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RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é responsavel por mais de 90% dos
casos de cancer diagnosticados nesta regido anatdmica. A via Sonic Hedgehog é uma
importante via embrionaria associada tanto a progressdo quanto ao prognostico de varias
neoplasias malignas, mas a compreenséo a respeito do papel desta via neste tumor
ainda nao foi estabelecido. Ja foi descrito que os microRNAs (miRNAs) podem interferir
na via, agindo nos oncogenes ou genes supressores de tumor. Este estudo tem por
objetivo investigar a via Shh nas amostras de CCEO, por meio da detec¢do do seu
principal efetor, a proteina Gli1, e dos miRNAs relacionados a essa via. Com a finalidade
de caracterizar a populagdo do estudo, foi realizado primeiramente um estudo
retrospectivo que avaliou as caracteristicas demograficas e clinicopatoldgicas de 315
pacientes diagnosticados com CCEO na Clinica de Estomatologia no periodo de 2006 a
2016. Posteriormente, em um estudo prospectivo, a analise da proteina Gli1 foi
conduzida em 15 amostras de CCEO por imuno-histoquimica, e a avaliagao de trés
mMiRNAs (miR-17, -214 e -324) por PCR em tempo real foi feita em 20 amostras tumorais.
Mais de 75% das células tumorais positivas para Gli1 foram observadas em 73,3% das
amostras analisadas. Nao foi encontrada associacao entre Gli1 e as caracteristicas
clinicopatologicas dos pacientes. Foi encontrada uma diferenga significativa na expressao
de miR-17-5p no CECO comparado ao grupo controle (p = 0,02), o0 mesmo nao foi
observado para miR-214-5p e miR-324-5p. Entretanto, foi encontrada uma correlagao
positiva entre a expressdao de miR-214-5p e miR-324-5p nas amostras de CCEO (p
<0,001; r = 0,914). Além disso, a expressao de miR-214 (p = 0,04) e miR-324 (p = 0,02)
foi associada com o consumo de alcool. Como conclusdes, este estudo demonstrou que a
via Shh esta ativada no CCEO, nado havendo associagao com os miRNAs analisados.
miR-17-5p estava superexpresso no CCEO. miR-214-5p e miR-324-5p estavam
correlacionados nos tumores e associados com a exposi¢ao ao etanol. Investigacbes
adicionais envolvendo o principal componente da via Shh, Gli1, assim como miR-17, -214
e -324 poderao fornecer uma melhor compreensdo sobre os mecanismos epigenéticos
relacionados a fatores etioldgicos, invasao e progressao no CCEO.

Palavras-chave: CCEOQO, Shh, Gli1, miRNA



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (CCEOQ) is responsible for 90% of the cases of cancer
diagnosed in this anatomical region. The Sonic Hedgehog pathway is an important way to
progress, while progressing on malignant neoplasms, but the understanding of the role of
this tumor has not yet been established. It has been described which microRNAs
(miRNAs) can interfere with the pathway, acting on the oncogenes or tumor suppressor
genes. This study aims to investigate Shh pathway in OSCCs, by detecting its main effect,
Gli1 protein, and the miRNAs related to this pathway. In order to characterize a population
of the study, a retrospective study was carried out to evaluate the demographics and
clinicopathology features of 315 patients diagnosed with OSCC at the Stomatology Clinic
from 2006 to 2016. Subsequently, in a prospective study, a Gli1analysis was conducted on
15 OSCC samples by immunohistochemistry, and the evaluation of three miRNAs
(miR-17, -214 and -324) by real-time PCR was performed on 20 tumor samples. More than
75% of the Gli1 positive tumor cells were observed in 73.3% of the analyzed samples. No
association was found between Gli1 and the clinicopathological characteristics. There is a
significant difference in the expression of miR-17-5p in OSCC compared to healthy
mucosa (p = 0.02), however, there is no significant difference for miR-214-5p and
miR-324-5p. In addition, a positive correlation was found between miR-214-5p and
miR-324-5p expression, in OSCC (p <0.001; r = 0.914). Moreover, miR-214 (p = 0.04) and
miR-324 (p = 0.02) expression was associated with alcohol consumption. In conclusion,
this study demonstrated that Shh is activated in OSCC, but no association with miRNAs
was observed. miR-17-5p was overexpressed in tumor samples. miR-214-5p and
miR-324-5p were correlated and associated with exposure to ethanol in OSCC. Additional
investigations of Shh pathway, as well as miR-17, -214 and -324 is important for
highlighting the epigenetic components related to etiological factors, invasion and
progression of OSCC.

Keywords: OSCC, Shh, Gli1, miRNA



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1. Aspecto clinico do carcinoma de células escamosas oral

Figura 2. Diagrama das alteragdes celulares individuais
encontradas na displasia epitelial

Figura 3. Diagrama das alteragdes arquiteturais do epitélio displasico

Figura 4. Ativagao e interagao da via Sonic hedgehog com outras vias
de sinalizagado baseado nos estudos de tumores no cérebro

Figura 5. GSK-3[3, uma quinase multifuncional que atua em diversas
vias de sinalizagado que regulam o destino celular

Figura 6. Biogénese dos miRNAs

Figura 7. Controle da via Shh por miRNAs em meduloblastomas
Figura 8. Descrigao do cluster miR-17-92

Figura 9. Desenho esquematico mostrando a ativagdo de miR-17-5p
Figura 10. Caracteristicas histopatologicas do CCEO

Figura 11. Caracteristicas do CCEO no paciente CCE7

Figura 12. Imuno-histoquimica em mucosa normal e células
tumorais para a proteina Gli1 da via Shh

Figura 13. Expressao de Gli1 em carcinoma de células escamosas
oral por imunofluorescéncia

Figura 14. Expressao dos miRNAs por qPCR com todas as amostras

Figura 15. Expresséo dos miRNAs por gPCR sem as amostras CCE4
e CCE7

Figura 16. A associagéo entre miR-214-5p e miR-324-5p e o consumo
de alcool

Figura 17. Correlacao entre o nivel de expressdo de miR-214-5p e
miR-324-5p

Figura 18. A via Sonic Hedgehog e miR-17-5p no contexto do CCEO

16

17

17

21

22

25

27

28

28

44

45

46

47

50

50

51

53

68



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas sdcio demograficas e clinicopatologicas dos
pacientes com CCEOQO diagnosticados na Clinica de Estomatologia
da Unigranrio no periodo de 2006 a 2016 42

Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicopatologicas dos 20 pacientes
com carcinoma de células escamosas oral 43

Tabela 3. Expressao de Gli1 por imuno-histoquimica em 15 amostras de
CCEO GLI1 46

Tabela 4. Expressdo dos miRNAs e imuno-histoquimica 49

Table 5. Analise da expressao de miRNAs com fatores de risco e
caracteristicas clinicopatolégicas 52



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AKT: Protein kinase B
APC: Adenomatous polyposis coli
BCL-2: B-cell ymphoma 2

CCEO: Carcinoma de células escamosas oral
CCEOCP: Carcinoma de células escamosas oral de cabeca e pescogo
CEP: Comité de ética em pesquisa

CK1: Caseina cinase 1

CTTs: Células-tronco tumorais

DSH: Dishevelled

EGF: Epidermal Grow Factor

EGFR: Epidermal Grow Factor Receptor

EMT: Transigéo Epitélio-Mesenquimal

ERK: Extracellular signal-regulated kinase

ETS1: E26 transformation-specific 1

FZD: Frizzled

GCO: Global Cancer Observatory

GBMs: Glioblastomas

GLI: Glioma-associated oncogene

HACC:Hospital AC Camargo

HCC: Carcinoma hepatocelular

H&E:Hematoxilina e eosina

HPV: Human Papiloma Virus

IEC: Instituto Estadual do Cérebro

INCA: Instituto Nacional do Cancer

JAK: Janus Kinases

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
LADO: Laboratério de Apoio ao Diagndstico Oral
LABA: Laboratério de Anatomopatologia

LEF/TCF: Lymphoid enhancer factor/T cell factor
LRP: Low density lipoprotein receptor-related protein

MAPK: Mitogen activated protein kinase

11



miRNAs: MicroRNAs

MMP: Metaloproteinases

MSKCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center
mTOR:Mammaliam Target of Rapamycin

OMS: Organizacado Mundial de Saude

PI3K: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
PTCH: Protein patched homolog 1

PTEN: Phosphatase and tensin homolog

gPCR: Reacao em cadeia de polimerases quantitativa
SEER: Surveillance, Epidemiology, and End Results Program
SFRP: Secreted frizzled-related protein 1

SHH: Sonic Hedgehog

SMO: Smoothened

SP1: Specificity protein 1

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription
TGF -B: Transforming Grow Factor-3

TNM: Tamanho Nédulo Metastase

UICC: Uniado Internacional Contra o Cancer

UFRJ: Universidade do Estado do Rio de Janeiro
UNIGRANRIO: Universidade do Grande Rio

WHO: World Health Organization

WNT: Wingless Homeobox Genes 1



1.1
1.2
1.3

1.4

1.5

4.2.1

SUMARIO

INTRODUGAO

O carcinoma de células escamosas oral

A via de sinalizagdo Sonic Hedgehog

Interacao da via Sonic Hedgehog com outras vias moleculares
1.3.1 Interagdo da via Sonic Hedgehog com a via Wnt/p catenina
1.3.2 Interagdo da via Sonic Hedgehog com a via EGFR

A importancia da via Sonic Hedgehog em carcinoma de células
escamosas oral

A via Sonic Hedgehog e os miRNAs

1.5.1 miRNAs, os RNAs nao codificantes

1.5.2 miRNAs e tumores

1.5.3 miR-17-5p

1.5.4 mirR-324-5p

1.5.5 miR-214-5p

Qual a importancia da investigagao deste tema de tese?
OBJETIVOS

3.1 Obijetivo principal

3.2  Obijetivos especificos

MATERIAL E METODOS

4.1 Populagao de estudo

4.2  Analises histopatologicas

Diagndstico e histopatologia da carcinoma de
células escamosas oral
4.2.2 Analise da expressao de Gli1 por Imuno-histoquimica
4.2.3 Analise da expressao de Gli1 por Imunofluorescéncia
4.2.4 Analise pelo Acido Periédico de Schiff
4.3 Analise dos miRNAs

4.3.1 Selecado dos miRNAs candidatos

14
14
19
20
20
22

23
24
24
25
27
29
30
32
33
33
33
33
33

35
36
37
37
38
38

13



4.3.2 Avaliacao do nivel de expressao dos miRNAs por gPCR 38

4.4  Analises estatisticas 40

5 RESULTADOS 41

5.1  Caracterizacado dos pacientes atendidos na Clinica de

Estomatologia da Unigranrio 41
5.2  Caracterizacdo da amostra para estudo molecular e

histopatologico 41
5.3 Analise histopatologica 44
5.4  Analise da expressao de Gli1 com Imuno-histoquimica

em carcinoma de células escamosas oral 45
5.5 Analise da expressao de Gli1 com Imunofluorescéncia em

carcinoma de células escamosas oral 47

5.6  Analise da expressao de miR-17-5p-5p, miR-324-5p e

miR-214-5p nos pacientes em CCEO 48

6 DISCUSSAO 54

7 CONCLUSOES 71

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 72
APENDICES

Apéndice |  Artigo: Association between miR-324-5p and miR-214-5p with
alcohol consumption in oral squamous cell carcinoma
Apéndice Il  Artigo: Association between miR-324-5p and miR-214-5p with
alcohol consumption in oral squamous cell carcinoma
Apéndice Ill Apresentacao de péster intitulado “miRNAs e a
via Sonic Hedgehog no cancer oral” no X
Congresso Franco Brasileiro de Oncologia

Apéndice IV Apresentagao de trabalho intitulado “Evaluation of miRNAs related
to the Sonic Hedgehog pathway in oral cancer” no 44° Congresso

Brasileiro de Estomatologia e Patologia Oral
Apéndice V Apresentacao de péster intitulado “Evaluation of miRNAs and

Gli1 expression in oral cancer” no Xl Simpdésio Oncobiologia



Apéndice IV Apresentacao de painel intitulado “Avaliagao da expressao de
mMiRNAs e Gli1 no cancer oral” no |l Simpdsio Internacional de

Estomatologia e Patologia Cirurgica dos Maxilares

ANEXOS

Anexo | Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
Anexo Il Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Anexo Il Ficha Clinica para o Projeto de Pesquisa

Anexo IV Sistema TNM- Classificagao clinica

Anexo V Quantificacdo do RNA total extraido das amostras

15



1 INTRODUGAO

Atualmente, o cancer é considerado um importante problema de saude publica
devido as elevadas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo (GUPTA et
al., 2016). Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), subiu
para 18,1 milhdes o numero de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de mortes em
2018 (International Agency for Research on Cancer). A OMS estima para o ano 2030
um total de 27 milhdes de novos casos de cancer com 17 milhdes de oObitos e 75
milhdes de pessoas vivendo com cancer (OMS, 2016). No Brasil, de acordo com o
ultimo registro no DATASUS publicado em 2011, o cancer foi a segunda maior causa
de morte por doenca no pais, sendo as alteragcbes relacionadas ao aparelho
circulatério a principal causa de morte no periodo avaliado (DATASUS - MS, 2016).
Para o ano de 2018/2019 as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
apontam para a ocorréncia de 600.000 novos casos de cancer e deste total, 14.700
dos casos s&o originarios na cavidade oral (INCA, 2017).

O carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) é o tumor maligno mais
comum em regido de cabecga e pescogo nos paises em desenvolvimento e o mais
estudado nas ultimas décadas. A taxa de recorréncia nos dois primeiros anos é de
80% (DE CECCO et al., 2015) e mesmo os tumores que ainda nao produziram
metastases no momento do diagndstico podem apresentar um mau prognéstico
(DOSHI et al., 2011). Contudo, o avanco tecnoldgico permitiu identificar alteracbes
genbmicas e epigendmicas relacionadas com a proliferagcéo, apoptose e ciclo celular
trazendo uma melhor compreensdao sobre o comportamento clinico heterogénio
deste tumor abrindo caminho para tratamentos com drogas-alvo individualizados
(DE CECCO et al., 2015; WALTER et al., 2013). Neste contexto, estudos recentes
propéem uma classificacdo de subtipos de CCE de cabeca e pescoc¢o baseada nas
caracteristicas bioloégicas principais e vias de sinalizagao desreguladas considerando
além do subtipo classico, a resposta imune, inflamatdria, associacdo com
papilomavirus humano (HPV), associagdo com hipoxia e transicdo epitélio-
mesenquimal, sendo esses dois ultimos considerados mais agressivos. (DE CECCO
et al., 2015).



1.1 O Carcinoma de Células Escamosas Oral

Dentre os tipos de cancer mais incidentes, o cancer de labio e da cavidade
oral ocuparam a 18?2 posig¢ao no ranking mundial, totalizando 354.864 casos em 2018
(International Agency for Research on Cancer). Nos Estados Unidos, o Instituto
Nacional do Cancer estimou 51.540 novos casos de cancer oral e de orofaringe,
totalizando 10.030 mortes provocadas por este tipo cancer em 2018.

No Brasil, o cancer oral é o quinto tipo que mais afeta a populagdo masculina,
geralmente acima dos 40 anos, e o 12° mais frequente entre as mulheres,
perfazendo uma proporgdo homem: mulher de 3,31:1 (INCA, 2017). Em 2015, foram
registrados 2.945 casos de morte por cancer de cavidade oral (INCA, 2018). Porém,
a estimativa do Ministério da Saude € de 11.200 novos casos em homens e 3.500
em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019.

O consumo do tabaco e alcool sdo os principais fatores de risco para o cancer
em varias localizacdes, incluindo a cavidade oral. O tabaco fumado contém um
grande numero de compostos mutagénicos e carcinogénicos, incluindo carboidratos
policiclicos, nitrosaminas e nicotina, (PAUMGARTTEN et al., 2017). Embora o etanol
por si sO possua um fraco potencial carcinogénico, o acetaldeido, seu primeiro
metabdlito, € mutagénico e carcinogénico, pois forma adutos estaveis com o DNA
(LOUREIRO, et al., 2002). Por essa razado, o consumo concomitante do tabaco e do
alcool tem um importante efeito sinergistico, ou seja, um intensifica a acéo do outro.
Alguns estudos realizados no Brasil confirmaram essa acao sinergistica mostrando
uma forte associagcdo entre o uso concomitante do tabaco e do alcool com o
desenvolvimento do CCE de cabeca e pescoco (AKANUMA et al., 1999; KOWALSKI
et al., 2005; SHAH et al., 1995;).

Nos ultimos 20 anos, cresce o interesse pelo HPV (sigla que vem do inglés,
Human Papilloma Virus) por sua possivel relagdo com a patogénese de tumores
malignos. Em 1983, Syrjansen publicou o primeiro trabalho sugerindo que o HPV
pudesse estar envolvido com o desenvolvimento do CCEO devido as semelhancgas
morfolégicas entre a mucosa oral e do colo de utero (SYRJANEN et al., 1983). Na
ultima década foi registrado um maior numero de casos de CCE em orofaringe em
homens brancos com menos de 50 anos sem histérico de consumo de alcool ou
tabaco. Entretanto, este tipo de tumor esta associado a infeccdo pelo HPV subtipo
16, 0 mais prevalente nesta localizagao. O cancer de orofaringe HPV-positivo parece
responder melhor ao tratamento com quimioterapia e radioterapia do que a doenca
negativa ao HPV (MARUR et al., 2010).
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O CCEO é o tumor maligno mais frequente na cavidade oral, compreendendo
aproximadamente 90% das neoplasias que incidem nesta regido (AKANUMA et al.,
1999; SCULLY e PORTER, 2000; SHAH e LYDIATT, 1995). O tumor se origina de
lesbes pré-malignas como a leucoplasia, a eritroplasia ou leucoreitroplasia, as quais
adquirem apecto ulcerado, com bordas elevadas e endurecidas ou se tornam lesdes
vegetantes de superficie verrucosa. Inicialmente, o tumor é assintomatico e em
estagios avangados provoca sintomatologia intensamente dolorosa somado a
linfonodomegalia cervical, dificuldade de mastigacdo, degluticdo (disgeusia) e de
fonacéo (disfonia) (MARKOPOULOS et al., 2012). Em cerca de 50% dos casos, o
CCEO se desenvolve na borda lateral da lingua e no assoalho bucal, seguindo-se
outros sitios anatdmicos como regido retromolar, gengiva, mucosa jugal e palato
duro (VAN ZYL et al., 2012).

Figura 1. Aspecto clinico do carcinoma de células escamosas oral. O paciente apresentava uma
Ulcera profunda endurecida com margens irregulares em borda lateral de lingua (Fotografia
gentilmente cedida pelo professor Luiz Carlos Moreira).

O diagnostico do CCEO baseia-se no exame clinico, seguido de analise
histopatolégica para a confirmagado do diagnédstico (Figuras 2 e 3). Tumores que
produzem quantidade de ceratina significativa e lembram o epitélio escamoso
estratificado normal sdo considerados bem-diferenciados. Quando o tumor produz
pouca ou nenhuma ceratina, mas ainda lembra o epitélio de origem, sao
considerados moderadamente diferenciados. Os tumores que se distanciam desses
parametrros mencionados, perdem a arquitetura epitelial normal e a coesividade
entre as células, sdo considerados pouco-diferenciados. O exame histopatoloégico do

CCE analisa o grau de diferenciagdo, o pleomorfismo celular e nuclear, o padréo de



invasao, a atividade mitética e a resposta imunolégica (BRYNE et al, 1989; BRYNE
et al.,, 1992; BARNES et al., 2005).

