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RESUMO
Lima ABM. Anédlise do perfil de expressdo de MGMT e da familia miR-181 no
cancer oral. Duque de Caxias; 2017. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de PGs-
graduac&o em Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio]

O céncer oral é o sétimo tipo de cancer mais incidente na populacéo brasileira e um
problema de saude publica, por ser invasivo, com altas taxas de metastase e
recidivas. Os principais fatores envolvidos em sua génese sdo o tabagismo, o
etilismo e a infecgdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV). O tipo histolégico mais
frequente é o carcinoma de células escamosas orais (CCEQOSs). Dentre as alteracdes
moleculares descritas no CCEO, destacam-se a diminuicdo dos niveis de O-6-
methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) e de alguns membros da familia
miR-181. Estudos reportam o MGMT e miR-181 como importantes biomarcadores
para o prognostico e sobrevida em gliobastoma multiforme. Porém, ndo existe até o
momento nenhuma avaliacdo do nivel de expressdo dessas moléculas no CCEO,
nem sua relacdo com os dados clinico-patolégicos. O objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo de MGMT e de miR-181 em portadores de CCEO atendidos na
cinica de Estomatologia da Unigranrio. Para estas analises foram cultivadas trés
linhagens de CCEO, e coletadas 21 amostras de CCEO e 20 amostras de mucosa
oral saudavel. A expressdo de MGMT e de miR-181a/b/c foi obtida pelo método da
PCR quantitativo (QPCR). Para a correlagdo entre o nivel de expressdo dessas
moléculas com os dados clinico-patolégico aplicou-se o teste estatistico do Qui-
guadrado. Observamos a hipoexpressédo de MGMT em 58,3% das amostras, e uma
correlacdo entre a expressao desse gene com a pratica de sexo oral (p=0,03).
Verificamos que miR-181a e miR-181c estdo hipoexpressos em 30% e 35% das
amostras, respectivamente. Entretanto, miR-181b demonstrou uma hiperexpresséo
em 41% das amostras. Encontramos uma correlagcdo, ainda nao descrita na
literatura entre o etilismo e miR-181c em CCEO. Nao encontramos correlacéo entre
MGMT e os miRNAs analisados. Os resultados explicitam uma importante relacéo
de MGMT e miR-181 com fatores etioldgicos e comportamentais associados a
carcinogénese oral. Porém, novos estudos que incluam a deteccdo do HPV séo
necessarios para explicitarmos a importancia destes biomarcadores na diagnose e

prognéstico no CCEO.

Palavras-chave: Cancer oral, microRNAs, MGMT, miR-181.



ABSTRACT

Lima ABM. Analysis of MGMT and miR181 family expression in oral cancer.
Duque de Caxias; 2017. [Dissertacdo de Mestrado — Programa de PdOs-graduacgéo
em Biomedicina Translacional, Universidade do Grande Rio]

Oral cancer is the seventh most frequent type of cancer in the Brazilian population
and it is considered a public health problem, with high invasiveness, rates of
metastasis and recurrence. The main factors involved in its genesis are Consumption
of tobacco, alcoholism and Human Papillomavirus (HPV) infection. The most frequent
histological type is oral squamous cell carcinoma (OSCC). Among the molecular
alterations described in the OSCC, MGMT levels and members of the miR-181 family
stand out. Studies report MGMT and miR-181 as important biomarkers for the
prognosis and survival during glioblastoma multiforme pathogenesis. However, there
is no evaluation of their expression in the OSCC, nor their relation with clinical-
pathological data. The main objective of the present study was to evaluate the
MGMT and miR-181expression in patients with OSCC treated in the Stomatology
Clinic of Unigranrio. For these purpose, we cultured three OSCC cell lines and
collected 21 OSCC and 20 health oral mucosa samples. MGMT and miR-18la/b/c
expression were evaluated by quantitative PCR (qPCR). The correlation between
these molecules expression and the clinic-pathological data were given by chi-square
statistical test. We observed a down regulation of MGMT in 58.3% of the samples
and a positive correlation with the practice of oral sex (p = 0.03). We also found a
miR-181a and miR-181c down regulation in 30% and 35% of the samples,
respectively. However, miR-181b presented a high expression in 41% of the cases.
We observed a correlation between alcoholism and miR-181c in OSCC, not yet
described in the literature. Nonetheless, we found no significant correlation between
MGMT and the levels of the analyzed miRNAs. The results reveal an important
relationship between MGMT and miR-181family with the etiological and behavioral
factors associated with oral carcinogenesis. However, new studies that include HPV
detection are necessary to make explicit the importance of these biomarkers in

diagnosis and prognosis of OSCC.

Keywords: Oral cancer, microRNA, MGMT, miR-181.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisas em Cancer (International
Agency for Research on Cancer — IARC), o céncer oral estd entre os quinze
canceres mais incidentes na populacdo mundial (IARC, 2012). Nos Estados Unidos,
conforme dados do Programa de Vigilancia, Epidemiologia e Resultados Finais
(SEER- Surveillance, Epidemiology and End Results) sao estimados 49.670 novos
casos de cancer oral e orofaringe para o ano de 2017, de acordo com o National
Institute of Cancer - NCI (NCI, 2017). JA no Brasil, de acordo com o instituto
Nacional do Cancer — INCA, o cancer oral € o sétimo cancer mais incidente, e a
estimativa prevista para o periodo de 2016/2017 € que sejam registrados 15.490
novos casos desta doenca (INCA, 2016).

