
resultado se assemelha aos dados mundiais (IARC, 2018). Esse perfil pode ser
explicado pela maior exposicdo do género masculino aos fatores de risco do CCEO.
Contudo, essa propor¢cao vem diminuindo ao longo dos anos, pois as mulheres tém
mudado seus habitos, se expondo aos mesmos fatores que os homens, como o
consumo de &lcool e tabaco (JOHANSON et al., 2000; SALIHU et al., 2014). Em
relacdo a idade, as taxas variam de acordo com a regido, neste estudo, 91,66%
(n=11) dos pacientes possuiam mais de 60 anos, resultado semelhante a populagéo
americana (KHAMMISSA et al., 2014).

No presente estudo, observamos que 41,66% (n=5) dos pacientes declararam-
se tabagistas, 66,66% (n=8) etilistas e 41,66% (n=5) faziam uso de tabaco e alcool
concomitantemente. O tabaco mata por ano 7 milhdes de pessoas no mundo (WHO,
2017), e 150.200 no Brasil (DROPE et al., 2018), seu uso esta associado ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, incluindo o CCEO (WHO, 2008). O uso
em conjunto do tabaco e do alcool é responséavel por 90% dos casos de CCECP, e é
explicado pelo sinergismo produzido pela combinacdo dessas substancias (SHAH ;
LYDIATT, 1995).

Quanto ao sitio anatdbmico, neste estudo, a regido de maior acometimento foi a
lingua (58,33%), seguida do assoalho bucal (16,67%). Esse resultado corrobora com
estudos que demonstraram a lingua como sitio anatbmico de maior incidéncia do
CCEO (SHAH ; LYDIATT, 1995; AKANUMA et al., 1999). Muitos estudos tém descrito

a relevancia da localizagdo do tumor no progndstico e na sobrevida do paciente
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(MASSANO et al., 2006; SILVERMAN ; GORSKY, 1990). Um estudo de Leite e
Koifman, (1998) demonstrou altas taxa de mortalidade em pacientes com CCEO
localizados na lingua e assoalho bucal, isso pode ser explicado pela facilidade de
disseminacdo dos tumores nessas regifes, o que leva ao desenvolvimento de

metastases regionais.

A andlise histopatolégica revelou que 83,34% (n=10) dos pacientes
apresentavam CCEO com grau moderadamente-diferenciado, 8,33% (n=1) bem-
diferenciado e 8,33% (n=1) pouco-diferenciado. Esses dados corroboram com um
estudo conduzido no University College London Hospital (UCLH), que demonstrou
que o grau de diferenciacdo histopatolégica predominante foi o moderadamente-
diferenciado, 50% das amostras (JERJES et al., 2010). Um estudo conduzido na india
encontrou resultados distintos, 83,34% (n=10) das amostras tratava-se de CCEO
bem-diferenciado, e somente 3,3% (n=1) de CCEO moderadamente-diferenciado
(NADAF et al., 2016).

Muitos fatores moleculares estdo associados ao processo de carcinogénese,
dentre eles a desregulacdo da via TGF-B e da expressdo das MMPs. A via TGF-
possui importante papel na homeostasia das células epiteliais, mas ja foi associada
ao desenvolvimento de diversos tipos de tumores, como o CCECP (LU et al., 2004).
Dessa forma, esse estudo se prop0s a analisar TGFBRII, receptor de membrana de
TGF-B, que ja foi apresentado como um importante fator na carcinogénese oral. Em
nossas amostras, observamos hipoexpressdo de TGFBRIl em 62,5% (n=5) dos
pacientes portadores de CCEO e hiperexpressdo em 25% (n=2). Esse resultado
corrobora com os dados da literatura que correlacionaram a diminuicdo da expressao
de TGFBRII com o aumento da angiogénese e inflamagdo no CCECP (LU et al.,
2006). Outro estudo que avaliou 86 amostras de CCEO demonstrou que 70,1% delas
apresentaram hipoexpressdo de TGFBRII e a sua diminuigdo estava associada com
um pior indice de sobrevida (p= 0,012), dessa forma, constituindo-se um fator
progndéstico promissor para o CCEO (SIVADAS et al., 2015).