Figura 2. Diagrama das alteragdes celulares individuais encontradas na displasia epitelial. A
gravidade da displasia epitelial € determinada, em parte, pela freqiéncia e combinagdo dessas
alteragbes: a, nucléolo proeminente; b, hipercromasia; ¢, pleomorfismo nuclear; d, relagdo nucleo
citoplasma alterada; e, maior nimero de mitoses; f, mitoses atipicas; g, multinucleagéo (Diagrama
adaptado de Sapp JP, Eversole LR, Wysocki GP. Contemporary Oral and Maxillofacial Pathology. St.
Louis: Mosby-Year Book; 1997).

Figura 3. Diagrama das alteracoes arquiteturais do epitélio displasico. A gravidade da displasia
epitelial é determinada pela extensdo dessas alteragbes combinada as alteracdes celulares
individuais: a, cristas epiteliais bulbosas; b, hiperplasia do estrato basal; ¢, hipercelularidade; d,
padrdo de maturagdo alterado. O carcinoma de células escamosas se desenvolve a partir de um
epitélio displasico exibindo graus variados de pleomorfismo celular que forma ilhas e corddes
invasivos de células escamosas epiteliais malignas (Diagrama adaptado de Sapp JP, Eversole LR,
Woysocki GP. Contemporary Oral and Maxillofacial Pathology. St. Louis: Mosby-Year Book; 1997).

A escolha do tratamento do CCEO depende das condi¢des gerais do paciente
e do sistema TNM, que registra o tamanho do tumor (T), em centimetros;
acometimento dos linfonodos e sua extensao (N); e a presenga ou auséncia de
metastases distantes (M). (LYDIATT et al., 2017). Esse sistema foi criado na Franca,
em 1952, por Pierre Denoix para classificar tumores malignos e passou a ser usado
pela UICC (International Union against Cancer e American Joint Committee on

Cancer) a partir de 1982, para padronizar a linguagem oncoldgica.
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O tratamento do CCEO é geralmente multidisciplar e inclui a cirurgia,
radioterapia ou quimioterapia, que podem ser realizadas em combinacao (LYDIATT
et al., 1995, MAGHAMI et al. 2018). O diagnéstico tardio resulta em debilitacbes e
deformidades severas devido a realizacdo de cirurgias mutilantes fequentemente
associadas com a ressec¢cdo ampla de estruturas orais e faciais. O diagnostico
precoce € 0 manejo adequados do CCEO sao necessarios para uma melhor
qualidade de vida e aumento da taxa de sobrevida (FALAKI et al., 2011). Contudo, o
CCEO ¢, na maioria das vezes, diagnosticado em fases avangadas, constituindo
assim, um grande problema de saude publica (MASSANO et al., 2006). A sobrevida
de cinco anos para o carcinoma de céluas escamosas (CCE) varia de 81% para
pacientes com doenca localizada na cavidade oral, a 42% para aqueles com doenca
presente nos linfonodos regionais, caindo para 17% quando metastases a distancia
estdo presentes. Geralmente menos de 50% dos pacientes portadores de cancer
oral e orofaringe sobrevivem por mais de cinco anos (FEDELE et al., 2009).

Apesar do enorme avango nas pesquisas nas ultimas décadas que levaram ao
desenvolvimento de novas técnicas cirurgicas e radioterapicas, além de novos
agentes quimioterapicos, ndo se observou a longo prazo, nenhuma alteragdo na
sobrevida dos pacientes portadores de CCEO (KALYANKRISHNA e GRANDIS,
2006).

Vias de transducao de sinais e tumorigénese: A identificacdo das vias de
transducao de sinais relacionadas com o desenvolvimento dos diferentes tipos de
cancer e sua interagao em redes de comunicagao intracelular surgem neste cenario
com importantes implicacdes clinicas. Nas células tumorais, a ativacdo de produtos
oncogénicos ou a perda de produtos de genes supressores tumorais provoca
mudangas significativas no contexto de sinalizagéo das redes de integracao de sinal.
E possivel que exista uma dependéncia progressiva da célula tumoral frente as vias
de sinalizacdo. A caracterizagao dessas vias e a possibilidade de desenvolver novos
medicamentos que possam interferir com a sinalizagdo dessas vias € a base da
terapia alvo-dirigida. Nesse contexto, tumores com caracteristicas morfologicas
muito semelhantes, em individuos distintos, podem depender da ativacdo de vias
distintas de transducédo de sinais. (HANAHAN et al., 2011). Recentemente, uma
importante via embrionaria, a via Sonic Hedgehog (Shh), vem sendo descrita no
CCEO e a expressdao dos componentes desta via, principalmente o fator de



transcricdo Gli1 tem sido associado com o mecanismo de invasao e metastase no

CCEO (FAN et al., 2014) podendo contribuir para um pior prognéstico no CCEO.

1.2 A via de sinalizagao Sonic Hedgehog

Shh &€ um morfégeno e foi inicialmente descrito em Drosophila melanogaster.
Estudos publicados tém relatado que a via de sinalizacdo de hedgehog possui um
importante papel na proliferacdo e diferenciagdo de determinadas células- tronco
durante o desenvolvimento embrionario. Em humanos, homdélogos de hedgehog tém
sido identificados incluindo Sonic hedgehog, Indian hedgehog e Desert hedgehog.
Estas moléculas se ligam ao receptor de membrana Patched (PTCH) para promover
a translocagéao e ativagcédo da familia de proteinas GLI (GLI1, GLI2 e GLI3), as quais
facilitam a transcricdo de diversos genes-alvo, incluindo aqueles que controlam o
ciclo celular, migracao celular, angiogénese e apoptose (RIMKUS et al., 2016).

A ativacao da via Shh pode ocorrer por via canbnica ou por via ndo-candnica.
A sinalizagdo canodnica intracelular de Shh em células-alvo é realizada através da
acao reciproca entre duas proteinas: Patched1 (PTCH1) e Smoothened (Smo). A
proteina transmembrana PTCH1 funciona como receptor para Shh, mas ela propria
nao ativa a sinalizagao intracelular. Essa fungao é executada por uma outra proteina
transmembrana denominada Smo. Na auséncia de Shh, PTCH1 suprime a atividade
de Smo, porém quando Shh se liga a PTCH1, Smo deixa de ser reprimido por
PTCH1 sendo capaz de ativar os mediadores intracelulares da familia Gli (Figura 4).
(CARBALLO et al., 2018).

A via Sonic Hedgehog pode ser controlada pelo Supressor de Fused (SUFU).
Este regulador negativo da via atua sobre os fatores de transcricdo Gli. Quando o
ligante Sonic ndo esta presente, SUFU se liga diretamente as proteinas Gli1, Gli2 e
Gli3 inibindo a translocacdo dessas proteinas par ao nucleo e, evitando a ativacao
da via( GONNISSEN et al., 2015; KOGERMAN et al., 1999). A proteina Gli (Gli1, Gli2
and Gli3), atua como fator de transcricdo ativando genes envolvidos no feedback da
via Shh ( Gli1 e PTCH1) bem como na proliferagao (Ciclina D1 e Myc), apoptose
(Bcl-2) (HUI et al., 2011), angiogénese (ANG1/2) (LEE et al., 2007), transigao epitélio
mesenquimal (SNAIL) e autorenovagdo em célualas tronco (NANOG e SOX2)
(Neelakantan et al., 2018). A expressao da proteina Gli1 constitui um bom marcador

para demonstrar a atividade desta via (DIAO et al., 2014).
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1.3 Interagao da via Sonic Hedgehog com outras vias moleculares

1.3.1 Interacao da via Sonic Hedgehog com a via Wnt/ 3-catenina

A interacao da via Shh com outras vias, tais como EGFR, AKT-PI3K e Wnt é
descrita em diversos estudos (CARBALLO et al., 2018; MAEDA et al.,2006),
podendo conferir beneficios para uma célula tumoral aumentando a sua capacidade
de proliferagdo, invasao e metastase (SANTONI et al., 2013).

A sinalizacdo Wnt controla diversos processos celulares como a proliferacao,
diferenciagcdo, apoptose, invasado e transicdo epitélio-mesenquimal (REYA e
CLEVERS, 2005; NAGINI et al., 2018). Nesta via, B-catenina atua como co-ativador
transcricional e sua atividade no citoplasma depende do status da ativagcado da via
Whnt. Shh pode atuar inibindo a via Wnt através das proteinas Gli1 e Gli2 inibindo os
ligantes e/ou receptores da via Wnt (HE et al., 2006). Além disso, estudos in vitro
com células de cancer de colon mostraram que a hiperexpressao de SUFU reduziu a
transcricdo de genes-alvo dependentes de (B-catenina nuclear, sugerindo que SUFU
possa atuar como um regulador negativo da sinalizagao de Wnt (CARBALLO et al.,
2018; MENG et al., 2001). Enquanto esses estudos mostram a atuagéo inibidora da
via Shh sobre a via Wnt, outros estudos, de forma inversa, evidenciaram que a
sinalizacdo Wnt pode aumentar a atividade da via Shh através de [-catenina,
melhorarando a atividade transcricional de Gli1 de forma independente, através de
TCF/LEF (CARBALLO et al., 2018; MAEDA et al., 2006;) (Figura 4).

A interacdo entre os componentes das duas vias de sinalizacdo podem ter
efeitos opostos ou sinergisticos dependendo do tipo celular (MAEDA et al., 2006;
MORRIS e HUANG, 2016). E possivel que a hiperexpresséo de Gli1 possa induzir o
deslocamento de [B-catenina do citoplasma para o nucleo levando a proliferacéo
celular (LIAO et al., 2009). Enquanto a perda da sinalizagdo de (B-catenina leva ao
aumento de fung¢ao na sinalizagdo Shh em cancer de célon (VARNAT et al., 2009), a
interagdo fisica entre B catenina com Gli1 leva a degradac¢do do Gli1 suprimindo a
sinalizagdo Shh em meduloblastoma (ZINKE et al., 2015).

No contexto da interagdo entre as vias Shh e Wnt, torna-se necessario
mencionar a importancia da proteina Glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), que foi
descoberta como uma quinase relacionada com o metabolismo do glicogénio e
hemostase da glicose. Estudos adicionais através da via Wnt e outras vias de
sinalizacao (FRAME et al., 2001), identificaram outras fungdes, tais como controlar



diferenciagao, crescimento e proliferacao celular, progressao do ciclo celular e
apoptose (COHEN et al., 2001; GRIMES et al., 2001; LUO et al., 2009).
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Figura 4. Ativacao e interagao da via Sonic hedgehog com outras vias de sinalizagdao baseado
nos estudos de tumores no cérebro. A ativacdo da via ocorre quando Shh liga-se a PTCH na
membrana celular. Em resposta a esta ligagdo, PTCH deixa de inibir Smo, que inicia uma cascata de
sinalizagcdo downstream. A ativacdo de Gli promove a sua translocacdo para o nucleo e, por
conseguinte, a ativagdo de genes-alvo. A via Shh pode ser controlada negativamente por SUFU, o
qual se liga diretamente a Gli inibindo sua translocagéo para o nucleo. A via Shh interage com outras
vias especialmente EGF, Wnt e TGF-B. Na auséncia do ligante Wnt, a p-catenina citoplasmatica é
fosforilada pela glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3[B) dentro de um complexo de destruicao que
também inclui a Axin, APC e CK1. Quando o ligante Wnt se liga ao seu receptor Frizzled (Fzd) e LRP,
o complexo de destruicdo é desestabilizado. Dessa forma, a B-catenina acumula-se no citoplasma e
transloca-se para o nucleo, onde interage com LEF/TCF para induzir a expressdo de genes como c-
Myc e ciclina D1 (VALENTA et al, 2012; PERSAD et al.,, 2016). A via de sinalizagdo Shh esta
representada em azul, a via EGF em laranja, a via Wnt em roxo e a via TGF- em verde. As setas
pontilhadas indicam inibicdo e as setas continuas indicam ativagcéo. (Fonte: CARBALLO et al. in Cell
Communication and Signaling, 2018).(Adaptado de Matias et al., 2017; Berg and Soreide, 2012 and

https://www.mycancergenome.org/content/molecular-medicine/pathways/TGF-beta-signaling).

A translocacao de [3-catenina para o nucleo estimulando a expresséo de genes-
alvo pode ser regulada negativamente por GSK3-3, que a estabiliza no citoplasma e
reprime a sua translocacdo. (KIKUCHI et al., 2000). Por uma via ndo-candnica, a via
Whnt estabelece crosstalk com a via Sonic Hedgehog e ambas podem ser moduladas
negativamente por GSK3-B. Foi demonstrado, em cancer de endométrio, que GSK3-

B regula a ligagéao fisica que B-catenina faz com Gli1 formando um complexo neste
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tipo de tumor (LIAO et al., 2009). O controle negativo da proteina GSK3[ sobre as
duas vias é através da fosforilagdo de Gli1 e B-catenina que sofrem degradacéo
proteossomal (Figura 5) (NOUBISSI et al., 2009; ROSSI et al., 2011; ZINKE et al.,
2015). Por outro lado, a proteina GSK pode fosforilar SUFU, permitindo a liberacao
de SUFU de Gli; e consequentemente, levando a ativagao da via Shh (CARBALLO
et al., 2018; TAKENAKA et al., 2007).
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Figura 5. GSK-3B, uma quinase multifuncional que atua em diversas vias de sinalizagdo que
regulam o destino celular. A fosforilagdo no sitio Tyr-216 aumenta a atividade de GSK-38, que
fosforila alvos como B-catenin, a qual é degradada pelo sistema ubiquitina-proteassomo; reduz a
sintese de glicogénio inativando a enzima glicogénio sintase; reduz a sintese de proteinas inativando
elF2B. A atividade enzimatica de GSK-33 pode ser atenuada pela fosforilagdo no sitio Ser-9, que
estabiliza e acumula B-catenina citoplasmatica, a qual migra para o nucleo onde regula a expressao
génica. GSK-3f também controla o ciclo celular pela fosforilagdo de ciclina D1

(Desenho esquematico de Moleri AB).

1.3.2 Interacao da via Sonic Hedgehog com a via EGFR

Apesar do ligante Shh constituir o mecanismo basico de ativagao canbnica da
via Shh em tecidos embrionarios, ja foi descrito que essa ativagdo pode ser mediada
pela via EGFR em tumores malignos. Estudos demonstraram que em células
tumorais, as proteinas AKT e MEK (componentes na via EGFR) foram capazes de
influenciar a translocagcdo de Gli1 para o nucleo, possibilitando a sua acgao
transcricional (RIOBO et al., 2006; SCHINIDAR et al., 2009) (Figura 5). O fator de
crescimento epidermal (EGF), ao se ligar ao receptor de membrana EGFR, ativa
uma cascata de transducdo de sinais que modela o crescimento celular (CITRI e
YARDEN, 2006; YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001). Ap6s essa ligacéo, o receptor

sofre dimerizagdo ativando diferentes cascatas de sinalizagdo: Ras-Raf-MAPK,



PIBK-PTEN-AKT-mTOR e STAT. Alteracdes nesta via de sinalizagdo estao
associadas a potencial replicativo ilimitado, sobrevivéncia, angiogénese e potencial
metastatico (BIANCO et al., 2007; BOSSI et al., 2016). Varios estudos demonstram
que a hiperexpressao de EGFR esta correlacionada com baixa sobrevivéncia, maior
risco de recorréncia, estadiamento avancado e maior risco de metastase em
diferentes tipos de cancer (YARDEN e SLIWKOWSKI, 2001; BIANCO et al., 2007;
ROBERTS e DER, 2009).

1.4 A importancia da via Sonic Hedgehog em carcinoma de células escamosas

oral

Durante a embriogénese na caviade oral, a via Shh controla a proliferacao,
diferenciagdo e polaridade das células do epitélio do 6rgdo do esmalte, e
consequentemente, a prépria morfogénese do 6rgao dentario (GRITLI-LINDE et al.,
2001). Entretanto, a desregulacdo da sinalizacdo de hedgehog esta implicada na
tumorigénese de varios tecidos, inclusive na cavidade oral. Embora os mecanismos
que regulam a expressdao dos genes que sinalizam Shh n&do estejam bem-
compreendidos, os niveis de GLI-1 e PTCH-1 parecem estar aumentados no cancer.

Estudos recentes mostram a associagao entre a expressdo dos principais
componentes da via Shh com o desenvolvimento do CCEO, enfatizando
especialmente o envolvimento desta via de sinalizagdo com a presenca de
metastases regionais, recidiva do tumor (FAN et al., 2014, HUAITONG et al., 2017,
WANG et al., 2012,) e prognéstico desfavoravel (WANG et al., 2012). Yan et al., em
2011 examinaram 136 amostras de pacientes com CCEO por imuno-histoquimica e
correlacionaram a expressao de Gli1 e Gli2 com os parametros clinicopatologicos e
desfechos clinicos dos pacientes. Foram utilizados GANT e ciclopamina, inibidores
da via Shh, para testar a participagcao da via no desenvolvimento do tumor. O estudo
mostrou que Gli2 foi expresso em 60 das 136 amostras de CCEO estando
significativamente associado a resultados clinicos desfavoraveis como baixa
sobrevida de 5 anos. A inibicdo da expressao de Gli retardou o crescimento celular,
aumentou a apoptose e inibiu a migragao de células malignas (YAN et al., 2011).

Além dos aspectos anteriormente citados, vale ressaltar a importéncia da
angiogénese, que representa um processo fundamental para o desenvolvimento
tumoral por fornecer aporte nutricional as células neoplasicas proliferantes e
estabelecer condi¢cdes favoraveis a disseminagdo metastatica (VISANI et al., 2015).
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Huaitong et al. conduziram um estudo para investigar a importancia da via Sonic
Hedgehog na angiogénese em CCEO. A analise de Shh e Gli1 foi analisada em
tumores primarios e linfonodos metastaticos em amostras de 80 pacientes. Os
resultados mostraram que microvesiculas sao liberadas por células de cancer bucal
aumentando a angiogénese das células endoteliais através da via de sinalizagcédo
Shh. Mais uma vez, a expressao de Shh foi associada positivamente com o estagio
TNM, recidiva tumoral e metastase linfonodal (HUAITONG et al., 2017). Apesar da
importadncia da via Shh na carcinogénese oral, os mecanismos moleculares
envolvidos na ativacdo ainda ndo foram bem estabelecidos. Por exemplo, mutagao
em Patched ja foi observada em linhagens de CCEO (MICHIMUKAI et al., 2001) e a
presenca de metilagdo em genes inibidores de Gli1, com consequente aumento na
expressao deste gene, ja foi descrita em linhagens de CCE, podendo contribuir para
a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e subsequente aumento na motilidade
celular e invasao (PALUSZCZAK et al., 2017).

No campo da epigenética, uma dezena de estudos vem descrevendo a relagao
dos microRNAs (miRNAs) com a via Shh em diferentes tipos de cancer como nos
meduloblastomas (UZIEL et al., 2009) e glioblastomas (FAREH et al., 2012; FAREH
et al., 2017). No entanto, ndo existe até o momento nenhum estudo que avalie
simultaneamente a expressao dos componentes da via Shh e de miRNAs no CCEO.