O cancer oral é considerado uma doenca de grande relevancia por se tratar de
uma ameaca significativa para a saude publica mundial, devido ao impacto negativo
no prognostico do paciente provocado pelo seu tratamento. Algumas sequelas
observadas no pds-tratamento incluem disfuncdes na fala, na mastigacdo, na
degluticdo, na saude dental, além de problemas psicossociais (RYZEK et al., 2014).
A longa exposicdo a hébitos como o tabagismo e etilismo e a infeccdo pelo
Papiloma Virus Humano (HPV), contraido pela pratica do sexo oral, pode aumentar
dramaticamente o risco de patologias na mucosa oral, como o aparecimento do
carcinoma de células escamosas oral (CCEO) (PARSHAD et al., 2015; ZHOU et al.,
2015). O prognéstico do CCEO depende do estilo de vida, da presenca de
comorbidades, do estadiamento tumoral, da idade do paciente e da presenca do
HPV (JADHAV; GUPTA, 2013). Nos ultimos 35 anos houve um aumento de 2,5
vezes na taxa de mortalidade por céancer oral no Brasil, apesar dos enormes
avancos observados na cirurgia e na radioterapia que constituem estratégias
terapéuticas padrdo-ouro no tratamento desta doenga (INCA, 2017).

O processo de carcinogénese oral, ou seja, a transicdo observada na mucosa
oral saudavel para o carcinoma in situ apresenta uma série de fendtipos
histopatolégicos, como hiperplasia, acantose, displasia e pleomorfismo celular. Tais
alteracdes sdo precedidas por eventos genéticos e epigenéticos.

Alteracbes no DNA de células malignas podem levar a amplificacdo de
oncogenes e ao silenciamento de genes supressores tumorais, como é o caso do

gene supressor metilguanina O-6-metiltransferase (MGMT). Pesquisas recentes no



campo da biologia molecular voltadas para a identificacdo de biomarcadores no
CCEO demonstram que mecanismos genéticos (ex: mutacbes e perda de
heterozigosidade) e epigenéticos (ex: metilacbes e mMIRNAS) e constituem-se
ferramentas promissoras e importantes para a 0 manejo do cancer oral
(HATZIAPOSTOLOU et al. 2013).

Os miRNAs sdo moléculas que atuam na regulacdo de genes que participam
de importantes processos biologicos (BARTEL, 2004; GARTEL; KANDEL, 2006;
ZHANG et al., 2007) . Desde a sua descoberta na ultima década, os miRNAs tém
ganhado um grande espaco nas pesquisas relacionadas as mais diversas areas da
saude, como doencas parasitarias, carcinogénese, medicina forense e doencas
cardiacas (MALLICK et al., 2008; GASCHE; GOEL, 2012; ELZENAAR et al., 2013;
WANG et al., 2013). A expressdo destas moléculas ja foi relacionada com a
progressao, invasao e metastase em diferentes tipos de cénceres. A familia miR-
181 é uma importante familia de miRNAs relacionada com diversos processos
fisiolégicos, principalmente com o processo inflamatério, e tem sido descrita
alterada em diversos tipos de canceres (PENG et al., 2015; STEINHILBER et al.,
2015; WENG et al., 2015).

A busca por novos marcadores genéticos e epigenéticos podera auxiliar no
conhecimento sobre a capacidade microinvasiva e recidivante do CCEO. Além
disso, a determinacao da existéncia de uma associacao entre o nivel de expressao
destas moléculas no CCEO com os dados clinico-patolégicos dos pacientes podera
servir de ferramenta na deteccdo precoce de lesGes pré-cancerosas com potencial
maligno, impedindo sua progressao e levando a abordagens terapéuticas mais
conservadoras (SHRIDHAR et al., 2016).

1.1. O CCEO

1.1.1 Epidemiologia e etiopatogénese do CCEO

Para o periodo de 2016/2017 as estimativas do INCA apontam para a
ocorréncia de 596.070 novos casos de cancer; e deste total, 15.490 dos casos,
originarios na cavidade oral. So6 para o Estado do Rio de Janeiro, foram estimados
1.980 novos casos de cancer oral, como esta populagdo composta por 1.430
homens e 550 mulheres (2,6 homem:1mulher), representa o 4° tipo de cancer mais

incidente em homens no Rio de Janeiro e o 10° que mais incidente em mulheres



(INCA, 2016).

Os principais fatores etiolégicos envolvidos com o CCEO séo o tabagismo e o
etilismo (SHAH; COOPER, 1995), seguido da infeccdo pelo HPV, mais
especificamente os subtipos HPV16 e HPV18 (ALBERS et al., 2010). A exposicao
ao tabaco aumenta a probabilidade de incidéncia do CCEO, podendo ser
responsavel por 50 a 90% dos casos de cancer oral em todo o mundo. O consumo
direto ou indireto de cigarros € um fator de risco importante para muitos tipos de
cancer (cancer de pulmdo, cancer oral e orofaringe, cancer de esbtfago, entre
outros)(HECHT, 2003). S6 o tabaco possui cerca de 4700 substancias toxicas
(LEONE, 2015), onde 60 sé&o classificadas como carcinogénicas (ZYCZKOWSKI et
al., 2014). Dentre os carcind6genos presentes no tabaco, podemos destacar as
nitrosaminas, que sado consideradas o0s principais agentes etiologicos para o0
desenvolvimento do céancer no pulméo. Estudos demonstram que as nitrosaminas
podem causar danos no DNA (HECHT, 1996) através da inducdo de mutacdes
pontuais em oncogenes como 0 k-ras (BELINSKY et al., 1990), ou a alquilagédo de
supressores tumorais como o MGMT. O uso concomitante do tabaco com o alcool

esta associado a um aumento na incidéncia do CCEO (BLOT et al., 1988).