Observamos nos pacientes CCE3 e CCE4, a correlagao da hiperexpressao de
TGFBRII com a presenca de metastase nos linfonodos regionais. Esse resultado nao
corrobora com um estudo em modelo animal de CCEO, que demonstrou a associacao
da perda de TGFBRII com o desenvolvimento de metastase nos linfonodos regionais

em 35% de sua amostra (LU et al., 2006). Os autores descreveram que a perda
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desse receptor permitia 0 acumulo de mdultiplas alteracbes moleculares que séo
descritas no CCEO, assim como hiperexpressdo do receptor de crescimento
epidermal (do inglés epidermal growth factor receptor - EGFR), ativacdo de STAT3 e
de ciclina D1 e a perda do alelo p53 (MASUDA et al., 2002; OPITZ et al., 2002,
GRANDIS ; SOK, 2004). Além disso, a perda de TGFBRII aumentou 0s niveis
endogenos de TGF-B1, secretados pelas células epiteliais ou células estromais,
indicando um feedback negativo ap0s a perda desse receptor. Dessa forma, a
hiperexpressdo de TGF-B1 aumentou seus efeitos no estroma tumoral, como a

angiogénese e a inflamacéo (LI et al., 2004; CHEN et al., 2005).

Uma vez que o TGFBRII est4 ausente das células epiteliais no CCECP, TGF-
B1 n&o possui a capacidade de regular essas células, e nesse contexto, ndo é capaz
de ativar a TEM no CCEO. Contudo, outras vias de sinalizacdo também ativam a TEM
em diversos tipos de tumores, como a via de EGF/EGFR e a sinalizagdo por STATS3,
uma oncoproteina constitutivamente ativada em muitos cénceres humanos e
implicada na progressao do tumor (NIU et al., 2002; LO et al.,2007).Dessa forma, as
alteracdes moleculares da perda de TGFBRII, que incluem aumento da expressao de
EGFR e STATS3, podem contribuir para a TEM no CCEO (GRANDIS ; SOK, 2004; LU
et al., 2006).

Entretanto, a presenca de metastase nos linfonodos pode estar associada a
localizacdo do tumor nesses pacientes, a lingua. Tumores localizados nesse sitio
anatdbmico possuem maior facilidade de disseminacéo e, portanto, maior potencial de

desenvolver metastase regional (MASSANO et al., 2006).

A MMP7 ja foi descrita em diversos tipos de tumores e associada ao pior
prognoéstico. No carcinoma de células escamosas do pescoco, a expressao da MMP7
foi relacionada a profundidade de invaséo, estagio avancado do tumor, recidivas e na
recorréncia no primeiro ano pos-operatério (YAMAMOTO et al., 1999). No CCEO,
inimeros autores tém demonstrado que a MMP7 encontra-se hiperexpressa. Um
estudo realizado em 73 pacientes nos estagios | e Il do CCEO de lingua sugeriu que
a expressao elevada da MMP7 estd associada a metdstase nos estagios iniciais
desse tipo de tumor (MAKINEN et al., 2014). De Vicente e colaboradores também
relataram expressdao aumentada da MMP7 no CCEO, e sua correlacdo com a
metastase linfonodal. No presente estudo, observamos hiperexpressao em 37,5%

(n=3) das amostras de CCEO e hipoexpressao em 37,5% (n=3), e ndo houve
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diferenca significativa entre o grupo normal e os pacientes portadores de CCEO. Esse

resultado pode estar associado ao pequeno numero amostral do estudo.

Em nossas andlises, encontramos uma tendéncia de correlacdo inversa entre a
expressdo de TGFBRII e MMP7 (p= 0,08). Esse resultado pode ser explicado pela
funcdo inversa que os dois desempenham no CCEO, TGFBRII parece apresentar
funcdo de supressor tumoral, enquanto a MMP7 parece apresentar funcdo
oncogénica. Contudo, no cancer colorretal com Sindrome de Lynch, expressdo de
TGFBRII teve correlacdo positiva com a MMP7, e estavam relacionados com a
profundidade de invasdo de metastase linfonodal (GU et al.,, 2014). No entanto,

existem poucos estudos avaliando a expressao de TGFBRII e MMP7.