1.5. A via Sonic Hedgehog e os miRNAs

1.5.1 miRNAs, os RNAS nao condificantes

Os miRNAs fazem parte de uma grande familia de pequenos RNAs, contendo
de 18-22 nucleotideos que nao codificam proteinas. Mas de fato, os miRNAs fazem
parte de uma superfamilia de RNAs nao codificantes, alguns com mais de 1000
nucleotideos. Este conjunto de RNAs nao codificantes, incluidos os miRNAs,
representam uma importante avenida de estudo do controle da expressao génica,
pois a principal funcao é regular os genes, silenciando-os, pela inibicdo do RNA
mensageiro do gene-alvo e consequentemente impedindo a formag&o de proteina
(Figura 6). Até o momento, mais de 38.589 sequéncias de miRNAs em mais de 271

diferentes organismos ja foram catalogados no miRBase (http://www.mirbase.org).
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1.5.2 miRNAs e tumores

Em lesdes tumorais, os miRNAs podem estar envolvidos na expressdo dos
genes que participam no ciclo celular, no controle da proliferacao celular, apoptose,
angiogénese, resposta imune, invasdo tumoral e metastase e instabilidade genémica
de células malignas (VISANI et al., 2015) podendo ser considerados como
oncogénicos ou supressores tumorais. Um miRNA com atividade oncogénica
promove a formagdo tumoral pela inibicdo de genes supressores de tumor e/ou
genes que controlam a diferenciagdo celular ou apoptose. Por outro lado, os
mMiRNAs supressores de tumor previnem a formagao tumoral através da inibicao de
oncogenes (HAMMOND et al., 2006).
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Figura 6. Biogénese dos miRNAs. A biogénese dos miRNAs inclui sua transcrigdo no nucleo celular,
exportacao para o citoplasma e subsequente processamento e maturagdo. Na maioria dos casos, a
transcrigdo dos genes miRNAs é mediada pela RNA polimerase Il. Os nucleotideos dos transcritos
primarios dos miRNAs (pri-miRNA) formam estruturas secundarias, como as regides “stem”, em que
dois segmentos de RNA com bases complementares sao pareados, e as regides “loop”, nas quais 0s
pares de bases ndo sao complementares, constituindo, assim, algas circulares. No nucleo, os pri-
mMiRNA s&o processados por um complexo que inclui Drosha e uma proteina de ligacdao de RNA de
dupla fita. A estrutura resultante, designada miRNA precursor (pre-miRNA), é exportada para o
citoplasma.No citoplasma, os pre-miRNAs sao processados por Dicer, que remove a alga na estrutura
stem-loop, resultando na formacado de um duplex de RNA. Este duplex de RNA é incorporado ao
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), no qual as duas fitas de RNA sdo separadas.
Uma destas fitas permanece associada ao RISC e constitui o miRNA maduro, ao passo que a fita
complementar sofre degradacdo (BOBBILI et al., 2017; BRZUZAN et al., Discovering the Role of
MiRNAs in Microcystin-Induced Toxicity in Fish By Pawet Brzuzan, Maciej Wozny, Lidia Wolihska and
Michat K. tuczynski DOI: 10.5772/52204),

Do ponto de vista terapéutico, os miRNAs se apresentam como moléculas-alvo
importantes, pois nos casos em que apresentam expressdo reduzida, a re-

introducéo através de mimicos de miRNAs pode restaurar a correta modulagcdo de
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genes-alvo e para os miRNAs cuja expressao esta aumentada, a estratégia seria a
inibigdo destas moléculas com o uso de anti-miRNAs (COURTHOD et al., 2014).
Inameros miRNAs estdo em fases de ensaios pré-clinicos e clinicos, contudo, o perfil
de seguranca e eficacia so6 podera ser definido apds estudos clinicos adicionais a
longo prazo, a fim de identificar eventuais efeitos adversos (YU et al.,, 2017). Os
miRNAs tém sido apontados como possiveis marcadores para o diagndstico,
preditores para resposta a terapias ou de metastases e também como marcadores
de progndstico (TEOH e DAS, 2017).

Diversos trabalhos tém associado os miRNAs com a via Shh. Para citar alguns,
a atuacao supressora de miR-7-5p, inibe a proliferagcado celular, migracado e EMT em
cancer de bexiga (LIU et al., 2018); a baixa expressao de miR-466f-3p, um inibidor
da via Shh esta associada com a sustentacao do fenétipo EMT em células- tronco de
meduloblatoma (Besharat et al., 2018); a diminuicdo de miR-324, um inibidor de Gli1
e SMO, esta associada a um pior progndstico levando a redugao da sobrevivéncia e
crescimento das células tumorais em mieloma (TANG et al., 2018).

A maioria dos estudos envolvendo a via Shh e os miRNAs foi desenvolvida em
meduloblatomas (VISANI et al., 2015) (Figura 7). A expressdo dos oncogenes que
compdem o cluster miR-17/92 (miR-17, miR-19a, miR- 20 e miR-92) resulta em
eventos tumorigénicos durante o desenvolvimento do meduloblastoma através da
ativagdo da via Shh e c- Myc (UZIEL et al., 2009; NORTHCOTT et al., 2009).
Estudos realizados por Ferreti et al. (2008) mostraram que a diminuicdo de
miR-125b, miR-326 e miR-324-5p provocou estimulos proliferativos em
meduloblastoma. Além desses, miR-214 estd aumentado em meduloblastomas
inibindo a atividade de SUFU e, portanto, ativando a via Shh (FERRETI et al., 2008;
FERRETI et al., 2009)



> Genes alvos

Figura 7. Controle da via Shh por miRNAs em meduloblastomas. A desregulacao de varios
mMiRNAS em meduloblastoma suportam o status ativo desta via oncogénica. A diminuicdo da
expressdo de miR-324-5p, miR-326 e miR-125b leva ao aumento de expressao de Smo e Gli. Por
outro lado, o aumento de expressdo de miR-214 pode inibir SUFU, causando a liberagao de Gli. O
aumento na expressdo de Myc esta correlacionado com a superexpressédo do cluster oncogénico
miR-17/92. Shh: Sonic Hedgehog, PTCH: Patched Gene Shh Receptor, SMO: Transmembrane
Protein Smoothened, SUFU: Suppressor of Fused. As setas azuis indicam o padrao de expressao de
miRNAs no meduloblastoma (seta para cima = superexpresso, seta para baixo= hipoexpresso).
Fonte: Visani et al. in Int J Brain Disord Treat 2015

1.5.3 miR-17-5p

Estudos tém mostrado a atuagdo de alguns miRNAs como oncomiRs em
casos de cancer. O cluster miRNA-17-92 foi o primeiro oncomiR descrito, sendo que
um de seus membros, miR-17-5p, também esta relacionado com o envelhecimento e
sua hiperexpressdo pode prolongar a vida. O locus do cluster miR-17-92 esta
localizado no cromossomo 13 no gene MIR17HG nao codificador de proteinas. Os
transcritos do cluster miR-17-92 incluem seis miRNAs: miR-17-5p, miR-18a, miR-
19a, miR-19b, miR-20 e miR-92a, sendo que miR-17 e MmiR-20 possuem a mesma
seed sequence (regido de ligacdo do miRNA ao RNA mensageiro) (CONCEPCION
etal., 2012) (Figura 8).
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Figura 8. Descrigcédo do cluster miR-17-92.a. Representacdo esqueméatica dos membros do cluster
da familia miR-17~92. b. Os mMiIRNAS que compartiham as mesmas seed sequences estdo
representados em caixas da mesma cor. As seed sequences encontram-se em negrito. Fonte:
Conception et al. In Cancer J. (2012) (Adaptada).

Diversos fatores de transcricao estdo envolvidos na ativagcao transcricional do
cluster miR-17-92, destacando-se MYC, MYCN e E2F. Myc € um importante proto-
oncogene e regula 10-15% dos genes do genoma humano envolvidos em diversas
funcdes, incluindo ciclo celular, apoptose, metabolismo e sintese de macromoléculas
(DANG et al., 1999; DANG et al., 2012; O'DONNELL et al., 2005).

Evidéncias indicam que miR-17-5p € um oncomir. A transcricdo de importantes
genes que participam no checkpoint G1/S do cliclo celular pode ser inibida por
miR-17-5p aumentando a taxa de proliferagcdo celular (CLOONAN et al., 2008)
(Figura 9). Dentre os alvos de miR-17-5p estdo os inibidores de proliferacdo, como
MAPKS9 e os promotores de proliferagdo como MYCN. Por outro lado, em tumores
de mama, miR-17-5p pode estimular células T, suprimindo o crescimento tumoral (LI

et al., 2014) e inibindo metastases (FAN et al., 2014).
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Figura 9. Desenho esquematico mostrando a ativagdo de miR-17-5p. c-Myc ativa miR-17-5p
desencadeando a migragao e proliferagao celular. Importantes fatores de transcrigdo sao inibidos por
miR-17-5p, sendo PTEN (via p38 MAPK) e E2F1 (via PI3K-AKT) os mais estudados (BOBILLI et
al.,2017).



1.5.4 miR-324-5p

O locus do miR-324-5p esta no cromossomo 17p13.1. Os miR-324-5p e miR-324-3p
sdo gerados a partir do mesmo RNA hairpin, porém com fungdes diferentes em
relacdo aos genes-alvo e niveis de expressao. Frequentemente, estdo hiper-
expressos ou hipo-expressos dependendo do tipo de cancer (KUO et al., 2016).

A sinalizagdo Shh controla o desenvolvimento de células granulares no
cerebelo e a alteracao desta via leva a transformagao neoplasica e desenvolvimento
de meduloblastomas. Dentre os muitos estudos sobre a via Shh, que ja
estabeleceram claramente a associacdo desta via com o desenvolvimento de
meduloblastomas, cresce o numero de trabalhos avaliando a participacdo dos
miRNAs neste processo de malignizagdo. Em 2008, Ferreti et al. identificaram o
miR-324-5p como supressor de Smo, o ativador da via Shh, e também
reconheceram como alvo o fator de transcricdo Gli1. Esses achados identificam um
novo circuito regulatério da sinalizagdo Shh e sugerem que a desregulagdo de
miRNAs especificos provoca a sua ativagdo aberrante, sustentando o
desenvolvimento do cancer (FERRETI et al., 2008).

Ha evidéncias de que miR-324-5p desempenhe um papel essencial na
progressdo do carcinoma hepatocelular, um tumor altamente metastatico (CAO et
al.,, 2015). Em uma investigagdo com linhagens celulares e tecidos deste tipo de
tumor, observou-se que miR-324-5p estava negativamente regulado. Neste estudo a
inibicdo de miR-324-5p promoveu a invasdo das ceélulas malignas. Além disso,
verificou-se que a metaloproteinase de matriz 2 (MMP2) e a MMP9, os principais
reguladores da degradacado da matriz extracelular, um mecanismo essencial para a
invasédo e metastase, estavam reguladas positivamente pelo inibidor de miR-324-5p.
Como resultado, o estudo mostrou que miR-324-5p suprime a invasao de células em
carcinoma hepatocelular. De forma semelhante, a hiper-expressdo de miR-324-5p
suprimiu o crescimento e invasao de células de cancer de mama e reduziu o
crescimento e capacidade invasiva em ceélulas de cancer colorretal (KUO et al.,
2016)

De forma contraria, o0 miRNA-324-5p foi descrito como oncogene em outros
tipos de cancer. Este miRNA foi associado ao consumo de alcool em pacientes com
cancer colorretal (MULLANY et al., 2017) Recentemente, a expressdo aumentada
de miR-324-5p foi detectada em exossomos isolados do plasma sanguineo de
pacientes com cancer de prostata (PANIGRAHI et al., 2018).
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1.5.5 miR-214-5p

Este miRNA com localizacdo cromossbmica 1q24.3 é extensamente
estudado nos mais diferentes tipos de canceres, mas muito pouco estudado no
CCEO. O miRNA-214 esta relacionado com importantes fungdes bioldgicas, tais
como diferentes fungdes celulares, desenvolvimento tecidual, hemostase tecidual e
patogénese de doengas. Especificamente, miR-214 pode mediar a miogénese de
musculos esqueléticos, proliferagcdo de células de parede vascular, migracdo e
diferenciag¢ao. Ja foi demonstrado que miR-214-5p esta relacionado com estresse
oxidativo induzido pelo alcool em modelos animais (DONG et al., 2014). MiR-214
também modula a funcdo de osteoblastos através de vias moleculares especificas
além de varios genes relacionados com osteoblastos. A expressdo desregulada de
miR-214, portanto, estd associada com condigdes Osseas patoldgicas diversas,
inclusive malignidades e metastase 6ssea osteolitica do cancer de mama (SUN et
al., 2018). Entretanto, a funcdo deste miRNA no desenvolvimento e tratamento do
cancer de mama permanece incerto e a literatura tem mostrado a hipo-expressao de
miR-214 em linhagens de células de céncer de mama, indicando uma atividade
supressora tumoral (ZHANG et al., 2016).

Interessados em investigar a atuagdo de miR-214 em células de cancer de
célon humano, Wojcicka e colaboradores realizaram uma pesquisa para avaliar
proliferagao celular, invasao e apoptose. Foram realizados o ensaio de viabilidade
celular MTT, e o método TUNEL para detectar fragmentacdo de DNA resultante de
cascatas de sinalizacdo apoptéticas. A baixa expressao do miR-214 foi encontrada
no cancer de colon, indicando que o0 miR-214 € um supressor de cancer se opondo
ao inicio e progressao deste tumor. Portanto, o0 miR-214 pode promover a apoptose
das células de cancer de célon, inibindo sua proliferagéo e invasdo (WOJCICKA et
al., 2014).

A hiperexpressdo de miR-214-5p foi observada em uma linhagem de CCEO
resistente ao tratamento com cisplatina, quando comparada com outra linhagem de
CCEO nao resistente. A transfeccdo de anti-miR-214 nestas células de CCEO
resistentes resultou em inibicdo do crescimento celular com reduzidas doses de
cisplatina, ou seja, aumentou a sensibilidade destas células a quimioterapia. Apesar
do mecanismo de quimiorresisténcia induzida por miR-214 ser desconhecido, este
pode estar relacionado com a inibicdo de PTEN e ativacao da via AKT (YANG et al.,



2008; YU et al.,, 2010). Em outro estudo, Scapoli et al. (2010) demonstraram o
aumento de expressdao de miR-214, utilizando microarrays em amostras de
pacientes portadores de CCEO. A hiper-expressdao de miR-214-5p também foi
demonstrada em meduloblastomas em trabalhos que mostraram este mMIRNA
inibindo SUFU, um desativador da via Shh (FERRETI et al 2008; FERRETI et al.,
2009)
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2 JUSTIFICATIVA

O CCEO é o tumor maligno mais comum da cavidade oral, com elevado indice
de morbidade e mortalidade. Apesar das modalidades multiterapéuticas, a sobrevida
geral do CCEO nao tem melhorado muito nas ultimas décadas e uma das principais
causas de insucesso no tratamento é o desenvolvimento de recidivas e metastases.
A maioria dos pacientes com CCEO sdo diagnosticados em fases tardias e
apresentam metastase regional para a cadeia linfatica no momento do diagndstico,
implicando em pior prognostico com a taxa de sobrevida de 5 anos em apenas 42 %
dos casos. A explicagao para este fato pode estar na heterogeneidade do tumor que
se desenvolve por desregulagdes tanto genéticas, quanto epigenéticas. A
participacdo da via embrionaria Sonic Hedgehog tem sido descrita no CCEO e, o
principal fator de transcricdo Gli1, associado ao mecanismo de invasdo e metastase
neste tipo de tumor (FAN et al., 2014). Entretanto, a acéo e influéncia dos miRNAs
sobre a via Shh no CCEO ainda permanece por ser elucidada.

O que se pretendeu com este estudo foi avaliar o nivel de expressao de Gli1 e
de miRNAs que ja estdo envolvidos com a via Shh, como miR-17-5p, miR-324-5p e
miR-214-5p e correlacionar com aspectos clinicopatolégicos dos pacientes com
CCEO.

O tema é de extrema relevancia e novas informag¢dées podem contribuir com a
identificacdo de biomarcadores que possam ser utilizados no diagndéstico precoce de
pacientes que sofrem com a doengca em todo o mundo. A identificacdo de novos
marcadores e vias podem acrescentar outros paradmetros para uma classifcagao
molecular mais robusta e consistente para o uso clinico. Isso ira contribuir com a
elaboracao de protocolos homogéneos para o tratamento do CCEO e, portanto,

melhor enfretamento da doenga ao apontar novos alvos terapéuticos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Este projeto teve por objetivo analisar o nivel de expressdo de Gli1 e de
miRNAs relacionados com a via Shh, em pacientes diagnosticados com CCEO entre
2016 e 2017 na Clinica de Estomatologia da Unigranrio comparados com pacientes

portadores de mucosa clinicamente saudavel.

3.2 Objetivos especificos

1. Fazer uma analise retrospectiva dos prontuarios dos pacientes com CCEO
diagnosticados na Clinica de Estomatologia da Unigranrio no periodo de 2006
a 2016 com a finalidade de tracar o perfil epidemiolégico desta populagéo.

2. Realizar um estudo observacional analitico voltado para as analises
histopatologicas e moleculares em amostras de CCEO dos pacientes
diagnosticados na Clinica de Estomatologia da Unigranrio no periodo de 2016
a 2018;

3. Avaliar por imuno-histoquimica e imunofluorescéncia a proteina Gli1 nas
amostras de CCEO;

4. Avaliar o nivel de expressao dos miR-17-5p, miR-314-5p e miR-214-5p no
CCEO em comparagao com a mucosa oral clinicamente saudavel por PCR
quantitativa (QPCR);

5. Correlacionar os aspectos clinicopatolégicos dos pacientes com CCEO, com

os dados histoquimicos e moleculares encontrados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagao de estudo

Primeiramente foi realizado um estudo retrospectivo dos pacientes atendidos
na Clinica de Estomatologia da Universidade do Grande Rio-Professor José de
Souza Herdy- UNIGRANRIO entre janeiro de 2006 e janeiro de 2016 com revisao de
prontuarios a fim de se tracar o perfil de pacientes portadores de CCEO atendidos
neste servigo. Dentre os 6.527 pacientes com lesdes orais examinados, 2.429 foram
biopsiados. Foram diagnosticados 315 pacientes com CCEO, representando 4,8%
de todos os individuos examinados no periodo. Os prontuarios dos pacientes com
laudo histopatolégico conclusivo de carcinoma de células escamosas oral foram
revisados.

As variaveis analisadas neste estudo referem-se aos dados s6cio-demograficos
dos pacientes como género, idade, etnia e estado civil. Os demais dados coletados
incluiram os habitos viciosos do uso do tabaco e do alcool. Em relagdo aos dados
clinicos, foram avaliadas as caracteristicas dos tumores quanto a localizagao
anatbmica, tamanho, presenca de metastases para linfonodos regionais e, em
relagdo aos dados patoldgicos, foi considerada a diferenciagdo dos tumores nos
laudos anexados as fichas clinicas.

Na segunda etapa do estudo, para a realizagdo dos estudos moleculares foram
coletadas 20 amostras teciduais dos pacientes atendidos na Clinica de
Estomatologia da Unigranrio com diagnostico clinico de CCEO no periodo de 2016 a
2018. O espécime tecidual, contendo parte de mucosa adjacente ao tumor e tecido
tumoral foi removido por bidpsia incisional com aproximadamente 1,5 cm de
didmetro e seccionado em dois fragmentos. Um fragmento com aproximadamente
1,0 cm foi acondicionado em formaldeido tamponado a 10% e encaminhado para
exame histopatoldgico para confirmacgéao diagndstica. O fragmento restante, somente
com tecido tumoral, foi acondicionado em tubo de microcentrifuga contendo RNA
Later® (Thermofisher Scientific- Waltham, Massachusetts, E.U.A.) e armazenado em
freezer a — 80°C para as analises moleculares. De acordo com os critérios de
exclusdo estabelecidos, foram desprezadas as amostras de pacientes com lesdes
localizadas no vermelhdo do labio e com diagndstico prévio de CCEO, lesbes
metastaticas, carcinomas verrucoso e de glandulas salivares e pacientes com
historia prévia de quimioterapia e radioterapia. Para compor o grupo de pacientes

normais foram obtidas 20 amostras de mucosa clinicamente saudavel de pessoas



sem histéria de consumo de alcool e tabaco, na Clinica de Periodontia durante
cirurgias pré-protéticas. Seguiu-se o0 mesmo protocolo das amostras de CCEO com
acondicionamento em RNA Later e estocagem a -80°C.

As variaveis analisadas nas 20 amostras que foram submetidas a avaliagao
molecular e histopatoldgica incluiram os dados demograficos dos pacientes (género,
idade e etnia), presenca de habitos viciosos, (uso do tabaco e do alcool), localizagao
anatbmica, estadiamento tumoral | a IV realizados de acordo com o sistema TNM
(Anexo 1V) e tempo de sobrevida de 2 anos (INCA, 2004) que foi obtido mediante
contatos dos pesquisadores com o paciente por telefone e grau de diferenciacéo
diferenciagao histopatolégica segundo o preconizado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (BARNES et al., 2005).