A presenca do HPV em amostras de CCEO tem sido descrita na literatura.
Autores descrevem um percentual de infeccdo pelo HPV em 20 a 50% nas
amostras de CCEO analisadas (CHOCOLATEWALA; CHATURVEDI, 2009). O HPV
possui um genoma de cadeia dupla e circular que codifica oito genes, dos quais,
dois genes (E6 e E7) possuem propriedades transformantes (FAUQUET, 2005).
Atribui-se a presenca do HPV na cavidade oral a pratica do sexo oral. Dado a sua
significancia prognostica, a rotina de deteccdo da presenca do HPV é preconizada
pelo National Comprehensive Cancer Network (NCCN), um programa dos Estados
Unidos destinado a desenvolver guidelines que auxiliam os clinicos no manejo de
pacientes com cancer. Segundo o NCCN, a deteccdo do HPV em amostras de
pacientes deve se tornar um padrdo em todas as malignidades que acometem a
cavidade oral e orofaringe (FAKHRY; D'SOUZA, 2013).

1.1.2. Aspectos clinicos e histopatolégicos do CCEO



O CCEO origina-se na cavidade oral a partir de lesdes pré-existentes, como as
leucoplasias e eritroplasias, ou de novo. Seus aspectos clinicos sdo variados,
compreendendo desde Ulceras irregulares, com bordas elevadas e endurecidas, até
massas exofiticas com superficie verrucosa e areas de necrose (Figura 1). Nos
estagios iniciais, 0 CCEO apresenta-se com uma Ulcera indolor. Nos estagios mais
avancados, ele se apresenta sintomaticos, vegetantes e invasivos (FELLER;
LEMMER, 2012; GORENCHTEIN ET AL., 2012).

Figura 1. Aspecto clinico de um CCEO em estagio avancado. Lesdo exofitica, apresentando
superficie verrucosa e areas de necrose em borda lateral de lingua (imagem gentilmente cedida pelo
Prof. Luiz Carlos Moreira).

As regides anatbmicas mais afetadas pelo CCEO sé&o a lingua (principalmente
a borda lateral) e o assoalho bucal, porém esta neoplasia pode também ocorrer em
outros sitios anatdmicos, como trigono retromolar, palato duro, gengivas e mucosa
labial (SHAH; LYDIATT, 1995; AKANUMA et al., 1999; SCULLY; PORTER, 2000).

O CCEO é o tipo histolégico mais comum na cavidade oral e representa 90%
de todas as neoplasias malignas que acometem esta regido anatdémica (BARASCH
et al, 1998). O CCEO origina-se do epitélio estratificado escamoso oral.
Histologicamente o CCEO apresentar alteracdes no epitélio que vado desde
hiperceratose, acantose, hiperplasia e graus variados de displasia
(WARNAKULASURIYA et al., 2008). Apresenta um padrdo de invasdo para o
tecido conjuntivo, com formacdo de corddes e ninhos de células epiteliais e de
pérolas de queratina. Em relacdo ao grau de diferenciacdo histolégica, proposto
pela Classificacdo Internacional de Tumores (International Classification of Tumors)

proposto pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o CCEO pode ser classificado



como bem, moderadamente ou pouco diferenciado (RIVERA; VENEGAS, 2014). O
CCEO bem diferenciado assemelha-se ao epitélio escamosos normal, com a
presenca de pérolas de queratina no conjuntivo. JA o moderadamente diferenciado
apresenta pleomorfismo nuclear, presenca de mitoses atipicas e menos
queratinizacdo. Ja o pouco diferenciado as células imaturas predominam com um
namero aumentado de mitoses atipicas e pouco grau de queratinizacdo
(PINDBORG et al., 1977).

Outro dado importante € que o CCEO pode apresentar variantes histoldgicas,
como o carcinoma de células escamosas basaldide (CCEB) (RIVERA; VENEGAS,
2014). O CCEB é uma variante rara do CCEO que apresenta um comportamento
mais agressivo. O CCEB tem uma incidéncia epidemioldgica semelhante ao CCEO,
ou seja, grande maioria de homens acima dos 60 anos com o historico de
tabagismo e etilismo. Histologicamente est4 variante apresenta ninhos de células
basaldides e escamosas invadindo o conjuntivo com hialinizagdo pericelular

proeminentes, podendo apresentar pequenas areas cisticas (ERENO et al., 2008).

1.1.3. Tratamento e progndéstico do CCEO

A cirurgia é considerada a principal forma de tratamento do CCEO, podendo
ser associada a radioterapia e/ou quimioterapia. O progndstico do CCEO é incerto,
apesar dos progressos observados no campo da quimioterapia e radioterapia, nas
dltimas trés décadas. Este fato deve-se a natureza agressiva e metastatica deste
tumor, levando ao aparecimento de recidivas (WANG et al.,, 2013). Em lesdes
iniciais (restritas ao seu local de origem sem comprometimento de ganglios linfaticos
regionais e/ou outros 6rgaos) o tratamento precoce, pode promover a cura em 80%
dos casos.