Na carcinogénese, além da desregulacdo da via TGF-f e das MMPs, os
mMiRNAs despontam como importantes reguladores epigenéticos e ja foram descritos
em diversos tipos de cancer (ZHANG et al., 2007). O desequilibrio da expressédo do
miR-181a/b/c ja foi associado a progressdo e metastase em muitos tumores, dentre
eles o0 CCEO (SHI et al. 2008; CHEN et al., 2010; ZHOU et al., 2016; SHIN et al.,
2011; CERVIGNE et al., 2009). Em um estudo prévio, realizado pelo nosso grupo,
observamos que 30% das amostras apresentaram hipoexpressédo do miR-181a e 25%
apresentaram hiperexpressao (MACHADO et al., 2016). Resultado que se assemelha
com os descritos na literatura que sugerem um papel de supressor tumoral desse
mMiRNA no CCEO (SHIN et al., 2011). Para o miR-181b, observamos hiperexpressao
de 41,17% das amostras, dado confirmado pelos achados na literatura que
descrevem miR-181b com acdo oncogénica nesse cancer (CERVIGNE et al., 2009;
BRITO et al., 2014; LI et al., 2014; ZHOU et al., 2016; MACHADO et al., 2016). E na
avaliacdo do miR-181c, encontramos hipoexpressédo de 35% das amostra de CCEO
(MACHADO et al., 2016). Todavia, ainda ha poucos estudos que revelam o perfil de
expressao deste miRNA no CCEO, o mais recente, data de 2008. Nesse artigo, 0s
autores observaram a hiperexpressao do miR-181c em carcinoma de lingua (WONG
et al., 2008).

Em outro estudo realizado pelo nosso grupo, avaliamos a expressao do miR-17
e 214 no CCEO (MORELI et al., 2018). Nossos achados revelaram aumento
significativo do miR-17 nos pacientes portadores de CCEO ao compararmos com as
amostras de mucosa oral saudavel. Esse mesmo perfil foi observado no estudo de

Wu e colaboradores em linhagem celular de CCEO provocado pelo habito de mascar
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betel. Contudo, outro estudo demonstrou que o miR-17-5p inibe a migracdo das
células tumorais no CCEO, ao diminuir a expressdao de ITGB8, um oncogene
responsavel por aumentar a habilidade migratéria das células de CCEO, conferindo a
este mIRNA uma acédo supressora (CHANG et al, 2013). Poucos estudos
correlacionam a expressao do miR-17-5p no CCEO e ainda ndo ha uma concordancia

na literatura quanto ao seu papel nesse tumor.

Entretanto, encontramos hipoexpressao do miR-214 em 30% das amostras de
CCEO em comparacdo com o grupo normal, e hiperexpressao de 25%. Um estudo
que objetivou avaliar quais miRNAs seriam bons marcadores no progndstico da
sobrevida de 5 anos de pacientes com CCEO, observou que o miR-214 estava
hipoexpresso no grupo de pior prognostico (YOON et al., 2014). Entretanto, Li e
colaboradores, (2017) demonstraram que o0 miR-214 encontra-se aumentado no
CCEO e sua expressao é inversamente proporcional ao gene RASSF5, um supressor

tumoral, conferindo ao miRNA um papel de oncogene nesse tipo de tumor.

Em nossas andlises observamos correlacdo positiva entre 0 miR-214 tanto
com o0 miR-181c como com o miR-17. Apesar de ainda ndo haver uma concordancia
na literatura quanto a atividade do miR-17 e 214 no CCEO, os trés miRNAs ja foram
descritos com ag¢ao oncogénica e sua atividade em conjunto pode criar um ambiente
favoravel para o desenvolvimento do carcinoma. No entanto, até o momento n&o

existem estudos descrevendo a correlacdo desses miRNAs no CCEO.