A utilizacdo das amostras foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unigranrio e recebeu aprovagao (n° do parecer 1.753.632) (ANEXO I). Os dados da
populagdo foram levantados através de questionarios aplicados e o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi devidamente assinado por todos os
pacientes (ANEXO II)

4.2 Analises histopatolégicas

4.2.1 Diagnéstico e histopatologia do carcinoma de células escamosas oral

As analises histopatolégicas foram realizadas no Laboratério de
Biotecnologia Aplicada (LABA) da Universidade Federal Fluminense (UFF). Todo o
material coletado foi imediatamente fixado, bloqueando os sistemas enzimaticos
capazes de provocar a destruicdo do tecido. Uma vez fixado, o fragmento de tecido
foi submetido ao processamento histologico, que compreende as etapas de
desidratacao, diafanizagdo e impregnacéo. Nessas etapas, toda a agua do tecido é
retirada deixando espacos vazios que devem, na sequéncia, ser preenchidos pela
parafina. Seguiu-se o acondicionado do material em blocos de parafina que os
mantiveram conservados permitindo a execugao de cortes histologicos. Estes cortes
sdo corados com H&E e montados em laminas histolégicas para a observagao ao
microscopio optico. A analise histopatolégica dos tumores foi realizada
individualmente por dois examinadores, utilizando-se um microscopio de luz, sendo
os pontos de discordancia entre estes reavaliados e estabelecidos por um consenso.

A classificagdo histopatoldégica de malignidade proposta pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (BARNES et al., 2005) foi utilizada para analisar a
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diferenciagao histolégica dos tumores. As lesdes foram divididas em trés categorias
de acordo com o grau de diferenciagao celular. Os CCEs com arquitetura tecidual
semelhante ao padrao normal do epitélio escamoso de recobrimento da cavidade
oral foram considerados bem-diferenciados. No grupo de tumores pouco
diferenciados foi considerado o predominio de células imaturas, numerosas figuras
de mitoses tipicas e atipicas com ceratinizacdo minima. De forma intermediaria, no
padrao moderadamente diferenciado, foram incluidos os tumores com menor
ceratininizagdo em relagao ao padrdao bem-diferenciado e o grau de pleomorfismo
nuclear com atividades de mitose menos frequentes do que no padrdo pouco

diferenciado.

4.2.2 Analise de Gli1 por imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi realizada em 15 amostras de CCEO, que
ainda estavam disponiveis no arquivo do laboratério de histopatologia e em mucosa
normal adjacente ao tumor para a proteina Gli1. A técnica de Imuno-Histoquimica
(IHQ) foi realizada em dois dias consecutivos. As Iaminas comerciais, previamente
tratadas com cargas (ImmunoSlide- Easy Path Diagndsticos - Indaiatuba, Sao Paulo,
Brasil) contendo cortes de trés micrometros foram imersas em 3 banhos de cinco
minutos em xilol, seguidos de banhos rapidos em alcool 100%, 90%, 80% e 70%. O
excesso de alcool foi retirado em agua corrente por trés minutos. A recuperagéo
antigénica foi realizada em Tampao Trilogy (Cell Marque - Rocklin, Califérnia, EUA),
a temperatura de 98°C, utilizando-se o processo a vapor, por 30 minutos. O bloqueio
de peroxidase e o bloqueio de proteina foram feitos utilizando o kit NovoLink Max
Polymer Detection, (Leica Microsystems - Wetzlar, Alemanha), por 5 minutos cada. A
incubagdo com o anticorpo primario policlonal de coelho, anti-Gli-1, (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, E.U.A.), a diluicdo de 1:50, foi realizada overnight na
geladeira. Utilizou-se também controle positivo (célon) para validar a reagdo. No
segundo dia de técnica, as ldaminas foram incubadas com o anticorpo pds-primario e
com o polimero (Novolink), ambos por 30 minutos. Para a revelagcéo da reacéao foi
utilizado o cromoégeno 3'-diaminobenzidina (DAB), por 5 minutos. A contra -coloragao
foi feita com a hematoxilina, por 30 segundos. Utilizou-se o DAB e o kit Novolink e a
Hematoxilina de Harris. Apdés a remog¢ao do excesso de hematoxilina em agua
corrente, as laminas foram imersas em banhos de 70%, 80%, 90%, 100% e xilol. A

montagem das laminas com as laminulas foi realizada com balsamo do Canada.



Os cortes histolégicos foram examinados ao microscopio de luz por dois
patologistas independentes. A presenga de areas acastanhadas nas células tumorais
em locais de alvo antigénico, nuclear e/ou citoplasmatica, foi considerada
imunorreatividade positiva. O controle positivo foi realizado em carcinoma de célon.
Como as amostras foram obtidas de fragmentos de bidpsia realizadas em periodos
diferentes, e, portanto, sujeitas a inumeras variacbes entre si, a intensidade da
coloracéo nao foi considerada neste estudo. Uma abordagem semi-quantitativa para
a avaliagao dos cortes histolégicos foi estabelecida utilizando escores com base na
proporcao de células tumorais coradas da seguinte forma: 0 quando negativo, 1 se
<25%, 2 se 25%-50%, 3 se 50%-75%, 4 se >75%.

4.2.3 Analise da expressao de Gli1 por Imunofluorescéncia

Os componentes da via SHH foram avaliados por imunofluorescéncia em trés
amostras de CCEO. As amostras foram processadas de acordo com o método
standard para imunofluorescéncia, seguindo os protocolos de reagdes utilizados no
Instituto Estadual do Cérebro (IEC) para os anticorpos GLI e Citoqueratina. A
recuperacao antigénica para marcagao imuno-histoquimica dos anticorpos foi
realizada por meio de incubacido dos espécimes em solugdo tampéao citrato 10mM
pH6,0 usando uma panela de pressao como fonte geradora de calor umido. Os
espécimes foram incubados com os anticorpos primarios policlonais de coelho e
camundongo GLI1 (cat#AB3444) (Millipore - Burlington, Massachusetts, USA and
Cytokeratin) e Citoqueratina Cocktail (AE1 & AE3) (Abcam - Cambridge, MA, USA)
na diluicdo de 1:500 para GLI e 1:50 para Citoqueratina. Apés a reagao com
anticorpos primarios, as células foram incubadas por duas horas a temperatura
ambiente com o0s seguintes anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488 ou 546
(Molecular Probes, 1:1000, 488; 1:500, 546). Os nucleos foram corados com 4’,6-
Diamidino- 2-phenylindole dihydrochloride (DAPI, cat# 28718-90-3) (Sigma-
Germany). As laminas foram montadas com laminulas de vidro em meio de
montagem (Faramount Aqueous Mounting Medium, Dako Corporation) e a
observacao foi realizada no microscoépio confocal invertido DMi8- Leica®.

4.2.4 Analise pelo Acido Periédico de Schiff

Os cortes tratados pelo Acido Periédico de Schiff (PAS) foram inicialmente

desparafinados e hidratados. Em seguida a oxidagdo em acido periédico a 0,5% foi
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feita por 15 minutos. Os cortes foram lavados em agua corrente por 5 minutos,
enxaguados em agua destilada por 3 vezes e corados em Reativo de Schiff por 30
minutos. Apds a coloragado, permaneceram em agua corrente por 5 minutos e foram
contra-corados com Hematoxilina de Harris por 5 segundos. Por fim, apés uma nova
lavagem por 5 minutos em 4&gua corrente, os cortes foram desidratados,

diafanizados e montados em Balsamo do Canada.
4.3 Analise dos miRNAs
4.3.1 Selegao dos miRNAs candidatos

O principal critério para selegao dos miRNAs candidatos foi buscar aqueles
ja descritos na literatura associados com a via Shh (Ferreti et al., 2008; Ferreti et al.,
2009; Visani et al., 2015). Para a confirmargao da escolha dos melhores candidatos
foi realizada uma pesquisa nos bancos de dados de miRNAs (MicroRNA.org, Diana
Tools e miRBase) para a confirmagdo dos genes —alvo e vias moleculares
envolvidas. Considerando os critérios estabelecidos, foram selecionados os
miRNAs: miR-17-5p, miR-324-5p e miR-214- 5p. Os sites pesquisados sao

relacionados a seguir:

a. MicroRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/home.do);

b. DIANA TOOLS (http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php);

c. miRBase (http://www.mirbase.org/).

4.3.2 Avaliacao do nivel de expressao dos miRNAs por qPCR

Extracdo do RNA das amostras

A extracdo dos RNAs das amostras de tecido foi realizada pelo método do
Trizol (Thermo fisher Scientific, Waltan, MA, USA), segundo recomendagdes do
fabricante. Resumidamente, as amostras foram homogeneizadas com 800uL de
trizol e 1,0uL de glicogénio (20ug/puL) e em seguida, incubadas por 5 min a
temperatura ambiente. Apds esta incubacado adicionou-se 160uL de cloroféormio e
logo apdés as amostras foram centrifugadas por 5 min para separar as fases. Foi

realizada a transferéncia da fase superior para um novo tubo. Os RNAs foram entao


http://www.microrna.org/microrna/home.do
http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php
http://www.mirbase.org/

precipitados através da adicdo de 0,7 volumes de isopropanol gelado seguido de
incubacgéo a 20°C, overnight. 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 500yl
de etanol a 70%. O pellet secou em temperatura ambiente por 30 minutos e foi
ressuspendido em 15ul de agua livre de RNAase. Apos a extragéo, todos os RNAs
obtidos foram quantificados no espectrofotometro (Denovix DS-11, Wilmington,
E.UA.).

Sintese de cDNAs

A primeira etapa das analises de expressdao dos miRNAs envolveu a
confecgao dos cDNAs das amostras para os miR-324-5p, miR-214-5p e miR-17-5p e
o enddégeno RNUA48. Para isto utilizamos o kit MicroRNA Reverse Transcription
(Thermo fisher Scientific, Waltan, MA, USA) e ensaios de miRNAs baseados no
sistema Tagman. Para a confecgdo dos cDNAs dos miRNAs foram necessarios
0.15uL de dNTPs, 1uL de Multiscribe™ RT enzyme (50 U/ yL), 1.5uL de Buffer 10X,
0.19uL de RNase inhibitor (20U/ pL), 4.6uL de agua, 3uL de primer (hsa-miR-324-5p
cat# 00539, hsa-miR-214-5p cat# 02293, hsa-miR-17-5p cat#02308 e RNUA48
cat#001006) e 150 ng de amostra total. As condigbes para a amplificacdo foram:
16°C por 30min, 42°C por 30 min, 85°C por 5 min.

Reacdo de qPCR

Para a avaliacdo da expressao dos miRNAs utilizamos o Sistema Tagman
que consiste na utilizacao de 1 par de primers e uma sonda especifica para cada
miRNA. Todas as reacbes foram realizadas em triplicata, com a presenca de um
controle negativo. O volume total foi de 20 uL para cada replicata, e consistiu na
aplicacao de 1,33 pL de produto de cDNA (amostras), 10uL de TagMan® Master Mix
Il (Thermo fisher Scientific, Waltan, MA, USA) e 1 yL de TagMan® Small RNA Assay
e 7.67 uL de agua. As reagdes foram realizadas no aparelho QuantStudio 7 (Thermo
fisher Scientific, Waltan, MA, USA) e as condi¢des para a amplificagao foram: 50°C
por 2min, 95°C por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min. A
andlise da expressdao dos miRNAs obedeceu ao método do 2-AACq (Livak e
Schmittgen, 2001). O método do 2-AACq ou método comparativo de Cq € uma
equagao matematica onde as mudangas na expressdo génica sido calculadas
baseadas nas diferengas entre as amostras calibradoras (normais) e as

experimentais (tumorais), normalizadas por uma referéncia. Vale destacar que o
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valor inferido a ACq equivale a diferencga entre o valor da média dos Cqgs do gene de
interesse e a média dos Cqs do gene normalizador. Ja o calculo da féormula AACq
envolve a subtracdo entre o valor de ACq para cada amostra experimental e o valor
de ACq para as amostras calibradoras. Para se considerar um miRNA hiper ou

hipoexpresso nas amostras foi adotado um valor arbitrario de fold change de 12 .

4.4 Analises estatisticas

Nas analises retrospectivas as variaveis categoricas foram expressas como
percentagens. Para avaliar a diferengca de expressdo dos miRNAs por gPCR entre
as amostras tumorais e as amostras de mucosa oral clinicamente saudavel foi
utilizado o teste ndo paramétrico U de Mann Whitney. A fim de avaliar a associagao
entre a expressdo de miRNAs com a idade, localizagdo anatébmica, consumo de
tabaco, consumo de alcool e a presenca de linfonodos cervicais positivos foram
utilizados os testes U de Mann Whitney e Kruskal-Wallis. Para avaliar a correlagéao
entre o perfil de expressao entre os miRNAs foi utilizada o Coeficiente de Correlagéo
de Pearson. As analises estatisticas foram realizadas com o software IBM SPSS
Statistics versédo 22.0. Foram considerados resultados estatisticamente significativos

os valores de p <0, 05.



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagcao dos pacientes na Clinica de Estomatologia da Unigranrio

No estudo retrospectivo de cancer oral e orofaringe, foram coletados os
dados clinico-patologicos e demograficos dos pacientes atendidos na Clinica de
Estomatologia entre os anos 2006 e 2016 com CCEO, os quais estdo decritos na
Tabela1. Em relagdo ao género, a populagédo diagnosticada com o CCEO consistiu
em 223 (70,79%) homens e 92 (29,21%) mulheres. A idade dos pacientes variou
entre 23 e 90 anos, sendo o grupo de pacientes com mais de 60 anos de idade o de
maior prevaléncia com 168 casos (54,02%). O grupo étnico de pardos, que
representa a miscigenagao entre brancos e negros, foi 0 mais envolvido com 124
(39,74%) pacientes com CCEO, seguindo-se 118 (37,82%) brancos e 70 (22,44%)
negros. Em relagcdo aos habitos viciosos, um total de 239 (75,87%) se declararam
usuarios de tabaco e o consumo diario do alcool relatado em 44,90% dos casos.

Quanto a localizagdo anatémica, a lingua foi a regido mais comumente afetada
pelo CCEO com 34,60% (n=109) dos casos, seguida do assoalho de boca, 24,44%
(n=77), rebordo alveolar, 12,38% (n=39) e orofaringe, 15,87% (n=50). Os tumores
moderadamente diferenciados, 69,21% (n=218) constituiram o tipo histolégico mais
comum, seguidos do subtipo bem-diferenciado, 17,46% (n=55) e pouco diferenciado,
11,11% (n=35). Apenas sete pacientes (2,22%) apresentaram o CCEO em estagio

inicial no momento do digndstico.

5.2 Caracterizacao da amostra para estudo molecular e histopatolégico.

As 20 amostras de carcinoma de células escamosas em cavidade oral coletadas
para as analises moleculares e histopatoldégicas apresentaram caracteristicas
semelhantes aquelas da populagdo examinada na Clinica de Estomatologia no
estudo retrospectico (Tabela 2). Considerando as caracteristicas clinicas e
patolégicas, 80% dos homens e mulheres sdo tabagistas, 75% declararam fazer
consumo de alcool e 80% encontram-se na faixa etaria acima de 60 anos de idade.
Em relagao a localizagdo, mais uma vez, a lingua e assoalho de boca foram os sitios
anatdmicos mais acometidos, representando 80% da amostra. Quanto a
diferenciagao histoldgica, na maioria dos casos (85%) os tumores apresentaram
diferenciagdo moderada. Em relacdo ao estadiamento clinico, 11 pacientes foram
diagnosticados nos estagios iniciais (estagios | e Il) e os demais pacientes nos
estagios avancados (estagios Ill e IV). (ANEXO IV)
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Tabela 1. Caracteristicas sécio demograficas e clinicopatolégicas dos pacientes com CCEO
diagnosticados na Clinica de Estomatologia da Unigranrio no periodo de 2006 a 2016

Variaveis Pacientes diagnosticados com %
Género
Homens 223 70.79
Mulheres 92 29.21
Idade
<40 anos 4 1.29
41-59 anos 139 44.69
> 60 anos 168 54.02
nd 4
Etnia
Pardos 124 39.74
Brancos 118 37.82
Negros 70 22.44
nd 3
Estado civil
Casado 145 47.39
Separado/Solteiro 114 37.25
Vidvo 47 15.36
nd 9
Habitos
Alcoolismo 141 44.90
Tabagismo 239 75.87
Tamanho do tumor
CAin situ 7 2.24
<2cm 45 14.42
2-4 cm 98 31.41
4-6 cm 110 35.26
>6cm 52 16.67
nd 3
Linfonodos
Positivos 89 29.08
Negativos 217 70.92
nd 9
Localizagao anatémica
Lingua movel 109 34.60
Assoalho de boca 77 24.44
Rebordo alveolar 39 12.38
Orofaringe 50 15.87
Mucosa jugal 21 6.67
Fundo de vestibulo 6 1.90
Palato duro 10 3.17
Gengiva 3 0.95
Grau de diferenciagao histopatoélégica
CAin situ 7 2.22
Bem-diferenciado 55 17.46
Moderadamente-diferenciado 218 69.21
Pouco diferenciado 35 11.11

*nd=Informagé&o nao disponivel



Apenas uma paciente ja apresentava metastase distante e, em seis pacientes,
linfonodos palpaveis, endurecidos e fixados aos planos profundos puderam ser
detectados ao exame fisico. Dois tumores estavam em estagio inicial com tamanho
inferior a 2cm, 12 tumores entre 2 e 4 cm e 6 tumores apresentavam mais de 4 cm
de didmetro. Em relacdo a sobrevida de 2 anos, 6 pacientes estavam vivos, 4
pacientes foram ao 6bito no intervalo de 2 anos e 10 pacientes ndo puderam ser

localizados.

Tabela 2. Caracteristicas demograficas e clinicopatolégicas dos 20 pacientes com carcinoma
de células escamosas oral

Caracteristicas demograficas e clinicopatolégicas n(%)
Sexo

Homens 14(80%)

Mulheres 6(20%)
Idade (anos)

35-60 4(20%)

>60 16(80%)
Tabaco

Sim 16(80%)

Nao 4(20%)
Alcool

Sim 15(75%)

Nio 5(25%)
Tamanho

T1/T2 14(70%)

T3/T4 6(30%)
Estagio Clinico

/11 11(55%)

1/1v 9(45%)
Linfonodos

NO 14(70%)

NI1-N3 6(30%)
Grau Histologico

Bem-diferenciado 1(5%)

Moderadamente diferenciado 17(85%)

Pouco diferenciado 2(10%)
Localizacdo anatomica

Lingua movel 9 (45%)

Assoalho de boca 7(35%)

Rebordo alveolar 2(10%)

Fundo de vestibulo 2(10%)
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5.3 Analise histopatolégica

Nas 15 amostras analisadas, apenas o paciente CCE4 apresentou o padrao
bem-diferenciado, sendo observados ninhos de células hipercromaticas invadindo o
tecido conjuntivo subjacente e a formagdo de pérolas de ceratina (Figura 10a).
Figuras mitéticas tipicas e atipicas, pleomorfismo nuclear e a quantidade de
ceratinizacdo sao caracteristicas que sofreram consideravel variacdo entre os
tumores. No padrao moderadamente diferenciado, com maior numero de casos, as

amostras exibiram menor quantidade de ceratinizacdo e, por outro lado, o

pleomorfismo nuclear foi mais evidente em relagao ao padrao anterior (Figura 10b).
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Figura 10. Caracteristicas histopatolégicas do CCEO. (a) CCEO bem-diferenciado. Observa-se

células epiteliais no interior do tecido conjuntivo subjacente. Camadas concéntricas de células

ceratinizadas formam pérolas de ceratina (seta) (Barra de 50 ym. (b) CCEO moderadamente

diferenciado. llhas de células escamosas epiteliais malignas sofrendo ceratinizagao invadem o tecido

conjuntivo e sdo observadas por todo o campo histolégico. Pleomorfismo nuclear mais evidente em

relagéo ao padrdao bem-diferenciado (Barra de 50 pm). (c e d) CCEO pouco diferenciado. Corddes de

células epiteliais malignas exibindo hipercromasia nuclear no tecido conjuntivo (c e d: barra de 100

pm).