A sobrevida de cinco anos para o CCEO 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 de boca
e orofaringe sobrevivem por mais de cinco anos (FEDELE, 2009). Além disso, deve-
se mencionar que os pacientes portadores de CCEO que sdo HPV+ apresentam um
melhor prognostico, devido a sensibilidade aumentada destes tumores a radio e a
quimioterapia (MARUR et al., 2010; FAKHRY; D'SOUZA, 2013). Um fato relevante



demonstrado por Bavle e colaboradores, € que 35% dos CCEOs classificados como
iniciais (T1-T2) de acordo com o sistema de classificagdo TNM (T = tamanho do
tumor, N = comprometimento de linfonodos regionais e M = metastase a distancia)
apresentaram um pior prognostico, apesar do tamanho reduzido do tumor e da
auséncia de metastase. A resposta para este comportamento um tanto quanto
enigmatico, pode estar relacionada a heterogeneidade tumoral observada no
CCEO, produto do acumulo de alteracbes genéticas e epigenéticas (BAVLE, et al.,

2016).

1.2. Genes supressores tumorais no cancer

A exposicdo dos queratindcitos orais aos fatores de risco, pode induzir nestas
células alteracbes em vias moleculares importantes, que resultardo no
aumento/reducdo na producdo de determinadas proteinas. Isso porque durante o
processo de carcinogénese havera um aumento na expressdo de proteinas
reguladoras positivas do ciclo celular produzidas pelos oncogénes e a diminuicdo da
expressdo de proteinas reguladoras negativas do ciclo expressas pelos genes
supressores tumorais (SCULLY; PORTER, 2000). Para que o processo de

carcinogénese ocorra é necessario que estes eventos ocorram simultaneamente.

O silenciamento ou inativacdo dos genes supressores tumorais (GST) é
considerado como o evento determinante na transformacdo de uma célula pré-
maligna numa célula maligna (WILLIAMS, 2000). Mecanismos genéticos (ex:
mutacdes e delecdes) e epigenéticos (metilacdo e acdo de miRNASs) sdo implicados
no silenciamento dos GSTs. O silenciamento de importantes GSTs como p16, pl15,
MLH1, MGMT e E-caderina sdo descritos em pacientes portadores de CCEO e
associada ao risco aumentado desta doenca. Uma associacdo positiva entre o
tabagismo e o silenciamento do gene MGMT foi descrita no CCE de cabeca e
pescoco, e ja foi descrito como um marcador bastante util para a deteccdo e o
monitoramento de recidivas nesta doenca (ROSAS et al., 2001; VISWANATHAN et
al., 2003).

1.2.1. Importancia da expressdao de MGMT no cancer

O gene MGMT é um importante supressor tumoral responsavel por codificar



uma proteina de reparo do DNA. MGMT defende o organismo contra a toxicidade e
a capacidade mutagénica de agentes alquilantes (metilantes), como por exemplo,
as nitrosaminas presentes no tabaco (KAINA et al., 1993) A proteina MGMT é
capaz de remover grupos alquila inseridos durante a exposicdo aos carcinégenos,
principalmente oriundos do tabaco, da posicao O6 da guanina, um importante local
de alquilacdo do DNA (ESTELLER et al., 1999; KATO et al., 2006; HUANG et al.,
2010). Esta desalquilacdo da base guanina, provocada pela exposicdo a agentes
alquilantes, constitui a primeira linha de defesa celular para a remocédo desses
danos ao DNA (ESTELLER et al., 1999; KATO et al., 2006; HUANG et al., 2010).

A expressdo de MGMT esta relacionada com o desenvolvimento de
guimioresisténcia em pacientes portadores de neoplasias malignas. Por exemplo, a
temozolomida (TMZ) é um quimioterapico utilizado no tratamento para o
glioblastoma multiforme (GBM), uma neoplasia maligna cerebral bastante agressiva.
A TMZ se constitui um agente com acédo alquilante que induzird a citotoxidade nas
células malignas. Ap6s o tratamento com o TMZ as células tumorais de GBM
iniciardo o processo de morte programada (CARMO et al., 2011). No entanto, a
acdo de MGMT no GBM pode ser um fator de resisténcia ao tratamento com TMZ
em virtude de seu mecanismo de reparo ao DNA (BARCISZEWSKA et al., 2015).
Sendo assim, pacientes portadores destes tumores cerebrais e que expressam
MGMT nédo sao elegiveis para a terapia com TMZ, pois esta medica¢cdo passa a ser
ineficaz (WICKSTROM et al., 2015).