Ja4 existem estudos investigando a importancia de alguns miRNAs nha
regulacéo da via TGF-f e na expressao das MMPs. Foi demonstrado que a inibigao
da via TGF-B, no desenvolvimento da retina, reduziu significativamente os niveis
maduros de miR-181a e b (CARRELA et al.,, 2015). Um estudo em embribes de
camundongos, revelou que a inibicdo de TGF-B causou uma redugao nos niveis do
miR-181c, confirmando que ele &€ um alvo dessa via (REDSHAW et al., 2013). Em
2011, Wang e colaboradores observaram que TGF-B induziu a expressao de miR-
181a e b em linhagens celulares de cancer de mama. Entretanto, estudos in vivo e
dados de bioinformética demonstraram que miR-181a e b podem regular a via TGF-f3
inibindo TGFBRI, TGFBRIl e SMAD3 (YAO et al., 2018).

Ao avaliamos a expressao do miR-181a/b/c com os niveis do gene TGFBRII,
encontramos correlacdo positiva entre 0 miR-181a e TGFBRII. Esse resultado pode

estar associado a fungéo de supressor tumoral que eles dois exercem, dessa forma,
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podemos inferir que miR-181a ndo tem como alvo direto TGFBRII, uma vez que isso
implicaria na inibicdo desse receptor pelo miRNA. N&do ha até o momento, estudos
descrevendo essa correlagdo no CCEO. Contudo, pesquisas recentes, demonstraram
a acao inibitéria do miR-181a sobre o oncogene K-ras, associado ao desenvolvimento
do CCECP nos estagios iniciais da doenca (SHIN et al., 2011).Outro estudo revelou
que a hiperexpressao de K-ras e a perda de TGFBRIl sdo eventos comuns na
CCECP. Contudo, somente a associagcdo das duas alteracbes € capaz de
desenvolver o carcinoma, a mutacdo em K-ras no estagio inicial, e a perda de
TGFBRII nos estdgios mais avancados da doenca (LU et al., 2006). Dessa forma,
miR-181a parece desempenhar um importante papel na fase inicial do CCEO ao
regular a expressao do gene K-ras.

Quanto a correlacdo da via TGF-f com o miR-17, um estudo realizado em
linhagem celular de cancer cervical, demonstrou que a o miR-17 diminuiu os niveis de
TGFBRII, e aumentou a proliferacdo e migracdo das células tumorais, indicando que
esse gene € um alvo direto do miR-17 (CAIl et al., 2018). No cancer de pulméo de
células ndo pequenas, o0 miR-17 diminuiu os niveis de TGFBRII, e mostrou ter um
importante papel na regulacéo da proliferacao celular das células tumorais (LI et al.,
2017). J& no cancer gastrico, miR-17 ao diminuir os niveis de TGFBRII, promoveu a
proliferacdo e migracao das células tumorais (QU et al., 2016). Entretanto, em nossas

amostras, nao houve correlacéo entre a expressao do miR-17 e TGFBRII.

Na avaliacdo da via TGF-B com o miR-214, observamos que nao houve
correlacdo na expressao de TGFBRII com os niveis de miR-214. Contudo, atraves de
ferramentas de bioinformaticas, encontramos que SMAD4 se constituia um possivel
alvo do miR-214 (http://www.targetscan.org). Quanto aos achados na literatura, um
estudo da osteoporose pos-menopausa, que avaliou a funcdo do miR-214 nas
células-tronco da medula 6ssea, revelou que TGF-B foi suprimido pela hiperexpressao
desse miRNA, indicando haver uma correlacdo entre os dois (QIU et al., 2018). Uma
analise da expressdao de TGF-f1 no desenvolvimento dentario em murinos,
demonstrou que a transfeccéo in vivo com anti-miR-214 diminuiu os niveis de TGF-

B1, reiterando a relagao entre essa via e o miR-214 (KHAN et al., 2013).