Nos pacientes CCE7 e CCE24 as lesdes exibiram um padrdao pouco
diferenciado, ndo sendo possivel observar ceratinizagdo. O infiltrado inflamatorio
circundando ninhos de células tumorais invasoras foi observado nessas amostras.
(Figura 10cd).

No CCE7 foram observados cordbdes de células epiteliais tumorais invadindo o
tecido conjuntivo em profundidade. As células exibiram acentuado pleomorfismo
nuclear e, em algumas areas do campo, circundavam ninhos de células com
aparéncia clara, citoplasma abundante e nucleo redondo centralizado ou deslocado
excentricamente (Figura 11a). A coloragdo positiva com acido periodico de Schiff

(PAS) revelou a presenca de glicogénio (Figura 11b).
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Figura 11. Caracteristicas do CCEO no paciente CCE7. (a) A coloragdo com H&E mostra um tumor
pouco diferenciado formado por ilhas e corddes celulares (asterisco). Células com citoplasma claro
podem ser observadas em algumas areas do campo (setas); (b) A coloragdo com PAS é positiva
revelando a presenca de glicogénio (seta). (Coloragdo com H&E, microscopio de luz, barra de 100

pm).

5.4 Andlise da expressao de Gli1 com Imuno-histoquimica em carcinoma de

células escamosas oral

Com a finalidade de avaliar se a via Sonic hedgehog estava ativada nas amostras
de OSCC utilizamos a marcacao por imuno-histoquimica para a proteina Gli1, o
principal efetor da via, em 15 dos 20 cortes de tecidos emblocados em parafina que
ainda estavam disponiveis para este estudo. A reacido mostrou positividade nuclear
e citoplasmatica difusa em todas as laminas de CCEOQO, ndo sendo possivel observar
predomindncia por uma ou outra localizagao. No epitélio de recobrimento da mucosa
normal adjacente ao tumor foi observada marcagcdo nuclear e citoplasmatica no

estrato basal. A marcacdo nuclear também foi encontrada nos demais estratos,
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enquanto a citoplasmatica foi diminuindo de forma gradativa em diregéo as células
superficiais (Figura 12a). Considerando a positividade para as células tumorais, no
paciente CCE2 foi observada marcacgéao positiva em menos de 50% (score 2), sendo
predominantemente nuclear e ausente nas areas de ceratinizagdo. Nos pacientes
CCE4 , CCE7 e CCE23 houve marcagao entre 50% a 75% (score 3) e nos demais

pacientes a marcagéao foi positiva em mais de 75% dessas células (score 4). (Figura

12b, 12¢ e 12d) (Tabela 3).

(===

Figura 12. Imuno-histoquimica em mucosa normal e células tumorais para a proteina Gli1 da
via Shh. A presenga de areas acastanhadas nas células tumorais em locais de alvo antigénico foi
considerada imunorreatividade positiva. Foi avaliada a expressdo semiquantitativa da proteina Gli1.
Em geral, o nucleo e o citoplasma foram positivos para Gli1 na maioria das células do tumor. (a) a
expressao positiva foi observada especialmente no estrato basal germinativo na mucosa normal
adjacente ao tumor (seta), barra de 50 uym; (b) em apenas uma amostra de CCEO houve marcagao
de 25-50% das células tumorais (escore 2, barra de 50 uym); (c) em trés amostras houve marcagéo de
50-75% das células tumorais (escore 3, barra de 100 pm); (d) em 11 amostras a expressao de Gli1 foi
observada em mais de 75% das células tumorais (escore 4, barra de 200 ym) (Microscoépio de luz).

Tabela 3. Expressio de Glil por imuno-histoquimica em 15 amostras de CCEO GLI1

Percentual de células (%) Score Numero de casos (n=15) %
<5% 0 0 0%
5% -25% 1 0 0%

25% - 50% 2 1 6.7%

50% - 75% 3 3 20.0%

>75% 4 11 73.3%




5.5 Analise da expressao de Gli1 com Imunofluorescéncia em carcinoma de
células escamosas oral

Com a finalidade de avaliar se a via Sonic hedgehog estava ativada nas
amostras de CCEO utilizamos a marcagao por imuno-histoquimica para a proteina
Gli1, o principal efetor da via, em 15 dos 20 cortes de tecidos emblocados em
parafina que ainda estavam disponiveis para este estudo (Figura 13). A marcacao

dupla com pool de citoqueratina foi utilizada com o objetivo de caracterizar a origem

epitelial do tumor.

GLI1 Citoqueratina DAPI

CCEO (BD)

CCEO (MD)

CCEO (PD)

Figura 13. Expressdao de Gli1 em carcinoma de células escamosas oral por
imunofluorescéncia. (A) A ceratinizagéo por citoqueratina (vermelho) pode ser facilmente observada
no tumor bem-diferenciado (Barra de 200 pm); (B) A presenca de Gli1(verde) foi observada
principalmente na area central das pérolas de ceratina composta de camadas concéntricas de células
escamosas (Barra de 100 ym); (C)No tumor moderadamente diferenciado, Gli1 foi marcado também
na células nao-ceratinizadas dentro do tecido conjuntivo subjacente (Barra de 200 um); (D) Gli1 foi
observado no citoplasma das células (setas brancas)(Barra de 50 um); (E) O tumor pouco
diferenciado n&o apresenta ceratinizagdo (200 pm), e (F) A translocagdo de Gli1 para dentro do
nucleo foi observada pela localizagcao nuclear de sinal tanto de Gli1 (verde) quanto de DAPI (azul) em
carcioma de células escamosas oral. As setas brancas indicam a marcagéo de Gli1 (50 ym).
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5.6 Analise da expressao de miR-17-5p-5p, miR-324-5p e miR-214-5p nos

pacientes com carcinoma de células escamosas oral

Estudos diversos, especialmente em meduloblastomas, mostram que a
interagdo da via Shh com outras vias de sinalizacdo é regulada por diferentes
miRNAs, dos quais miR-17-5p, miR-324-5p e miR-214 -5p desempenham fungbes
oncogénicas e supressoras de tumor. Ha poucas investiga¢des sobre a participagéo
desses miRNAs na carcinogénese oral e as que ja foram realizadas ainda deixaram
muitas perguntas sem respostas sinalizando para a necessidade de novos estudos.
Além disso, esses miRNAs estdo relacionados com outras vias muito investigadas
em CCEO e que também se comunicam com a via Shh.

Em nosso estudo utilizamos a técnica de qPCR com o objetivo de avaliar a
expressdo desses mMiRNAs nas 20 amostras de CCEO e compara-la com 16
amostras de mucosa oral saudavel. Apés a extragdao do RNA total foi avaliada a
concentragdo dos RNAs nas amostras (ANEXO V) para seguir com as analises por
gPCR. Os valores de fold-change (quantificagao relativa) estdo disponibilizados na
Tabela 4. Foi estabelecido o valor arbitrario de + 2 para considerar a diferenca de
expressao relativa entre os dois grupos.

A anadlise dos dados mostra que miR17-5p apresentou um aumento de
expressdo em 50% da amostra, ou seja, em dez pacientes o valor da expresséo
deste miRNA ficou acima do fold-change estabelecido inicialmente. O grafico de
quantificacdo relativa mostra a expressdo reduzida em trés pacientes (CCE 2,
CCE12 e CCE15- Tabela 4).



Tabela 4. Expressao dos miRNAs e imuno-histoquimica. Os valores de Cq foram transformados
em valores fold change (FC), indicando os diferentes niveis de expressao entre os tecidos tumorais e
os controles normais.

Amostra Marcagéao para miR-17-5p miR-214-5p miR-324-5p
Gli1 (scores)* RQ** RQ RQ
CCE1 - 1,24 0,11 0,76
CCE2 2 0,19 0,82 0,8
CCE3 - 0,88 0,30 0,40
CCE4 3 1,73 21,95 58,36
CCE5 4 21,61 0,69 0,72
CCE7 3 251,61 4,82 34,73
CCE11 4 4,89 0,18 2,21
CCE12 4 0,15 0,32 0,26
CCE13 - 2,06 0,45 0,51
CCE14 4 0,73 0,14 0,28
CCE15 - 0,38 0,13 0,07
CCE16 4 3,09 5,01 0,52
CCE17 4 1,25 0,28 1,08
CCE18 4 11,13 0,86 1,2
CCE19 4 5,16 1,39 2
CCE20 4 1,84 2,00 4,72
CCE21 - 6,50 1,71 1,56
CCE22 4 3,53 0,12 0,43
CCE23 3 1,46 0,33 0,71
CCE24 4 4,81 0,29 0,06

* percentual de células positivas para Gli: score 1 se <25%, score 2 se 25%-50%, score 3
se 50%-75%, score 4 se >75%. RQ**= Quantificacao Relativa (fold change) em vermelho
os valores hiperexpressos e em azul os valores hipoexpressos.

Quando fizemos a comparacdao entre as amostras de tecido tumoral e as
amostras de mucosa saudavel foi observada a hiperexpressao significativa de
miR-17-5p (p = 0,02) (Figura 14-a).

Em relagcao ao miR-214-5p, uma hipoexpressao foi observada em 11 pacientes
com cancer (55% da amostra) e o aumento de expressao em quatro pacientes (8%
da amostra). Entretanto, quando comparados o grupo de pacientes com mucosa
normal e o grupo de pacientes com CCEO, ndo houve diferengca de expressao
significativa (p=0,77) (Figura 14-b). Por fim, as analises com miR-314-5p mostraram
hiperexpressédo em 6 pacientes com cancer (30% da amostra) e hipoexpressao em
cinco pacientes (25% da amostra). Porém, mais uma vez, ndo houve diferenga

significativa (p= 0,74) quando os dois grupos foram comparados (Figura 14-c).
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Figura 14 - Expressdo dos miRNAs por qPCR com todas as amostras. Perfil de expresséo de
miR-17-5p (a), miR-214-5p (b) e miR-324-5p (c) no CCEO comparado com a mucosa oral normal.
Valores de fold-change expressos em escala log2 . p < 0,05.

Chama a atengdo o valor fold-change muito elevado para miR-17-5p
(1251,61x), miR-214-5p (14,82x) e miR-324-5p (134,73x) observado na amostra do
paciente CCE7. Além dele, a amostra do paciente CCE4 também expressou valores
muito elevados para miR-214-5p (121,95x) e miR-324-5p (158,36x). A fim de
determinar se essas amostras poderiam estar interferindo no resultado das analises
comparativas, foi realizado um novo calculo sem as amostras desses pacientes.

Nesta nova analise, também foi notada a diferenca de expresséo significativa
de miR-17-5p no CCEO comparado com a mucosa normal (p=0,04). Mais uma vez,
nao foi observada diferenca de expressdo estatisticamente significativa para
miR-214-5p (p = 0,38) e miR-324-5p (p= 0,89) no CCEO comparado com a mucosa

normal (Figura 15).
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Figura 15 - Expressdo dos miRNAs por qPCR sem as amostras CCE4 e CCE7. Novo calculo para
o perfil de expressédo de miR-17-5p (a), miR-214-5p (b) e miR-324-5p (c) no CCEO comparado com a
mucosa oral normal. Valores de fold-change expressos em escala log2. p < 0,05.



Foi encontrada uma associagcdo entre consumo de alcool e miR-214-5p
(p=0,04) e miR-324-5p (p=0,02), mas nao para miR-17-5p (Figura 16 e Tabela 5 ).
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Figura 16. A associacao entre miR-214-5p e miR-324-5p e o consumo de alcool.
Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas entre miR-214-5p (A) e
miR-324-5p (B) em pacientes que consumiam alcool diariamente (AC) em relagdo aos que
nao consumiam alcool. Nao foi encontrada associacdo com miR-17-5p. Os valores de fold
change estdo expressos em escala log2; p<0,05 foi considerado para diferencas
estatisticamente significativas.

Nado houve nenhuma associagado significativa entre a expressdo de miR-17-5p,
miR-214-5p e miR-324-5p com a idade, género, consumo de tabaco, tamanho do
tumor, localizagdo anatdomica e estadiamento clinico (Tabela 5). Tanto o paciente
CCES5, o unico da amostra com metastase pulmonar, quanto o paciente CCE7 que
apresentava metastase para linfonodo regional, ndo chegaram a receber qualquer
tratamento pelo curso rapido da doenga que os levou rapidamente ao 6bito logo

apos o diagnéstico.
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Table 5 Analise da expressao de miRNAs com fatores de risco e caracteristicas
clinicopatolégicas

n (%) miR-17-5p RQ 2 miR-214-5p RQ miR-324-5p RQ
Média (DP)b p Média (DP) p Média (DP)  p

Género
Mulher 6(20%) 5.92(7.95) 4.15(8.73) 10.34(23.52)

0.56 0.93 0.93
Homem 14(80%) 20.62(66.54) 1.21(1.65) 3.51(9.06)
Idade
<60 anos 4(20%) 5.33(4.49) 0.68(0.55) 1.40(0.59)

0.45 0.92 0.45
2 60 anos 16(80%) 18.93(62.26) 2.44(5.43) 6.60(16.21)
Tabaco
Tabagista 16(80%) 19.50(62.13) 1.12(1.56) 3.18(8.48)

. 1.00 0.92 0.92

Nao tabagista 4 (20%) 3.03(2.64) 5.91(10.67) 15.10(28.84)
Alcool
Consume élcool 15 (75%) 19.80(64.19) 2.70( 5.55) 7.29(16.58)

0.45 0.04 0.02
Néo consome 5(25%) 5.42(9.13) 0.27(0.24) 0.38(0.23)
alcool
Localizagdo do tumor
Lingua 9 (45%) 4.71(7.15) 3.50(7.08) 7.49(19.12)
Assoalho de boca 7 (35%) 39.20(93.69) 0.41 1.33(1.65) 0.28 6.01(12.68)  0.16
Outras regiGes 4 (20%) 1.85(1.31) 0.25(0.16) 0.43(0.26)
Tamanho do tumor
T1/T2 14(70%) 3.05(3.15) 2.04(5.75) 4.93(15.39)

0.18 0.09 0.32
T3/T4 6 (30%) 46.91(100.58) 2.20(2.18) 7.04(13.66)
Estagio
Inicial (I/1I) 11(55%) 2.37(2.25) 2.48(6.67) 6.14(7.33)

0.11 0.30 0.97
Avangado (II/IV) 9 (45%) 33.12(82.20) 1.61(1.95) 4.86(11.28)
Linfonodo
Positivo 5(25%) 3.49(2.02) 4.82(9.58) 12.60(25.59)
Negativo 15 (75%) 20.45(64.19) 0.57 1.18(1.61)  0.82 3.21(8.78)  0.52

a RQ - Quantificagéo Relativa - valores obtidos usando o método 2-2ACt para comparagéo entre CCEO
e mucosa oral saudavel.
b DP-Desvio Padréo



Pelo fato de todos os casos terem sido considerados positivos para Gli1 e a
maioria das células apresentarem mais de 75% de positividade para esta proteina,
nao foi possivel estabelecer uma associagao entre a presenga de Gli1 e o grau de
expressao dos miRNAs avaliados. Entretanto, uma analise comparativa entre a
expressao destes trés miRNAs demonstrou que existe uma correlagao positiva entre
a expresséo de miR-214-5p e miR-324-5p no CCEO (p<0,001; r=0,914).
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Figura 17. Correlagao entre o nivel de expressido de miR-214-5p e miR-324-5p. Foi encontrada uma
correlagao positiva entre a expressao de miR-214-5p e miR-324-5p em 20 amostras de CCEO. r de Pearson
(r) e p -valor (p). p<0,05 foi considerado para diferengas estatisticamente significativas.
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6 DISCUSSAO

O cancer bucal representa um sério problema de saude em quase todos os
paises do mundo e também no Brasil, principalmente pelas elevadas taxas de
morbidade e mortalidade (GUPTA et al., 2016). Estabelecer o perfil epidemiologico
dos pacientes acometidos por esta doenga € fundamental para o planejamento e
execugcao de programas de saude. A importancia de estudos epidemiologicos é
reconhecida pela Lei dentro do Sistema Unico de Saude (Lei 8080, de 19 de
Setembro 1990), com o objetivo de planejar e executar programas de saude para a
populagdo. Os estudos devem ser desenvolvidos nas diversas regides do Brasil,
pois as diferengas socioecondmicas, culturais e climaticas podem gerar diferentes
resultados (VOLKWEIS et al., 2010). Neste contexto, foi tracado o perfil
epidemioldgico dos pacientes com CCEO atendidos na Clinica de Estomatologia da
Unigranrio, procedentes de diferentes municipios do Rio de Janeiro, porém, em sua
maiora, residentes na Grande Baixada Fluminense. A analise retrospectiva dos
prontuarios no periodo avaliado demonstrou que dentre os 2.429 pacientes
biopsiados na Clinica de Estomatologia, 315 (4,8% da amostra total) apresentavam
este tipo de tumor, justificando a investigacao realizada.

No presente estudo, 54,02% dos pacientes foram diagnosticados com
CCEO com mais de 60 anos de idade, um resultado semelhante a outros estudos
(MAROCCHIO et al., 2010; ZINI et al., 2010; NCI, 2018), parecendo indicar que a
idade € um provavel fator de risco para o CCEO. Em relagdo ao género, o CCEO foi
mais frequente nos homens (70,79%) corroborando com a literatura global
(JOHNSON et al., 2000, ZINI et al., 2010). A relagdo entre os sexos é de
aproximadamente 2:1, uma disparidade observada mundialmente (TORRE et al.,
2016). Entretanto, ha estudos mostrando que a incidéncia entre mulheres brancas
com menos de 50 anos de idade estd aumentando, podendo estar surgindo uma
nova populagao acometida pelo CCEO (PATEL et al., 2011).

Na ultima década estudos epidemioldgicos investigando o perfil do paciente
com cancer oral em diferentes regides do Brasil foram conduzidos, em sua maioria,
por grupos de pesquisa em instituicbes de ensino. Pires e colaboradores (2013)
fizeram uma analise retrospectiva de 346 casos de CCEO diagnosticados no Servigo
de Patologia Oral da Universidade Estadual do Rio de Janeiro no periodo de 8 anos
(2005 a 2012). O género masculino representou 2/3 dos pacientes com 232 casos

(67%), sendo a razdo homem:mulher de 2:1. A idade média dos pacientes foi de



62.3 anos. Em um estudo retrospectivo mais recente, realizado (ALVES et al., 2017)
na Faculdade de Odontologia de Pelotas-RS, foram revisados os prontuarios de 806
pacientes com CCEO no periodo de 1959 a 2012. Mais uma vez, a maioria dos
pacientes era homem (76,6%), branco (92,2%) com idade média de 57,7 anos. Em
Sé&o Paulo, Marocchio et al., (2010) examinaram 1.564 casos de CCEO atendidos
em hospitais e instituicdes de ensino, no periodo de 1960 a 2008, e concluiram que
os homens (74,0%), com idade entre 50 a 60 anos e brancos (74.1%) foram os que
mais desenvolveram o CCEO.