1.2.2 MGMT e o CCEO

A baixa expressdo de MGMT ¢é descrita em diversos tipos de canceres
(SCESNAITE et al., 2014). Em neoplasias malignas de glandulas salivares, a perda
de expresséo do gene MGMT esta correlacionada com a diminuicdo da sobrevida
(Scesnaite, Jarmalaite et al. 2014). No cancer oral, o silenciamento desse gene foi
associado a exposicao a fatores etioldgicos como o tabagismo e a mastigacao de
betel (agentes alquilantes) (SAWHNEY et al., 2007; HUANG et al., 2010). Anélises
dos niveis da proteina MGMT por imunohistoquimica apontaram para uma
significante correlagdo entre a perda de expressdo de MGMT com metastase
linfonodal, comportamento tumoral agressivo e com a progressao do cancer oral.
Neste mesmo estudo foi demonstrado uma significativa associacao (p= 0.046) entre

o tabagismo e a auséncia de expressdao de MGMT em lesBes orais pré-malignas



(SAWHNEY et al., 2007).

O mecanismo de silenciamento de MGMT mais frequentemente relatado € a
metilacdo aberrante da ilha CpG localizada na regido promotora deste gene que
leva ao silenciamento transcricional (Esteller 2006; Kato, Hara et al. 2006). A
deteccao precoce de CCEO, através da investigacdo de hipermetilacdo de MGMT é
objetivo de uma série de estudos (NAGATA et al., 2012).

Além da hipermetilagdo, outros elementos da maquinaria epigenética ja foram
descritos como capazes de regular a expressdo de MGMT: os miRNAs. Os
mMiRNAs sdo pequenas moléculas (18-24 nucleotideos) de RNA que néo codificam
proteinas e sdo capazes de interferir na expressao génica, através do mecanismo
de degradacgéao ou inibicdo de um RNA mensageiro (mMRNA) alvo (Figura 2) (ZHANG
et al., 2007). Estima-se que um terco dos genes de mamiferos, incluindo um grande
namero de oncogenes, supressores tumorais e genes associados a invasao,
disseminacdo e quimioresisténcia de tumores sejam regulados pelos mMiRNAs
(ZHANG; FARWELI, 2008). Os miRNAs como miR-221, miR-222 (QUINTAVALLE et
al., 2013) e miR-181d (ZHANG et al., 2012) ja foram descritos como capazes de
inibir a expressdo de MGMT. Estudos demonstram que a expressédo de miRNAs da
familia miR-181 juntamente com o perfil de expressdo de MGMT podem ser
utilizados como bons biomarcadores para o prognéstico em GBMs (LAKOMY et al.,
2011; ZHANG et al., 2012). Até o momento ndo existe nenhum estudo sobre a
relacdo entre os miRNAs e o gene MGMT no cancer oral.
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Figura 2. Biogénese dos miRNAs. Explicitando a origem dos miRNAs no nudcleo das células, em
formato de grampo de cabelo ainda como pri-miRNA, até ser clivado pela enzima Drosha,
transformando-se no pre-miRNA, quando é transportado para o citoplasma, onde sofre a acdo da
Dicer. Transformando-se em Unica fita, miRNA maduro, com capacidade de se unir com o complexo
argonauta.

1.3. A familia miR-181

A familia miR-181 é formada por seis genes (miR-181al, miR-181a2, miR-
181b1, miR181b2, miR-181c e miR-181d) localizados em trés diferentes
cromossomos (Figura 3A). Estes genes dao origem a quatro sequéncias maduras
miR-181a, miR-181b, miR-181c e miR-181d. miR-181a-1 e miR-181a-2, assim
como miR-181b-1 e miR-181b-2, possuem sequéncias maduras idénticas (Figura
3B) (Jl et al., 2009).
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Figura 3. Membros da familia miR-181. A - Representagdo esquematica da localizagdo cromossdmica dos
membros da Familia miR-181 em diferentes espécies; B - Sequéncias humanas maduras de miR-181a/b/c e d.
Em vermelho estdo representadas as seed sequences de cada miRNA. Em azul estdo os nucleotideos comuns
aos quatro tipos de miRNAs

A organizacdo genOmica destes miRNAs parece ser muito conservada entre as
espécies (Figura 4) o que sugere um papel importante destes MIRNAs no
desenvolvimento dos organismos. Parece haver uma relacdo muito proxima entre
miR-181b e miR-181d e entre miR-181a e miR-181c (JI et al., 2009).
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miR-181d
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Figura 4. Distribui¢céo entre dos membros da familia miR-181 entre diferentes espécies de organismo. Podemos
perceber que a sequéncia de nucleotideos destacada em vermelho se mantem inalterada para cada miRNA,
mesmo em espécies diferentes.



Os miRNAs da familia miR-181 exercem funcdes diversas e a expressao
desregulada destes miRNAs foi associada a uma variedade de malignidades (LI et
al., 2012; LI et al., 2014; PARIKH et al., 2014; ZHAO et al., 2016). A familia miR-181
foi descrita por Chen et al. (2014) como reguladores da resposta imune durante o
desenvolvimento do organismo. No cancer estes miRNAs, dependendo do tipo
histologico, podem atuar como oncogenes ou supressores tumorais. Estudos tém
revelado que os miRNAs desempenham um papel importante na regulacdo dos
mecanismos de metastase e invasdo no cancer (Ma 2016) e que a familia miR-181,
constituida por miR-181a/b/c/d tem funcdo associada com a resisténcia tumoral
(SHI et al., 2008; TSITSIOU; LINDSAY 2009; ZHANG et al., 2012).