Muitos miRNAs foram descritos como importantes reguladores das MMPs no
nivel pés-transcricional, e tém sido alvos de pesquisas quanto a importancia dessa

correlacdo na invasdo e metastase no cancer (WAN et al., 2012; CAO et al., 2015;
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RAK et al., 2017). Quanto a relagcdo da expressao de miR-181a com as MMPs, um
estudo em linhagem de cancer de mama, demonstrou que a MMP14 é diretamente
inibida pelo miR-181a-5p, resultando na diminuicdo da migracao celular, invaséo e
angiogénese (LI et al., 2015). Ja o miR-181b foi associado a supressao de TIMP3, um
inibidor de MMPs, tanto na hepatocarcinogénese quanto na estenose adrtica,
favorecendo a progressdo do carcinoma hepatocelular e da calcificacdo da vélvula
aortica (WANG et al.,, 2010; HEATH et al., 2018). At¢é o momento, ndo existe na
literatura, nenhum estudo descrevendo a acdo do miR-181a/b/c sobre a MMP7. Em
nossas amostras também ndo observamos correlacdo entre esses miRNAs e a
MMP?7.

Existem poucos estudos correlacionando a regulagcdo do miR-17 nas MMPs,
porém um estudo em linhagem celular de carcinoma hepatocelular demonstrou que a
superexpressao do miR-17 diminuiu os niveis tanto do RNAmM e quanto da proteina
MMP3, e reduziu a migracao celular e a capacidade de invasdo das células tumorais
(LIN et al., 2013).

Um estudo de fibrose hepéatica em humanos, relatou que a hiperexpresséao do
miR-214 aumentou os niveis das MMP2 e MMP9, demonstrando a correlacéo
existente entre a expressdo deste miRNA e as MMPs (LIZUKA et al., 2012). Um
estudo computacional de miRNAs no cancer de bexiga, demonstrou que a MMP9 se
constituia um alvo do miR-214, e estava associada a TEM nesse tumor (FALZONE et
al., 2016). J4 no cancer de mama, a superexpressao do miR-214 aumentou o0s niveis
da MMP2 e MMP9, e diminuiu os niveis de TIMP1, um inibidor de MMPs, resultando
no aumento da capacidade de invasao das células tumorais (WANG et al., 2015).
Contudo, ainda ndo ha artigos descrevendo sobre a regulacdo de miR-214 na

expressao da MMP7.

Apesar de ndo termos observado uma relagcéo direta entre os miRNAs e 0s
seus provaveis genes alvos, a regulacdo de TGFBRIl e MMP7 pode estar ocorrendo
em nivel poés-transcricional. Portanto, uma analise futura dos niveis protéicos de
TGFBRII e MMP7 sera realizada para melhor caracterizarmos a correlagdo entre
mMiRNA e genes-alvos.

Dessa forma, concluimos que a perda da funcdo da via de TGF-f possui
importante papel no desenvolvimento do CCEO, e que alteracbes nos seus

componentes desencadeiam desajustes em outras vias de sinalizagcdo, que
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associadas aumentam a agressividade e o potencial de invasdo das células tumorais.
Além disso, averiguamos a importancia dos miRNAs na regulagdo do processo de

carcinogénese oral.
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7. CONCLUSAO

e Nao houve diferenca significativa na expressdao da MMP7 e TGFBRII das
amostras de CCEO quando comparadas com as amostras de mucosa oral
normal. Contudo, a maior parte das amostras de CCEO apresentou
hipoexpresséo de TGFBRII, como o descrito na literatura;

e Encontramos correlacdo positiva entre a expressao de TGFBRIl e do miR-
181a, e pode estar associado a funcdo supressora tumoral que os dois
apresentam no CCEQ;

e Na&o encontramos correlacdo entre a expressdo de MMP7 com as variaveis
demogréficas e clinicopatolégicas. A expressdo de TGFBRII mostrou
correlagdo com a presenca de metastase linfonodal nas amostras CCE3 e
CCE4. Esse resultado pode estar associado ao sitio anatdmico em que o
tumor estava localizado No entanto, posteriores ensaios de migracdo e
mobilidade celular serdo realizados para confirmar se a via de TGF-§3 esta ou
ndo associada ao processo de metastase nos linfonodos regionais dos
pacientes portadores de CCEO;

e Observamos a existéncia de correlacao positiva moderada entre a expressao
do miR-214 com miR-17 e miR-181c, esse resultado pode estar associado a
funcdo oncogénica ja descrita desses miRNAs, evidenciando a importancia

da acao conjunta de diferentes miRNAs no processo de carcinogénese
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