O estudo retrospectivo de Souza- Cruz e colaboradores (2014) avaliando o
perfil de pacientes com CCEO diagnosticados na Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) entre 2000 e 2010 mostrou que houve predominancia do género
masculino e idade entre 50 e 60 anos. De forma semelhante aos dados coletados no
presente estudo, a maioria dos pacientes da UNIFAL se declarou solteira. Ainda em
relagcdo ao estado civil, no estudo retrospectivo realizado por Ozasuwa-Peters et al.
(2017), dentre os 463 pacientes diagnosticados com CCEO, 49.6%(228) eram
casados. Os autores ressaltam em suas analises que a presenca de um
companheiro pode conferir beneficios para os pacientes, pois 0 consumo de tabaco
e a taxa de mortalidade foi maior em individuos que nao eram casados. No nosso
estudo com a populagcdo da Baixada Fluminense, um elemento de analise
importante € a classe social, ou socio econdmica do paciente, pois, isso retrata o
grau de instrugdo, acesso ao conhecimento, acesso a atendimento de saude. Este
ponto merecera um outro estudo do ponto de vista do alcance social do atendimento
do Centro de Estomatologia, uma Universidade privada, a UNIGRANRIO, mas com
um trabalho de saude de alcance importante.

A vascularizacdo sanguinea e linfatica, que variam de acordo com a
localizagdo na cavidade oral, influenciam a evolugdo do tumor e a sobrevida dos
pacientes (CARLI et al., 2009). Tumores localizados na lingua e assoalho bucal
podem se disseminar mais facilmente em relacdo aos outros sitios anatébmicos e,
consequentemente, o tratamento se torna mais dificil e o progndstico menos
favoravel (TEIXEIRA et al., 2009). As localizagbes mais acometidas pelo CCEO do
presente estudo foram a lingua e assoalho de boca somando 64,04 % dos casos.
Esse resultado coincide com os estudos de Coaracy et al. (2008), Santos et al.

(2010) e Losi-Guembarovski et al. (2009), onde essas também foram as localizagbes

mais comuns.

57



O fumo do cigarro é a forma mais comum de uso do tabaco na maior parte
do mundo (OMS, 2002). Dos 315 individuos com CCEO no presente estudo, 239
(75,87%) usavam tabaco e muitos pacientes associaram cigarros a outras formas de
uso de tabaco como cachimbo, charuto e tabaco de mascar. E interessante ressaltar
que muitos deles relataram o uso de drogas ilicitas, como maconha, cocaina e
crack. Ha evidéncias que sugerem que o fumo de maconha pode ser um fator de
risco para o desenvolvimento de cancer do trato aerodigestivo (HASHIBE et al.,
2005). SOUZA-CRUZ et al.,(2017) demonstram uma associagao estatisticamente
significativa entre o fumo (p=0,021) e o consumo de bebidas alcbolicas (0,047) e a
taxa de letalidade no CCEO. Pires et al. (2013) descreveram que nos 281 pacientes
com CCEO analisados 225 (80%) eram tabagistas ou foram usuarios de tabaco no
passado.

O uso do tabaco em qualquer de suas formas se expandiu em todo o
mundo. Os jovens geralmente iniciam a pratica entre seus pares (KIRK et al., 2012).
O habito do tabaco geralmente comecga através de contatos sociais, mas é reforgcado
pelo desenvolvimento da dependéncia fisioldgica, derivada da nicotina encontrada
no tabaco (FU et al., 2012).

O tabaco pode ser fumado, mastigado e usado de varias formas. Também é
consumido frequentemente como uma mistura com outras substancias. No
subcontinente indiano e em partes da Asia central, o tabaco é comumente misturado
com noz de bétel e limao, e retido na boca por um longo periodo (WHO, 2007). No
Brasil, o tabaco de mascar € comum (industrializado ou picado), bem como o
consumo de cigarros enrolados & mao em palha de milho. E uma pratica cultural que
comegou nas areas rurais e migrou para regides urbanas. O tabaco em po,
conhecido como rapé, pode ser inalado e é outra forma de consumo de tabaco no
Brasil. O uso de rapé também esta associado ao CCE das cavidades nasais (FENG
et al., 2009).

O consumo concomitante do tabaco e do alcool esta associado a 90% dos
casos de CCE de cabeca e pescogo (AKANUMA et al., 1999; SHAH et al., 1995;
KOWALSKI et al., 2005). O habito de ingestdo de bebidas alcodlicas foi relatado em
aproximadamente 50% dos pacientes, sendo a cachaga e a cerveja as bebidas mais
comumente citadas. A combinagdo de cachaga com desnutricdo pode diminuir a
imunidade e também pode gerar risco de desenvolvimento do cancer bucal
(BAGNARDI et al., 2015). Um estudo realizado no Rio de Janeiro relatou consumo

de alcool entre 59,3% dos pacientes com cancer oral, sendo as bebidas destiladas



preferidas por 61% dos pacientes (LEITE e KOIFMAN, 1998). A relacdo entre
consumo de alcool e cancer bucal foi estudada também em S&o Paulo, Curitiba e
Goiania e revelou-se um forte fator de risco entre os que ingerem grandes doses
diarias de cachaca, uma relacdo que também foi estabelecida em outros estudos
que investigaram a associagao entre o CCEO e o consumo frequente de bebidas
alcoodlicas (FRANCO et al., 1989; FRIEMEL et al., 2016). Todos estes dados,
comparativamente obtidos neste nosso estudo, abrem de fato uma avenida de
investigacado do alcance social da nossa tese.

O papel relativo do consumo de alcool per se sobre o desenvolvimento do
cancer bucal é dificil de avaliar devido a uma possivel sobreposicao com outros
possiveis agentes etiolégicos, especialmente o tabaco (FRANCO et al.,, 1989). O
sinergismo produzido por essa combinagao produz um risCo maior para o cancer
bucal do que os efeitos aditivos de cada agente (PAl e WESTRA, 2009; BROSS e
COOMBS, 1976). Fumar aumenta a carga de acetaldeido apés o consumo de
alcool, e o consumo de alcool aumenta a ativagdo de pro-carcindbgenos no tabaco
(SCULLY e BAGAN, 2009). Acredita-se também que o alcool possa predispor ao
carcinoma através de seu efeito no figado e estudos relatam uma correlacéo entre

cancer oral e cirrose (KELLER et al., 1969).

A influéncia da comorbidade nos resultados do tratamento do CCE foi
extensamente relatada e representa um fator relacionado ao paciente de
significAncia progndstica consideravel (PICCIRILLO e VLAHIOTIS, 2002). Como a
maioria dos pacientes com CEC incluidos no estudo atual sdo usuarios de alcool e
tabaco, eles também podem experimentar uma elevada taxa de outras condi¢cdes
meédicas de alto risco associadas a esses agentes, incluindo doenga pulmonar
crénica, cirrose e doenca cardiovascular.

O estadiamento clinico foi realizado a partir dos registros dos pacientes
obtidos pela revisdo dos prontuarios. O que se observou foi que a maioria dos
tumores (51,93%) apresentava mais de 4 cm em seu maior didmetro e metastases
regionais foram clinicamente detectadas em aproximadamente 30% dos pacientes.
Na amostra de 20 pacientes para estudos moleculares, tumores com mais de 4 cm
foram encontrados em 25% dos casos. Em 60% da amostra os tumores
apresentaram dimensdes menores, de 2cm a 4cm e, portanto, considerados tumores
em estagios iniciais (I e II). Em estudo realizado na Argentina, foram avaliados 274
pacientes com CCEO em uma amostra representativa da populacdo naquele pais. A
maioria dos pacientes (65%) foi diagnosticada com tumores em estagios avangados
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(Il e IV) e estes exibiram as mais baixas taxas de sobrevida (BRANDIZZI et al.,
2008).

Tradicionalmente, as metastases sdo consideradas um evento tardio na
progressao do tumor, embora possa ocorrer em seu curso inicial. O status nodal tem
um impacto no estadiamento e no prognéstico, mas infelizmente, nenhum método
clinico é adequado o suficiente para permitir um diagndstico confiavel do status
nodal (SCHAUER et al, 2005). Apesar de ser a classificagdo TNM usada
universalmente para o estadiamento do cancer, essa pratica esta baseada quase
exclusivamente na extensao do tumor. O significado prognodstico de outros fatores
além do estagio do tumor e tratamento também incluem o equilibrio tumor-
hospedeiro (WATANABE et al., 2010), comorbidades (PICCIRILLO et al., 2004,
TEPPO e ALHO, 2009), género (KOKOSKA et al., 1995), etnia (MOLINA et al.,
2008), sintomas (DHANAPAL et al., 2011), histopatologia relacionada com o tumor
(SEKI et al., 2011; WANG et al., 2011), fatores moleculares (CHANG e CALIFANO,
2008) e status socio-econdémico.

O diagndstico precoce do CCE é crucial em termos de qualidade de vida e
expectativa de sobrevida do paciente. Dados sobre a sobrevida de pacientes com
cancer oral sdo muito restritos no Brasil, mas alguns estudos podem levar a
conclusdo de que a maioria dos diagnosticos esta atrasada, possivelmente
resultando na baixa taxa de sobrevida em 5 anos (WUNSCH-FILHO et al., 2002).
Um estudo brasileiro sobre cancer bucal em estagio avangcado ao diagndstico
mostrou uma diferenca estatisticamente significativa no prognéstico em comparagao
com aqueles achados de estudos envolvendo pacientes de uma instituigdo nos
Estados Unidos (CARVALHO et al., 2004). Diversas diferengas nas caracteristicas
populacionais foram observadas entre os pacientes do HACC (Hospital AC
Camargo) no Brasil e os do MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center) nos
Estados Unidos. No Brasil, observou-se que a duragédo dos sintomas antes da
primeira avaliagdo médica (5,9 meses vs 4,0 meses) foi significativamente maior nos
pacientes atendidos no HCACC (p= 0,01). Além disso, mais pacientes com cancer
em estagio avangado na apresentagdo foram observados no HCACC (73,4% VS
37,4%. P <0,001). Em nosso estudo retrospectivo, o percentual de pacientes com
cancer em estagio avangado foi de 61,93%, um resultado que se assemelha ao

hospital HCACC no estado de Sao Paulo.
Lesdes clinicas brancas e vermelhas da mucosa oral foram reconhecidas

pela OMS como caracteristicas clinicas de lesdes potencialmente malignas, se



qualquer outro diagnéstico possivel for descartado. A discrepancia entre a
apresentacao clinica e o diagnostico histologico foi observada em um quarto das
amostras em estudo realizado por Onofre et al. em 1997. A acuracia de encontrar
caracteristicas malignas pode variar com base no numero de cortes histologicos
usados para deteccdo de células neoplasicas. Um exame realizado com multiplas
secOes semi-seriadas € ocasionalmente necessario para detectar caracteristicas do
CCE. E especialmente valioso em um tumor microinvasivo.

Com base na informagao dos dados clinicos no estudo retrospectivo, foi
observado que os profissionais de saude negligenciam no encaminhamento dos
pacientes para os servigos especializados. Apenas sete pacientes com lesdes
iniciais leucoeritroplasicas com caracteristicas histopatolégicas de CCEO foram
encaminhados para a Clinica de Estomatologia e na amostra para estudos
moleculares, somente dois pacientes. Infelizmente, a apresentagao clinica de uma
lesdo pode ser erroneamente diagnosticada como um processo inflamatdrio
benigno, o que é relativamente comum na populacdo em geral, atrasando o
diagndstico definitivo (EPSTEIN et al., 2013). Essa conclusao € suportada pelo
grande numero de pacientes que chegam na clinica ja tendo sido tratados com anti-
inflamatdrios prescritos por outros profissionais de saude.

O diagnéstico de CCE moderadamente diferenciado foi o tipo histolégico
mais comum (69,21%) dos 315 casos avaliados no periodo de dez anos neste
estudo; e também em 17 pacientes das 20 amostras utilizadas para as analises
moleculares, representando quase a totalidade dos casos. Em estudo conduzido no
hospital-escola University College London Hospitals (UCLH) entre 1992 e 2001
avaliando os casos de pacientes com CCEO em estagio inicial (T1/T2), os autores
observaram que 50% dos tumores eram moderadamente diferenciados, 25% eram
bem-diferenciados e os demais eram tumores pouco-diferenciados (JERJES et al.,
2010). Ha também relatos que apontam o CCEO bem-diferenciado como o tipo mais
comum (ANDISHEH et al., 2008). A classificagao histolégica representa um critério
subjetivo e o significado progndstico do sistema de gradagao histolégico é incerto.

Caracteristicamente, as células tumorais mostram o citoplasma eosinofilico com
nucleos grandes e coloragao intensa com diferentes graus de pleomorfismo celular e
nuclear. A avaliagdo histopatolégica do tumor estabelece uma gradacgéao
considerando a semelhanga com o epitélio de origem e, quando isso acontece, é
considerado bem-diferenciado. Tumores com pouca ou nenhuma produgdo de

ceratina, apresentando pleomorfismo celular e nuclear que guardam pouca
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semelhanga com o tecido de origem, sendo entdo considerados pouco
diferenciados.

A diferenciacédo celular constitui um pardmetro amplamente utilizado para
classificar o CCEO. Muitos investigadores tentaram correlacionar a gradacéao
histolégica com os parametros clinicos, como a classificagédo de Broders (1941), com
poucos critérios de avaliacao, até as classificagdes subsequentes que passaram a
valorizar um maior numero de indicadores, tais como grau de ceratinizagao,
estrutura, diferenciagcao, pleomorfismo nuclear, mitoses, padrao de invasao, invasao
perineural, estagio de invaséo e infiltrado inflamatorio (ANNEROTH et al., 1987;
BRYNE et al.,, 1992; BRANDWEIN- GENSLER et al., 2005). A mais recente edigcao
da American Joint Committee on Cancer (AJCC) Staging Manual (Head and Neck
Section) disponibilizada em 2017, introduz significativas modificagdes em relagéao a
edicdo anterior. A categoria T para CCEO reconhece um comportamento biolégico
diferente de tumores pequenos profundamente invasivos e incorpora a profundidade
de invasao (DOI) como um importante paradmetro nesta categoria. Ha décadas tem
sido reconhecido que o progndstico do CCEO piora quando o tumor invade em
maior profundidade (LYDIATT et al., 2017).

Na avaliagao histopatolégica dos tumores examinados, o CCE7, um tumor
pouco diferenciado, apresentou um componente de células claras com citoplasma
claro abundante se interpondo entre as células tumorais (Figura 6). Ha poucos
casos descritos na literatura quanto a presenca de células claras no CCEO, sendo
este achado considerado raro e incompletamente compreendido (DEVI et al., 2017,
FRAZIER et al., 2012; KHOURY et al., 2017; ROMANACH et al., 2015).

Os tumores de células claras constituem um grupo heterogéneo de lesdes,
sendo que tumores de glandulas salivares, metastases de tumores renais e tumores
odontogénicos devem ser considerados no diagndstico diferencial quando ocorrem
na cavidade oral (DEVI et al., 2017). As doencgas metastaticas devem fazer parte do
diagndstico diferencial principalmente quando os tumores se desenvolvem nos
0ss0s gnaticos e, nesses casos, considerar a hipétese de carcinomas renais que
apresentam células claras, mas possuem um caracteristico componente vascular
sinusoidal com areas hemorragicas (FRAZIER et al., 2012, EVERSOLE 1993).
Nesse contexto, os tumores odontogénicos, que raramente se desenvolvem
perifericamente, também merecem ser lembrados. Em relagdo aos tumores de
origem glandular, essas lesbes apresentam pelo menos algumas células com

mucina intracelular e se coram com mucicarmim (FRAZIER et al, 2012). O



diagndstico final se baseia nos achados histopatolégicos e nas caracteristicas
clinicas, tais como os locais de desenvolvimento dessas lesdes (EVERSOLE, 1993).

As células claras podem caracterizar carcinomas de diferentes sitios
anatdmicos como os rins, ou constituir variantes histolégicas incomuns como no
cancer hepatico e de mama (BANNASCH et al., 2017; ZHENG et al., 2018). A
vacuolizagao citoplasmatica nos tumores de células claras, independentemente de
sua origem, pode ser atribuida ao acumulo de glicogénio. A descricdo como “células
claras” resulta de seu aspecto histolégico observado na coloragdo convencional com
hematoxilina-eosina que mostra células com aparéncia clara parecendo estar
“vazias”, “vacuoladas”, “espumosas” ou mesmo “inchadas”. Os nucleos
frequentemente mostram localizagao central, mas também podem estar deslocados
para a periferia celular (BANNASCH et al., 2017). A presenga de glicogénio dentro
da célula é bem evidenciada pela microscopia eletrbnica, por ser uma excelente
técnica para revelar em detalhes os compartimentos celulares. Entretanto, por
diversos fatores, incluindo a necessidade de profissional altamente capacitado e
custo-beneficio, essa técnica nao se aplica ao uso rotineiro. A técnica de rotina mais
difundida para esse fim € a histoquimica, que utiliza o acido peridédico de Schiff
(PAS) em material fixado em formalina e embebido em parafina (Mc MJ, 1948). Mais
de 70% do glicogénio pode ser perdido por essa técnica devido a natureza da forma
predominante de glicogénio no citoplasma que é solubilizado pelo xileno durante o
processamento histopatolégico do material (Zois & Harris, 2016). Além disso, para
essa proposta, € melhor usar agentes fixadores contendo alcool ou acido picrico ao
invés de solugao com formalina (BANCROFT e STEVEN, 1977).

O epitélio oral paraceratinizado normal contém grande quantidade de
glicogénio. A presenca de glicogénio no tecido epitelial de recobrimento da cavidade
oral ha muito vem despertando o interesse dos patologistas que buscam a sua
correlagdo com alteragdes displasicas nessa regido (SILVERMAN et al, 1971;
SHEAR et al., 1972). Estudos realizados no passado ja encontraram uma reducgéo
significativa na quantidade de glicogénio no epitélio displasico em relagéo ao tecido
normal (ISACSSON & SHEAR, 1981). Em investigagdes posteriores os resultados
foram semelhantes mostrando a reduzida quantidade de glicogénio com coloragéo
negativa ao PAS no epitélio com alto potencial de transformagdo maligna
(CHISHOLM et al., 1992; EPSTEIN et al., 1992; XIAO et al., 2013). Acredita-se que
o glicogénio seja, na verdade €, “uma reserva de glicose” que também pode ser
usado. O metabolismo do glicogénio (sintese de glicogénio e glicdlise) no tecido
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epitelial displasico/ maligno € um processo pouco conhecido (OHTA et al., 2010,
XIAO et al., 2013). A glicogénese, assim como a glicogenolise ocorrem no
citoplasma celular. Possivelmente a glicogendlise esta ativada nas células epiteliais
pré-malignas e malignas que consomem maior quantidade de energia devido ao
aumento da proliferagéo e, portanto, esgotam seus estoques de glicogénio (AIZAWA
et al., 2017). As células tumorais geram energia pelo aumento da glicélise, como
descrito por Warburg nos anos de 1920 (GATENBY e GILLIES, 2004).

Ogawa et al., em 2014, analisando o metabolismo da glicose e glutamina em
CCEO detectaram um maior consumo de glicose e maior concentragdo de lactato
quando comparado com os tecidos normais. A combinagdo de consumo exagerado
de glicose e acumulo de lactato levou os autores a concluir que o efeito Warburg é
observado no CCEO. Uma correlacao entre o “Efeito Warburg”, é feita por Baggeto
(1992) com o grau de diferenciacdo celular. Segundo esse autor, as células
cancerosas que ainda conservam semelhangas com as células normais apresentam
glicolise anaerobia normal e baixa taxa de crescimento, enquanto as células
altamente indiferenciadas apresentam elevada glicolise anaerdbia e rapida
velocidade de crescimento (BAGGETTO et al, 1992). Ha mais de 30 anos as
alteragdes no metabolismo do glicogénio vém sendo associadas a reprogramagao
metabdlica em muitos tipos de cancer (ROUSSET et al., 1981). Embora inicialmente
essa correlacdo tenha sido estabelecida para determinados tipos histologicos,
estudos mais recentes consideram um fendémeno geral (WITNEY et al., 2014).