o miR-181a

Este miRNA controla a resposta imune adaptativa, pois modula a selecédo de
células T no timo afetando a resposta destas células aos antigenos (PEDERSEN;
DAVID, 2008). Em gliomas, tanto miR-181la, quanto miR-181b apresentam
expressao reduzida e parecem atuar como supressores tumorais (SHi et al., 2008).
Células de gliomas transfectadas com mimicos de miR-181a e submetidas a altas
doses de irradiacdo, mostraram-se significantemente mais sensiveis a radiacao,
sugerindo a hipétese de que miR-181a pode sensibilizar as células a radioterapia
(CHEN et al., 2010). No cancer de ovério, miR-181a também atua como oncogene e
a sua hiperexpressdao esta relacionada com um pior prognéstico e com o
aparecimento de recidivas (PARIKH et al., 2014). No CCEO miR-181a € descrito um
supressor tumoral sendo capaz de inibir k-ras. A expressao ectépica de miR-181a
foi capaz de reduzir a capacidade de proliferacdo e o crescimento no CCEO (SHIN
et al., 2011).

o miR-181b

Este miRNA possui genes-alvo com funcédo supressora (SHI et al., 2013; ZHAO
et al., 2016). Uma diminuicdo deste miRNA foi observada em 65 de 97 amostras de
cancer colorretal e esta hipoexpressao foi associada com o grau de diferenciagcéao e
com estagios avancados deste tumor (ZHAO et al., 2016). Uma meta-anélise
demonstrou que a hipoexpressao de miR-181a e miR-181b é associada a um pior
prognostico em malignidade hematoldgicas (LIN et al., 2013). Um estudo anterior ja
havia demonstrado que a hiperexpressdo de miR-181b € um indicador de bom

progndéstico para pacientes portadores de em leucemia mieldide aguda (LI et al.,



2012). Apesar de ser descrito como hipoexpressos, outros estudos demonstram
uma hiperexpressao de miR-181b como no carcinoma papilar de tiredide (LI et al.,
2014). Foi demonstrado que em amostras de cancer oral e de orofaringe, o HPV 16
foi capaz de inibir a expressdo de miR-181a, miR-181b e miR-181d promovendo o
crescimento tumoral e a capacidade tronco deste tumor (WALD et al., 2011; LEE et
al., 2015). O miR-181b é considerado um importante biomarcador na progresséo do
cancer de cavidade oral. Um aumento na expressdo de miR-181b foi observado
durante a transformacdo de leucoplasias durante sua progressdo para o CCEO
invasivo (CERVIGNE et al., 2009), influenciando no aparecimento de metastases
linfonodais, na invasao vascular e em um pior prognéstico (YANG et al., 2013).

o miR-181c

Este miRNA tem como alvos TNF-a (ZHANG et al., 2012) e o ativador de
plasminogénio (UPA) responsavel pela formacéo de colageno tipo 1 (LI et al., 2015).
Ele tem funcbes importantes como a regulacdo do metabolismo das mitocondrias
(DAS et al., 2012), pois participa do mecanismo inflamatdrio suprimindo o Receptor
Tipo Toll 4 (Toll-Like Receptor 4) (LI et al., 2016). Como ja foi citado anteriormente,
o status de metilagdo de MGMT constitui um marcador favoravel em GBMs para
implementacdo da terapia com TMZ. Um estudo retrospectivo que avaliou 38
pacientes com GBM demonstrou que altos niveis de miR-181c e miR-21 foram
correlacionados com a progressdo desta doenca em um periodo de 6 meses.
Apesar de nao terem encontrado relacdo entre miR-181c e o status de metilacdo de
MGMT, estes autores recomendam a avaliagdo dos niveis de expressdo de miR-
181c e de miR-21 como indicadores com alta especificidade e sensibilidade para a
identificacdo precoce de pacientes com alto risco para esta doenca. Baseado nesta
expressdo preconiza-se para estes pacientes a utilizacdo de terapias mais
intensivas apoOs a cirurgia (LAKOMY et al.,, 2011). Zhao e colaboradores (2016),
demostraram uma hipoexpressdo de miR-181c em linhagens leucemia mieldide
cronica (K562, KCL22, KU812) e perceberam que esse comportamento se manteve
em linhagens primarias de células mononucleares de sangue periférico provindas
dos pacientes com leucemia miel6ide crénica (ZHAO et al., 2016). Nao existe até o
momento nenhum estudo que avalie o nivel deste miRNA em CCEO ou de

orofaringe.

o miR-181d



Este miRNA tem como alvos K-ras, Bcl2 (WANG et al., 2012) e MGMT (KHALIL
et al.,, 2016). Foi demonstrado em trés cohorts independentes com pacientes
portadores de GBM que a expressdo de miR-181d encontrava-se inversamente
correlacionada com o prognostico, constituindo este miRNA como um biomarcador
preditivo para prognostico. Neste mesmo estudo os autores examinaram o perfil de
metilacdo de MGMT em 20 amostras de pacientes e em 10 delas MGMT encontrou-
se fortemente metilado e nas 11 amostras restantes a expressdo de MGMT foi
inversamente proporcional a miR-181d, ressaltando a hipotese de que este gene é
alvo direto de miR-181d. Experimentos com transfeccdo realizados por estes
mesmos autores demonstraram que miR-181d interagia diretamente com MGMT,
regulando este gene em um nivel pds-transcricional (ZHANG et al., 2012). Um estudo
realizado com linhagens tumorais transfectadas como HPV16, demonstrou que este
virus é capaz de inibir a expressdo de miR-181a e miR181d. A superexpresséo de
miR-181a e miR-181d nestas mesmas células demonstrou que estes miRNAs foram
capazes de reverter os fenotipos induzidos pelo HPV16, como o crescimento
independente de ancoragem e a capacidade de auto-renovacdo destas células.
Entretanto, estes miRNAs ndo foram capazes de alterar a expressao das proteinas
virais E6 e E7 (LEE et al., 2015).