Vias catabdlicas compensatérias sao ativadas devido a diminuicdo de
energia ativa, obrigando as células cancerosas a oxidar outras moléculas além da
glicose, como a glutamina. Esse metabolismo alterado confere diversas vantagens
para as células cancerosas como suprimento energético adequado, biossintese de
moléculas necessarias, invasividade devido a elevada producdo de lactato e
protecdo contra estimulos apoptéticos (KAELIN et al., 2010). Hakimi et al.,
investigaram essa alteragdo metabdlica e observaram que os tumores em estagio
inicial apresentam um perfil metabdlico que se inverte em uma fase mais avangada
(HAKIMI et al., 2016). Hakimi enfatiza a tendéncia atual de valorizar a importancia
das alteragcbes das vias metabdlicas e de considerar que a reprogramacgao
metabdlica abre novas perspectivas para o diagnéstico e opgdes terapéuticas.

A expressao desregulada de GSK-3B esta associada ao desenvolvimento de
muitas condigdes patoldgicas, incluindo o cancer. A proteina GSK-38 tem sido

considerada supressora de tumor devido a sua capacidade de fosforilar moléculas



pré-oncogénicas, tais como c-Myc, ciclina D1 e B-catenina, visando a degradagao
proteossémica (Figura 12). No entanto, um grande e crescente numero de trabalhos
publicados demonstrou que GSK-3f regula positivamente a proliferagéo celular e a
sobrevida no cancer avangado (NISHIMURA et al., 2016, KUBIC et al., 2012, CAO et
al., 2006).

Ha diversos relatos na literatura sugerindo que a interagao entre Gli1 e B-
catenina ativa a transcricdo de genes que promovem o0 crescimento e
desenvolvimento celular (ROSSI et al.,, 2011, NOUBISSI et al., 2009). Estudos
recentes com imunofluorescéncia mostraram que a ativacao de GSKS3-f3
desestabiliza a interacdo entre Gli1 e B-catenina por fosforilagdo levando a
hiporegulagdo da cascata de sinalizagdo de WNT-B catenina e Shh-Gli
desencadeando apoptose em células-tronco de cancer oral (NAYAK et al., 2017).
Outros estudos sugerem ainda que a inativagdo de GSK a/B, especialmente GSK-3f3
pode estar relacionada com a progressao do CCEO e estimular a transcrigdo de
ciclina D1. E provavel que a expressdo de GSK-3 a/B no citoplasma contribua para a
progressao do tumor e a forma inativa de GSK-3 a/ no nucleo esteja relacionado
com as formas mais graves de CCEO. Assim sendo, a forma inativa de GSK a/
teria um papel ativo na progressao do CCE de lingua (MISHRA et al., 2015).

As caracteristicas clinicas e histopatolégicas do CCEO sao decorrentes de
alteragdes moleculares que se devem a uma série de desregulacbes genéticas e
epigenéticas em importantes vias de sinalizagao, sendo algumas delas embrionarias
como a via Shh. A expressao dos componentes dessa via, principalmente a proteina
Gli1, tem sido associada com mecanismos de invasdo, metastase e com o
prognostico do CCEO. (FAN et al., 2014).

Aqui nesse trabalho em estudos com imuno-histoquimica a expressao de
proteinas da via Shh foi observada na mucosa oral normal, o que pode ser explicado
pela elevada capacidade de renovagao e reparo da mucosa de recobrimento da
cavidade oral (GONZALEZ et al., 2016). No presente estudo, a imuno-histoquimica
para Gli1 mostrou positividade nuclear e citoplasmatica especialmente no estrato
basal do epitélio de recobrimento da mucosa normal adjacente ao tumor. A imuno-
histoquimica para Gli1 mostrou positividade nuclear e citoplasmatica em todas as
amostras de CCEO, nao sendo possivel observar predominancia por uma ou outra
localizacdo (Figura 5). Em aproximadamente 73% dos tumores analisados houve
marcagao em mais de 75% das células tumorais. Como a maioria das amostras

apresentou os maiores scores para marcaciao de Gli1, e também pelo reduzido
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tamanho amostral, nao foi possivel estabelecer a associacido deste resultado com as
outras analises, como diferenciagdo histopatologica e estadiamento tumoral. O
indicador da atividade de sinalizagdo de Hedgehog é Gli1, por ser um gene-alvo da
sinalizacao de Hedgehog ativa (ROSSI et al., 2011) portanto, a via Shh esta ativada
em todas as amostras de CCEO avaliadas neste estudo.

Os resultados das analises por imuno-histoquimica em relagdo a
positividade para Gli1 em CCEO difere entre os estudos. O percentual de
positividade para Gli1 observado por Huaitong et al. (2017) foi de 100% dos 90
pacientes portadores de CCEO analisados, sendo encontrada uma baixa expressao
de Gli1 em 34 casos (42.5%) e uma expressao moderada a alta para Gli1 em 46
casos (57.5%). A expresséo de Gli1 neste trabalho foi associada significativamente
com o estadiamento clinico TNM, recidivas e metastases para os linfonodos (p<
0.05), mas nao houve correlagdo com género, idade e tamanho tumoral. Entretanto,
em outros estudos, um menor quantitativo foi observado pelos autores como 47,8%
(YAN et al., 2011) e 54,5% (CHEN et al., 2018).

A associacado entre a expressado de Gli1 com o fenétipo EMT também foi
observada por Fan et al. (2014) além daquelas anteriormente descritas como
recidiva tumoral, estadiamento clinico e metastases linfonodais. No referido estudo,
os autores observaram a associacao entre a expressao de Gli1 com as proteinas e-
caderina e MMP-9 sugerindo o envolvimento da via Shh com o processo de invaséo
tumoral via EMT. Essas evidéncias revelam a complexidade dos eventos
moleculares que desencadeiam a invasao e disseminagao do cancer e ressaltam a
importancia da interacdo entre a via Shh com outras vias envolvidas com a
carcinogénese, como a via Wnt anteriormente mencionada (SATONI et al., 2013;
MAEDA et al., 2006; CARBALLO et al., 2018).

Além da comunicag&o da via Shh com diferentes vias carcinogéncias, deve
ser ressaltada a importante interacédo desta via com os miRNAs. A atuacédo de
miR17-5p, miR-214-5p e miR-324-5p com a via Shh em meduloblastomas esta
descrita na literatura (FERRETI et al., 2008; NORTHCOTT et al., 2009; UZIEL et al.,
2009). Entretanto, n&o existe até o momento nenhum estudo molecular avaliando a
expressao desses miRNAs e da proteina Gli1 efetora da via Shh em CCEO.

A expressao de miR-214-5p e miR-324-5p nas amostras de CCEO comparada com
as amostras normais nao revelou diferenga significativa, talvez devido ao reduzido
tamanho amostral avaliado. Apesar de miR-214-5p ser um miRNA muito estudado

em diferentes tumores malignos, ndo encontramos qualquer estudo avaliando a



expressao desta molécula em CCEO ou em regidao de cabeca e pescogo. A
expressao reduzida de miR-214-5p foi observada no soro de pacientes com
carcinoma hepatocelular e relacionada com a progressédo e metastase deste tipo de
cancer (ELEMEERY et al, 2017). Em outro estudo, os autores analisaram a
transfeccdo de células de carcinoma hepatocelular com mimicos e inibidores de
miR-214-5p e verificaram que a superexpressdo de miR-214-5p inibiu
significativamente a migracdo e a invasao neste cancer e, de forma contraria, sua
inibicdo promovia a migracao e a invasao de células malignas (Li H et al., 2018). A
atividade supressora tumoral de miR-214-5p também ja foi descrita no pancreas. A
superexpressdao de miR-214-5p inibiu a proliferacdo celular, invasdo e migracao
através do bloqueio de EMT (CAOQO et al., 2018).

Além do miRNA-214-5p, miR-324-5p também mostrou expresséo reduzida
em tecidos e linhagens de carcinoma hepatocelular e, quando superexpressado foi
capaz de inibir a migracédo e invasao das células tumorais (CAO et al., 2015).
Estudos realizados em gliomas mostraram a expressao reduzida de miR-324-5p, o
que foi associado a um pior progndstico para os pacientes. Este estudo mostrou que
miR-324-5p também desempenha uma funcdo supressora tumoral em
glioblastomas. A superexpressao de miR-324-5p foi capaz de suprimir o crescimento
e a invasao e prolongou a sobrevida em camundongos xenotransplantados com
linhagem de glioblastoma, por inibir o oncogene EZH2 responsavel pela iniciagao,
progressao, invasao e quimiorresisténcia (ZHI et al.,2014). Por outro lado, no cancer
de pulmao miR-324-5p esta hiperexpresso, sendo capaz de promover a invasao
tumoral ao inibir a expressao dos genes GPX3, RCAN1 e MGAT3 (LIN et al., 2018).

Apesar de nao termos encontrado diferenga estatisticamente significativa para
miR-214-5p e miR-324-5p nas amostras de CCEO comparado as amostras de
mucosa clinicamente saudavel, foi encontrada uma associacédo entre o aumento de
expressao desses miRNAs com o consumo de alcool. Essa € a primeira vez que um
estudo com amostras de cancer oral encontra uma associagao entre esses miRNAs
com o consumo frequente de alcool.

Na revisao sobre o assunto observamos que sao poucos os autores que se
propdéem a analisar essa associagao. Dolganiuc et al., em 2009 analisaram por
microarray amostras de figado de camundongos submetidos a ingestao de alcool e
foi observada a hipoexpressao de miR-214-5p. Em um estudo semelhante a este,
porém analisando também o soro e amostras de figado de ratos, Chen et al.

encontraram resultados similares. Ainda considerando este miRNA, Dong et al.,
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utilizaram modelo animal e estudos in vitro, por técnicas distintas, e, diferentemente,
encontraram a hiperexpressdo de miR-214-5p. Essa hiperexpressédo foi induzida
pelo etanol de uma maneira dependente da concentragcdo e do tempo em células
hepaticas. Ainda segundo esses autores, miR-214-5p promovia o estresse oxidativo
induzido pelo alcool através do silenciamento da Glutationa redutase -GSR e do
citocromo P450 oxidorredutase (POR), importantes antioxidantes (DONG et al.,
2014).
Em relagcdo ao miR-324-5p, a hiperexpressao desse miRNA foi relacionada
com o consumo prolongado de vinho em carcinoma colorretal, suportando a
hipétese de que o consumo de diferentes tipos de bebidas alcodlicas sao capazes
de induzir alteragbes na expressdo de miRNAs neste tipo de cancer (MULLANY et
al., 2017).
Em nosso estudo, foi observada uma correlacdo positiva entre a expressao
desses dois miRNAs nas amostras de CCEO (p<0,001; r=0,914). Entretanto, o
mesmo ndo se observa em meduloblastomas, onde desempenham papéis opostos.
A correlagao positiva encontrada para estes dois miRNAs pode indicar que,
diferentemente do meduloblastoma, estes mMiRNAs n&o desempenham papéis
opostos em CCEOQO e a expressao é tecido-especifica. Como até a presente data nao
existe nenhum estudo que tenha realizado uma avaliagdo simultdnea destes dois
miRNAs em cancer oral, sdo necessarias pesquisas adicionais para o melhor
entendimento a respeito desta provavel co-expressao encontrada para miR-214-5p e
miR-324-5p no CCEO e que funcao estes miRNAs podem ter neste tipo de tumor.
Em nossas analises, observamos uma diferengca de expressao significativa para
miR-17-5p nos CCEOs comparados com a mucosa normal saudavel (p = 0,02) . Em
2016, Wu et al. analisaram a expressao do miR-17-5p em CCEOs, provovado pelo
habito de mascar noz de betel, também conhecida como noz de areca ou chiclete de
Taiwan, um habito comum apenas em algumas regides da Asia. Segundo este
estudo, miR-17-5p alterou a expressao de proteinas pro-apoptdticas na amostra
estudada. Em comparacéao, neste presente estudo, cuja populagao estudada relatou
apenas o habito de fumar tabaco e/ou consumir bebidas alcodlicas, foi observado o
aumento da expressdao do miRNA-17-5p em 75% das amostras de CCEO
analisadas.
A superexpressao de miR-17-5p tem sido observada em diversos tumores e
esta especialmente relacionada com a migracao e proliferacao celular (BOBBILI et

al., 2017). Metastases regionais foram clinicamente detectadas em seis das nossas



20 amostras de CCEO, sendo que cinco dessas amostras apresentaram uma alta
expressao de miR-17-5p. No paciente CCE7, o CCEO pouco diferenciado com
células claras com metastase regional, a hiperexpressdao de miR-17-5p foi
extremamente elevada em relagdo aos demais tumores, seguindo-se o paciente
CCE5, com metastase a distancia. Os dois pacientes ndo chegaram a receber
tratamento pelo curso da doenca que os levou rapidamente ao Obito apds a
confirmagéo do diagnostico.

Sao poucos os estudos disponibilizados na literatura que analisam o papel de
miR-17-5p em CCEO e de cabecga e pescog¢o. Uma analise por micorarray com esta
proposta monstrou um aumento moderado na expressdao de miR-17-3p/miR-17-5p
neste tipo de tumor (SEVERINO et al., 2003). Entretanto, a expressao reduzida dos
componentes do cluster 17-92 foi demonstrada em outro estudo mais recente
desenvolvido por Chang et al. em 2013. Estes autores atribuem este resultado a
perda de heterozigosidade no locus 13q31.3. Foi demonstrado ainda que miR-17 e
miR-20 foram capazes de inibir ITGB8, um oncogene responsavel por aumentar a
habilidade migratéria de células de CCEO, conferindo a estes miRNAs uma agao
supressora inibindo a migragéao das células malignas. Entretanto, ndo existe até o

momento nenhum trabalho que avalie a expressao simultanea de miR-17 e da via de
Shh no CCEO.

Ha evidéncias de que miR-17-5p desempenhe uma fungdo oncogénica no
osteossarcoma, carcinoma hepatocelular, préstata, estdmago e célon por diferentes
vias de sinalizagdo e de acordo com o tipo de tumor (LI et al., 2011; LIAO et al.,
2017; O'DONNELL et al., 2005; GAO et al., 2014; WU et al., 2014 YANG et al.,
2010).

Em pacientes com cancer de pulmdes, cujo principal agente etiolégico € o
habito do tabaco, os niveis de expressdo elevados de miR-17-5p estiveram
inversamente relacionados com a sobrevida (CHEN et al., 2013). De acordo com os
estudos realizados por Matsubara e colaboradores (MATSUBARA et al., 2007), a
inibicdo de miR-17-5p pode induzir a apoptose em células de cancer de pulmdes,
onde este MIRNA esta superexpresso. Embora outros estudos tenham descrito
miR-17-5p como supressor tumoral, o efeito final de miR-17-5p parece ser altamente
dependente do contexto celular.

O cluster miR-17-92 é regulado negativamente por p53 que promove apoptose
em condicdes de hipdxia (YAN et al., 2009) e, por outro lado, é ativado pelo fator de
transcricdo c-Myc. O proto-oncogene c-Myc regula 10-15% do genoma humano e

69



controla o ciclo celular, apoptose, metabolismo de energia e sintese de
macromoléculas (BOBBILI et al., 2017). A expresséo ou fungdo desregulada de c-
Myc é uma das alteragbes mais estudadas nas neoplasias malignas em humanos
(COLE et al., 1999). A supressao de fatores de transcricdo que inibem a proliferagao
celular permite que miR-17-5p promova o crescimento celular através de um
complexo mecanismo de interacdo que estabelece a intercomunicagdo entre

diferentes vias de sinalizagédo (Figura 18). Em relagdo a progressao do ciclo celular

e apoptose, os alvos confirmados do cluster miR-17-92 sao os fatores de transcricao
PTEN e E2Fs (BOBBILI et al., 2017).

Figura 18. A via Sonic Hedgehog e miR-17-5p no contexto do CCEO. A via de sinalizacdo Shh
(azul) pode estabelecer uma crosstalk com as vias Wnt (verde) e EGFR (cor-de-vinho), sendo a
proteina GSK3- a molécula-chave dessa interagao. miR-17-5P atua como “oncomiR” inibindo PTEN
e desencadeando uma série de sinalizagdes envolvendo a via PI3K / AKT em diferentes tipos de
tumores. Quando essa via esta ativada, no contexto do cancer oral, GSK3p ¢é inibida deixando de
evitar a interagdo fisica entre B catenina e Gli1 que se deslocam para o nucleo ativando a transcrigao
génica. A hiperexpressdao de miR-17-5p foi demonstrada em nossas amostras de CCEO, porém a
inibicdo de PTEN por miR-17-5p neste tipo de tumor ainda nao foi investigada. Diagrama de Moleri,
AB. (O desenho esquematico foi baseado na liustragao de Guo, 2011 e Spohr 2018).

Em alguns tumores, miR-17-5p pode atuar como oncogene e, em outros, atua
como supressor tumoral. Existe ainda a possibilidade de divergéncia entre os
autores. Fan et al., (2014) observaram uma atividade supressora tumoral inibindo a
transicédo epitélio-mesenquimal (EMT) pelo aumento da aderéncia tecidual evitando



a disseminacgao por metastase em cancer de mama. Outros trabalhos mostram que
miR-17-5p esta hiperexpresso em células de cancer de mama altamente invasivas.
Os autores sugerem que miR-17-5p tenha tido um papel importante na invaséo e
migracao celular pela supressao da proteina HBP1 e subsequente ativagao da via
Wnt /B-catenina (LI et al., 2011). Alguns estudos mostram ainda que c-Myc, E2Fs e
ciclina D1 podem ativar a expressao do cluster miR-17-92 por um mecanismo de
feedback autorregulador (LU et al., 2007; O'DONNELL et al., 2005).

A superexpressao da proteina HBP1 inibe a transicdo da fase G1 para a fase S
do ciclo celular (TEVOSIAN et al., 1997). Pela expressao ectopica ou induzida por
produtos quimicos, HBP1 inibe o crescimento e regula a apoptose em linhagens de
células cancerosas, incluindo o cancer oral (LEE et al, 2013 YAO et al., 2005).
Esses achados sugerem uma atuagdo supressora tumoral para HBP1,
hiporegulando varios genes, incluindo c-Myc e CCND1 (BERASI et al., 2004; CHEN
et al., 2010; SHIH et al,, 1998; TEVOSIAN et al, 1997,). Em 2017, Chan et al.
demonstraram que HBP1 é um efetor “downstream” de EGFR/ via AKT no céncer
oral. Os autores analisaram 30 amostras de tumores orais e detectaram que os
niveis médios de mRNA dos fatores de transcricio HBP1 e FOXO1 estavam
significativamente mais baixos do que os controles normais, o que foi associado com
a invasividade dos tumores orais. Estudos em cancer de mama mostraram que
miR-17-5p ativou a invasédo e migracao celular inibindo HBP1 (LI et al., 2011), uma
importante interagdo de miR-17-5p ainda nao investigada em cancer oral.

Estudos recentes com imuno-histoquimica mostram uma diminuicdo na
expressdao de PTEN em CCEO quando comparado a mucosa normal. Os autores
concluiram que PTEN €& um gene supressor tumoral com extensa atividade na
carcinogénese oral (JASPHIN et al., 2016). PTEN é um inibidor da via PI3K, a qual
pode ser ativada por estimulos extracelulares como fatores de crescimento. A
ativacdo oncogénica desta via contribui para o efeito Warburg por aumentar, por
exemplo, a ingestdo de glicose, e a expressdo de enzimas glicoliticas
(SHANKARAIAH et al., 2018). Além disso, tanto a sub-via ERK 1/2 quanto a via
PIBK/AKT sao ativadas por EGFR, o qual esta superexpressado em diferentes
modelos neoplasicos incluindo o cancer de préstata (40-80%), pulméo (40-80%), rim
(50-90%), cabegca e pescogo (80-100%), gliomas (40-63%) entre outros
(MITSUDOM I et al., 2010).