Considerando a importancia do gene MGMT e dos membros da familia miR-
181 como biomarcadores para diagndstico precoce e progndstico em diversos tipos
de canceres este estudo teve por objetivo avaliar a expresséo destas moléculas em
pacientes portadores de CCEO e correlacionar a expressao destas com dados

clinicopatolégicos destes pacientes.



2. JUSTIFICATIVA

O cancer oral estd entre 0s quinze canceres mais incidentes na populagédo
mundial e no Brasil € 0 sétimo cancer mais incidente com a incidéncia prevista para
o0 periodo de 2016/2017 de 15.490 novos casos (IARC, 2012; INCA, 2016). O
estudo desta doenca possui grande relevancia, por se tratar de uma ameaca
significativa para a saude publica mundial, em raz&o do impacto do seu tratamento
no prognostico do paciente que compromete consideravelmente a saude oral e
psicossocial (HE et al., 2015). Os principais fatores etiolégicos envolvidos em sua
génese sdo o tabagismo e etilismo, e a infeccdo pelo HPV responséaveis pelo
aparecimento do principal tipo histolégico que acomete a regido de cabeca e
pescoco, o CCEO (LAMSTER et al., 2000).

Estudos demonstram que a expressdo da familia miR-181 juntamente com o
perfil de expressdo de MGMT podem ser utilizados como bons biomarcadores de
prognéstico em GBMs (LAKOMY et al., 2011; ZHANG et al., 2012). A expresséo
alterada de alguns membros desta familia (miR-181a e miR-181b) ja foi
correlacionada com a capacidade de transformacdo de lesbes pré-malignas em
CCEO invasivos (CERVIGNE et al., 2009) e com a capacidade de proliferacéo e o
crescimento no CCEO (SHIN et al., 2011).

Até o momento ndo existe nenhum estudo que avalie a expresséo e a relacéo
destes dois marcadores moleculares (MGMT e familia miR-181) no cancer oral. Este
estudo tem por finalidade a determinacdo da existéncia de uma assinatura
molecular, baseada no perfil de expressao destas moléculas e a sua relacdo com o0s
dados demograficos e clinico-patologicos destes pacientes, para que esta assinatura
possa servir como ferramenta ndo-invasiva para o diagndstico precoce ou para o

estabelecimento de terapias menos mutilantes para esta doenca.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

Analisar o perfil de expressdo de MGMT e dos membros da familia miR-181 em
amostras de pacientes portadores de CCEO e correlacionar este perfil de expressao

com os dados clinico-patoldgicos destes pacientes.

3.2. Objetivos especificos

e Caracterizar a populagdo portadora de CCEO atendida na clinica de
Estomatologia da UNIGRANRIO em relagdo aos aspectos demograficos
e clinico-patoldgicos, bem como a presenga de habitos relacionados com

a carcinogénese oral;

e Avaliar o nivel de expressdo de MGMT em linhagens de CCEO e em
amostras de pacientes portadores de CCEO por gPCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa);

e Auvaliar o nivel de expressdo de membros familia miR-181 em linhagens

de CCEO e em pacientes portadores de CCEO por qPCR;

e Correlacionar os resultados obtidos durante as analises moleculares com

os dados demograficos e clinico-patolégicos dos pacientes;

e Correlacionar e expressdao de MGMT com a expressao de miR-181.



4., METODOLOGIA

4.1. Plano de trabalho

Para facilitar o entendimento sobre as metodologias empregadas nesta
pesquisa, um fluxograma contendo uma sintese do plano de trabalho (Figura 5)
descreve as abordagens laboratoriais utilizadas neste estudo.

Cultura de células Coleta de amostras

20 CCEO
20 normais
1 CCEB

Extracao de
RNA

Quantificagao

» Confecgéo do
Confeccgéo do cDNA de cada miRNA

cDNA de MGMT (miR181a/b/c/d)

PCR/
Eletroforese

PCR em
tempo real

Figura 5. Representacdo esquematica do plano de trabalho, demostrado as culturas e amostras
utilizadas para o estudo, e 0s passos de processamento realizado para analise de expressédo de
MGMT e da familia miR-181.



4.2. Casuistica

Este estudo foi realizado em pacientes que buscaram atendimento na Clinica
de Estomatologia e na Clinica de Periodontia do Curso de Odontologia da
Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO, Duque de Caxias-RJ, Brasil) no
periodo de (2015 a 2017). A amostra foi composta por 41 pacientes, sendo 21
pacientes com CCEO e 20 pacientes com mucosa oral normal. Os pacientes
portadores de CCEO foram recrutados de acordo com a demanda da clinica, e
foram avaliados inicialmente através de anamnese e exame fisico para a coleta dos
dados clinico-patoldgicos e posteriormente submetidos ao procedimento de bidpsia
incisional com finalidade diagnostica. Durante a bidpsia diagnéstica foram coletados
dois fragmentos de tecido. Um fragmento foi armazenado em formol a 10% e
destinado as analises histopatologicas no laboratério de Patologia Oral da
Universidade Federal Fluminense (UFF Niter6i-RJ, Brasil). O segundo fragmento
coletado, foi acondicionado em um criotubo contendo RNA Later e armazenado a —
80 °C para analises moleculares. Foram também coletadas 20 amostras de mucosa
oral normal, provenientes de pacientes da Clinica de Periodontia, submetidos a
cirurgias periodontais, ou cirurgias pré-implantares seguindo protocolo semelhante
aos das amostras de CCEO.