Os mecanismos epigenéticos que controlam a via Shh ainda nao estdo bem
compreendidos. Provavelmente, existe uma participacido indireta de miR-17-5p na
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regulagcado desta via controlando o crosstalk com outras vias de sinalizagao (Figura
18). Embora os principais eventos moleculares descritos neste texto ja tenham sido
observados em CCEO em trabalhos isolados, do nosso conhecimento, ainda néao foi
realizado um unico estudo investigando todas essas interagbes de sinais.
Finalizando essa discussdo, podemos supor que uma investigacdo conjunta
envolvendo os principais componentes dessas vias, sobretudo de Gli1, B-catenina,
GSK-38 e PTEN e a expressao de miR-17-5p podera trazer uma melhor
compreensao sobre os intrincados mecanismos moleculares relacionados com o

carcinoma de células escamosas oral.



7 CONCLUSOES
A realizacao deste estudo nos permitiu concluir que:

Na primeira parte do estudo, a analise retrospectiva dos 315 casos de CCEO
diagnosticados na Clinica de Estomatologia da Unigranrio no periodo de 2006 a 2016
revelou que a populacdo examinada foi composta predominantemente por homens
pardos, com mais de 60 anos de idade, tabagistas e etilistas. A lingua e o assoalho bucal
foram as regiées anatébmicas de maior incidéncia do CCEO e os tumores moderadamente
diferenciados os mais prevalentes. Esses resultados indicam que a amostra estudada
apresenta aspectos epidemiolégicos que se coadunam com outros estudos realizados no

Brasil.

Em relacdo aos aspectos clinicos e hitopatolégicos da populagdo analisada no
estudo retrospectivo, no momento do diagndstico, os pacientes apresentaram em sua
maioria, tumores T3 (acima de 4 cm de didmetro), mostrando que a maioria dos casos é
diagnosticada em fases avangadas do tumor repercutindo em maior indice de morbidade

e mortalidade dos pacientes com cancer oral.

Na segunda parte do estudo, pela analise por imuno-histoquimica, pela
imunofluorescéncia e molecular, foi observada a expressao da proteina Gli1 em todas as
amostras avaliadas. Na maioria dos casos houve marcagao positiva em mais de 75% do
tumor indicando que a via Sonic Hedgehog estava ativada em nosas amostras;

Dos miRNAs analisados, somente miR-17-5p apresentou um aumento de
expressao estatisticamente significativo nas amostras tumorais em relacdo as amostras
normais. Provavelmente este miRNA possui uma fungédo reguladora ativando vias de

sinalizagao que promovem a proliferagao celular em CCEO.

Foi encontrada uma correlacdo positiva entre a expressdo de miR-324-5p e
miR-214-5p no CCEO e a associagao desses com o consumo diario de alcool, sugerindo
que o etanol pode ser um fator externo capaz de modular o maquinario epigenético

envolvido com a carcinogénese oral.
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ANEXO Il

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolugdo n° 466,do Conselho Nacional de Satude de 12/12/2012)
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ANEXO Il

FICHA CLINICA PARA PROJETO DE PESQUISA

N° da ficha

“Os miRNAs podem atuar na via de Sonic Hedgehog durante a carcinogénese oral?”

Dados pessoais nao identificadores do voluntario
Sexo Idade Cor Peso

Altura Profissao Atividade ocupacional

Caracteristicas clinicas do tumor

Localizacdo Tamanho

Linfonodos regionais Metastase distante

Caracteristicas da lesdo

Tempo de evolucao Tempo de procura por outros atendimentos

Outros profissionais consultados

Habitos viciosos

Cigarro Marca Tempo de consumo Freqiiéncia
Alcool Tipo Tempo de consumo Freqiiéncia
Outros

() tosse () rouquiddo ( ) disfagia ( ) hipertensdo ( ) diabetes ( ) alteragdes hepaticas

Comorbidades associadas

Evolugao

Encaminhamento para

Inicio do tratamento Tipos de tratamentos

Acompanhamento do tratamento para avaliacdo do progndstico do tumor

Apobs 6 meses

Apos 1 anos

Apbs 2 anos

Apbs 3 anos

Apbs 4 anos

Apds 5 anos

Duque de Caxias, / /
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ANEXO IV

TNM - Classificagao Clinica

T - Tumor Primario

TX - O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO - N&o ha evidéncia de tumor primario

Tis - Carcinoma in situ

T1 - Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T2 - Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensao
T3 - Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensao

T4a (Labio) - Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical 6ssea, nervo alveolar
inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz)

T4a (Cavidade oral) - Tumor que invade estruturas adja centes: cortical 6ssea, musculos
profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso, palatoglosso e estiloglosso),
seios maxilares ou pele da face

T4b (Labio e cavidade oral) - Tumor que invade o espago mastigador, laminas pterigdides
ou base do cranio ou envolve artéria carotida interna

N - Linfonodos Regionais
NX - Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO - Auséncia de metastase em linfonodos regionais

N1- Metastase em um unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior
dimensao

N2- Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua
maior dimensao, ou em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6
cm em sua maior dimensao; ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles
com mais de 6 cm em sua maior dimensao

N2a - Metastase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em
sua maior dimensao

N2b- Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm
em sua maior dimensao

N2c- Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6
cm em sua maior dimensao



N3 - Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimenséao

M - Metastase a Distancia
MX - A presenga de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada
MO - Auséncia de metastase a distancia

M1 - Metastase a distancia

Grupamento por Estadios

Estadio 0 - Tis NO MO

Estadio | - T1 NO MO

Estadio Il - T2 NO MO

Estadio lll - T1, T2 N1 MO, T3 NO, N1 MO

Estadio IVA- T1, T2, T3 N2 MO T4a NO, N1, N2 MO
Estadio IVB - Qualquer T N3 MO T4b Qualquer N MO
Estadio IVC - Qualquer T Qualquer N M1

Rovume Dyquemitico

Lapio, Lavidaae Ural

Zan
2 e L
T3 4un

T4 Labso: mvade cortacal Sssea nervoalvediar indnor
550400 G boca, peke

Canidade oral: mvade corical Gesen, muiscalos
profundos extriasecon da bingua, serosmaaaiares

pele

T4h Espago mustigador, limunas ptengdades, base do
Crin0. ar¥ra Carotida milerna

N1 Homolateaal 1anico, < 3 cm

N2 (2) Fomoisteral, wno, > 3 até 6 cm

(D) Fomnolreral sminplo, <o cm
(¢) Bilatemal coatralateral < 6 cn

N3 6 an

INCA - Instituto Nacional do Cancer Instituto. Ministério da Saude. TNM: classificacdo de
tumores malignos / traduzido por Ana Lucia Amaral Eisenberg. 6. ed. - Rio de Janeiro:
INCA, 2004. 254p. Traducéo de: TNM: classification of malignant tumours. (6th ed.).
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ANEXOV

Quantificacdo do RNA total extraidas das amostras analisadas no estudo.

Amostra 260/280 Concentragao (ng/
ML)
CCE1 1,76 496,28
CCE2 1,8 931,9
CCE3 1,6 978,6
CCE4 1,55 994,5
CCE5 1,96 681,50
CCE7 1,77 635,7
CCE10 1,87 1339,2
CCENM 1,56 1225,3
CCE12 1,6 1163,0
CCE13 1,94 822,02
CCE14 1,73 4911
CCE15 1,96 990,8
CCE16 1,97 483,8
CCE17 2 389,5
CCE18 2,34 940,3
CCE19 2,01 397,9
CCE20 2,38 569,1
CCE21 1,88 825,5
CCE22 1,71 307,2
CCE23 1,92 778,0
CCE24 1,65 1426,42
N1 1,71 913,2
N2 1,68 581,2
N3 1,67 688,9
N4 1,75 1003,6
N5 1,74 1247,6
N7 1,62 260,3
N8 1,69 3147




N9 1,74 775,5
N10 2,08 648,7
N11 1,63 282,3
N12 1,91 720,3
N13 1,73 633,3
N14 1,85 693,8
N15 1,91 620,8
N16 1,96 642,5
N17 1,73 454,3
N18 1,96 663,2
N19 1,92 764,2
N20 1,86 663,7
N21 1,61 1260,9

CCEO = Carcinoma de Células Escamosas Oral; N = normais
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Apéndice Il

Apresentacao de péster intitulado “miRNAs e a via Sonic Hedgehog no cancer oral”

no X Congresso Franco Brasileiro de Oncologia

MIRNAS E A VIA SONIC HEDGEHOG NO CANCER ORAL

12,3345
Lyra, S.M.C. , Moleri, A.B. , Dezonne, R.S. , Spohr, T.C.L.S. , Lourenco, S.Q.C. , Moura-

Neto, V.
341,23, Pereira, C.M.

1- Programa de Pds-Graduacao em Odontologia Clinica e Experimental (Odontoclinex) -
Universidade do Grande Rio (Unigranrio), RJ - Brasil, 2- Escola de Ciéncias da Saude -
Unigranrio, 3-Programa de P6s- Graduagao em Biomedicina Translacional (Biotrans) —
Unigranrio, 4- Instituto Estadual do Cérebro Paulo Niemeyer (IECPN) — RJ — Brasil, 5-
Departamento de Patologia — Universidade Federal Fluminense (UFF) — RJ — Brasil.

O uso de microRNAs (miRNAs) como biomarcadores com aplicacdo clinica no carcinoma de
célulascomo oncogenes, quanto como supressores tumorais. A alteracdo na expressao de miR-17,
miR-214 e miR-como oncogenes, quanto como supressores tumorais. A alteracdo na expressao de
miR-17, miR-214 e miR-324 ja foi descrita e relacionada com a via de Sonic Hedgehog (SHH) no
meduloblastoma. SHH é umaimportante via embriondria, cuja molécula efetora Glil, estd associada
com a progressdo € com o mauprognodstico do CCEO. Um conhecimento mais detalhado sobre os
componentes que atuam nesta via poderdauxiliar no entendimento da carcinogénese oral. Objetivo:
Avaliar a presenca de Glil e a expressdo de miR-17, miR-214 e miR-324 no CCEOQO. Material e
métodos: Foram realizadas analises histoquimicas paradeteccao da proteina Glil. As expressoes de
miR-17, miR-214 e miR-324 foram avaliadas por PCR emtempo real em 20 casos de CCEO
comparados com 20 amostras de mucosa oral normal. Resultados: Aproteina Glil estava presente
em 100% das amostras de CCEO (20/20), com positividade citoplasmatica enuclear principalmente
no tipo histolégico pouco diferenciado. Detectou-se um aumento de expressdo demiR-17 e reducdo
de miR-324 e miR-214. Houve uma correlacio moderada entre o aumento de expressdode miR-17 e
a marcacdo moderada/forte para Glil. Conclusdes: Um possivel perfil supressor tumoral
paramiR-324 e oncogénico para miR-17 foi observado no CCEQO, semelhantes aos estudos prévios
emmeduloblastomas. Semelhante ao cancer de mama, no CCEO miR-214 apresentou-se com
expressaoreduzida. Provavelmente, Glil pode estar interferindo na expressiao de miR-17. Os
proximos passosconsistirdo em correlacionar a expressao de Glil e destes miRNAs com dados
clinico-patoldgicos dospacientes portadores de CCEO e analisar a influéncia de Glil na regulacdo
de miR-17 em culturas de CCEOtratadas com inibidores e ativadores da via SHH.



Apéndice IV

Apresentacgao de trabalho intitulado “Evaluation of miRNAs related

to the Sonic Hedgehog pathway in oral cancer” no 44° Congresso

Brasileiro de Estomatologia e Patologia Oral

AN EVALUATION OF MIRNAS RELATED TO THE SONIC HEDGEHOG PATHWAY IN
ORAL CANCER

Silvia Maria de Carvalho Lyra, Andréa Braga Moleri, Romulo Sperduto Dezonne,
Tania Cristina Leite de Sampaio e Spohr, Simone de Queiroz Chaves Lourenco,
Vivaldo Moura-Neto, Claudia Maria Pereira

Painel de pesquisa cientifica (PPC)

The microRNAs (miRNAs) as biomarkers with clinical application in OSCC has been
suggested in the literature. These small non-coding RNA molecules can act as oncogenes
or tumor suppressor molecules. Altered expression of miR-17, miR-214 e miR-324 was
described and related to the Sonic Hedgehog (SHH) pathway in medulloblastomas. SHH
is an important embryonic pathway associated with progression and poor prognosis in
OSCC. A better comprehension about the miRNA activity will improve the knowledge about
the SHH pathway in oral carcinogenesis. Objective: This study aims to evaluate the Gli1
(an important SHH component) and miR-17, miR-214 e miR-324 expression in OSCC.
Study Design: Gli1 evaluation was performed by immunohistochemistry and miR-17,
miR-214 and miR-314 expression was investigated by Real Time PCR in 20 OSCC
samples. Results: Gli1 demonstrated a cytoplasmic and nuclear positivity mainly in the
undifferentiated histological grade. Hypoexpression of miR-324 and miR-214 as observed
in 40% and 60% of OSCC samples respectively. And a higher expression of miR-17 was
identified in 60% of these samples. Conclusion: It was observed the possible tumor
suppressor and oncogenic profile of miR-324 and miR-17 as mentioned in
medulloblastomas. However, miR-214 did not demonstrate an oncogenic behavior on
OSCC.
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Apéndice V

Apresentacao de péster intitulado “Evaluation of miRNAs and

Gli1 expression in oral cancer” no Xl Simpésio Oncobiologia

Evaluation of miRNAs and Glil expression in oral cancer

#Nunes, AR ##1#, Moleri A. #1,2#, Boghossian-Silva C.M #1,2,3#, Dezonne R.S. #2#, Spohr
T.CL.S. #4#, Moura-Neto V. #2, 4, 5#, Pereira CM. #1, 2, 3#

#1# Escola de Ciéncias da Sadde - Universidade do Grande Rio (Unigranrio), #2# Programa de
Pés-Graduacdo em Biomedicina Translacional (Biotrans) - Unigranrio, #3# Programa de Pos-
Graduacdo em Odontologia Clinica e Experimental (Odontoclinex)- Unigranrio, #4+# Instituto
Estadual do Cérebro Paulo Niemeyer (IECPN), #5# Laboratorio de Morfogénese Celular (LMC) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

Head and neck cancer is among the ten most common cancers worldwide, and oral squamous cell
carcinoma (OSCC) accounts for more than 90% of the diagnosed cases. The prevention of OSCC
requires programs to control alcohol and tobacco consumption. Almost half of the people with
cancer receive late diagnoses, making treatment less likely to succeed and reducing the survival
chances. Some studies have evaluated the potential use of microRNAs as biomarkers with clinical
application, in OSCC. These small non-coding RNA molecules can function as oncogenes or tumor
suppressor genes. It is well known that some miRNAs interfere with the Sonic Hedgehog (SHH)
pathway, affecting tumor proliferation. The SHH pathway is an important embryonic pathway
associated with both the progression and the prognosis of malignant neoplasms, including oral
cancer, but the comprehension of this pathway on OSCC has not been established yet. This study
consisted in a retrospective phase with collection of socio-demographic and clinical-pathological
data from dental records of patients with oral lesions attended at Stomatology Clinic of Unigranrio
in the period from 2007 to 2016, and a prospective phase conducted from 2014 to 2016 that
consisted in the collection of OSCC samples for molecular and histochemical analysis. Expression
level of miR-214 and miR-314 was done using Real Time PCR evaluation. Immunofluorescence
was performed for detection of Glil protein This study was approved by the local ethics committee
(no 1.753.632 ). the In the period from 2007 to 2016 were diagnosed 307 patients with OSCC in the
Stomatology Clinic of Unigranrio, being 72,64% males and 27,36% females. The age group of 50
to 69 years presented a higher prevalence (66,12%). The ethnic group mulattos (miscegenation
between whites and blacks) was the most affected (43.32%). A total of 40.39% patients were
tobacco users, with frequent alcohol and tobacco consumption reported in 42.35% of the cases. The
tongue was the anatomic region most commonly affected by OSCC (34.53%). Moderately
differentiated tumors were the most common histological type (70.68%). The immunohistochemical
evaluation of Glil, a Sonic pathway effector protein, demonstrated a cytoplasmic and nuclear
positivity, mainly in the undifferentiated histological type. Molecular analyzes in 20 OSCC samples
demonstrated a hypoexpression of miR-324 suppressor in 40% of the analyzed samples. Differently,



miR-214 with oncogenic activity was hyperexpressed in only 20% of the patients. Although these
data are preliminary, we hope to find a possible association between the miRNAs involved in the
SHH pathway with the patients' clinical and pathological data. This work could expand the current
knowledge about the role of the miRNAs in the tumor invasion process of the OSCC.
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Apéndice VI

Apresentacgao de painel intitulado “Avaliagao da expressao de miRNAs e Gli1 no
cancer oral” no lll Simpésio Internacional de Estomatologia e Patologia Cirurgica

dos Maxilares

Lyra, S.M.C., Moleri A. , Dezonne R.S ., Spohr T.C.L.S. , Lourengo

51,2.3 S.Q.C., Pereira C.M.

1-Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia Clinica e Experimental (Odontoclinex)-
Unigranrio, 2-Programa de Pés-Graduagdo em Biomedicina Translacional (Biotrans) —
Unigranrio, 3- Escola de Ciéncias da Saude - Universidade do Grande Rio (Unigranrio), 4-
Instituto Estadual do Cérebro Paulo Niemeyer (IECPN), 5-Departamento de Patologia —
Universidade Federal Fluminense (UFF)

Avaliagao da expressao de miRNAs e Gli1 no céancer oral
Area: Patologia Bucal
Categoria: Pesquisa

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é o tipo histolégico mais comum dentre
0s canceres que acometem a cavidade oral. O diagnéstico tardio do CCEO torna o
sucesso do tratamento menos provavel, aumentanto a morbidade e reduzindo as chances
de sobrevida. O uso de microRNAs (miRNAs) como biomarcadores com aplicagao clinica
no CCEO tem sido avaliado. Essas moléculas de RNAs nao-codificantes podem funcionar
tanto como oncogenes, quanto como supressores tumorais. Alguns miRNAs apresentam-
se desregulados na via de Sonic Hedgehog (SHH), uma importante via embrionaria,
associada com a progressao e com 0 mau progndstico no cancer, inclusive no CCEO. Um
conhecimento mais detalhado sobre os componentes que atuam nesta via podera auxiliar
no entendimento da carcinogénese oral. Objetivo: Avaliar a presenca dos componentes
da via SHH e analisar a expressdo dos miRNAs, associados com essa via em amostras
de CCEO. Material e métodos: Foi realizada uma analise retrospectiva de 307 casos de
CCEO diagnosticados na Clinica de Estomatolgia da UNIGRANRIO no periodo entre
2007 e 2016. Uma analise molecular e histoquimica foi feita prospectivamente em casos
de CCEO coletados de 2014 a 2016. A expressao de miR-214 e miR-314 foi analisada por
PCR em Tempo Real e a deteccido da proteina Gli1 foi obtida por imunofluorescéncia.
Resultados: Os dados epidemioldgicos observados nos casos CCEO estdo de acordo
com a literatura, sendo a maioria constituida por pacientes do sexo masculino, acima dos
50 anos, pardos, tabagistas e etilistas. O tipo histolégico mais comum foi o
moderadamente diferenciado (70,68%). A avaliagao imunohistoquimica de Gli1, proteina



efetora da via SHH, demonstrou uma positividade citoplasmatica e muclear principalmente
no tipo histolégico pouco diferenciado. A analise de 20 casos de CCEO demonstrou uma
hipoexpressdo de miR-324 e de miR-214 em 40% e 60% das amostras respectivamente.
Conclusoes: O perfil da populacao portadora de CCEO esta de acordo com a literatura.
Uma possivel atividade supressora de miR-324 foi observada, entretanto, ao contrario do
esperado, nao foi observado um perfil oncogénico de miR-214 no CCEOQO. Esse estudo
podera expandir o conhecimento atual sobre a atuagdo dos miRNAs no processo de
carcinogénese e invasao do CCEO.
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