Como critérios de inclusdo s6 foram aceitos os pacientes com confirmacao
histopatolégica de CCEO, somente tumores primarios, auséncia de tratamento
prévio de cancer (cirurgia, quimioterapia, e/ou radioterapia). E como critérios de
exclusdo ndo foram aceitos recidivas de cancer oral ou outro tipo histolégico de
cancer oral.

A utilizacdo das amostras foi autorizada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNIGRANRIO (CAAE -59423416.2.0000.5283) (Anexo 1). Os dados da populacéo
foram levantados através da Ficha Clinica e do termo de consentimento poés-

informado devidamente assinado por todos os pacientes (Anexos 2 e 3).

4.3. Culturade células

Foram utilizadas as seguintes linhagens tumorais derivadas de CCEO SCC-9 e
SCC-25 do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Estas células foram
comparadas com uma linhagem de queratinécitos normais HaCaT (BCRJ). Todas
as linhagens foram cultivadas em meios de cultura especificos em estufa a 37°C e

5% de COz2, na presenca de antibioticos e antimicoticos.



4.4. Avaliacéo do nivel de expressdo de MGMT

4.4.1. Extracdo de RNA das amostras

A extracdo dos RNAs das amostras de CCEO e de tecido normal foi realizada
pelo método do Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltan, MA, EUA), segundo
recomendagdes do fabricante. Resumidamente, foram adicionados 800 pL de Trizol
as amostras e em seguida estas foram incubadas com 1,0 uL (20 pg) de glicogénio
por 5 min a temperatura ambiente. Apos esta incubacéo adicionou-se 160 uL de
cloroférmio, e em seguida centrifugacdo por 5 min para separar as fases. A fase
superior foi transferida para um novo tubo e os RNAs foram precipitados pela adigao
de 0,7 volumes de isopropanol gelado, com incubacgéo a -20 °C overnight. Apds este
periodo, os tubos foram centrifugados por 30 min a 4 °C a 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 500ul de etanol 70%. O pellet foi
seco (30 min a temperatura ambiente) e dissolvido em 15 pl de &gua livre de
RNAse. ApoOs esta extracdo, todos os RNAs obtidos foram quantificados no
espectrofotometro Denovix DS-11 (Wilmington, DE, USA).

4.4.2. Confeccédo dos cDNAs

Para a confeccdo das moléculas de cDNAs, cerca de 2,0 ug de RNA total
foram submetidos a acdo da enzima SuperScript Il (Thermo fisher Scientific)
conforme as condi¢cdes fornecidas pelo fabricante. Resumidamente, ao RNA foi
adicionado 1 pL de primer OligodT (500 pg/mL), 1 puL de dNTPs (10 mM) e &gua
DEPC suficiente para 13 pL. Essa mistura foi incubada a 65 °C durante 5 min. Em
seguida, adicionou-se 4 uL de 5 X First Strand Buffer, 1 uL de DTT (0,1 M), 1 uL de
RNAse out (40 U/mL) e 1 uL de da enzima SuperScript Il (200 U/uL) perfazendo um
volume final de reacéo de 20 pL. A reacao foi incubada a 50°C por 1 hora e depois
inativada através de incubagéo a 70 °C por 15 min. Terminada a rea¢do, o produto

da sintese foi diluido 10 X pela adicdo de 180 pL de agua livre de RNAse.

A qualidade do cDNA foi avaliada atraves da amplificagdo por PCR de um
fragmento do gene B-actina (NM 001101), com a utilizagéo dos primers ACTB-F (5°-
CACTGTGTTGGCGTACAGGT-3") e ACTB-R (5-TCATCACCATTGGCAATGAG-
3). Para isto foram utilizados 2 yL de cDNA; 2,5 uyL de tampao 10 X; 2 mM de



MgCl2 (50 mM); 0,5 yL de dNTPs (10 mM); 10 pmol de cada primer e 1,25 U de Uni-
Tag DNA Polymerase (Uniscience, Sao Paulo, SP, Brasil) em um volume final de
reacao de 25uL, e as seguintes condicOes de amplificacdo: desnaturacao inicial por
2 minutos a 95 °C, seguida de 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 45
segundos e 72 °C por 45 segundos, com uma fase de elongamento final a 72 °C por
7 minutos. Os fragmentos foram visualizados através de eletroforese em gel de
agarose 1,5 % corado com Gel Red™ (Biotium, Hayward, CA, EUA) com a

finalidade de avaliar a integridade das amostras (Figura 6):

Figura 6. Gel de agarose resultado de eletroforese dos cDNAs confeccionados a partir do RNA
extraido de cada amostra. L-(Ladder) Marcador de peso molecular 50 pb CCE sédo amostras tumorais
e C- ao controle negativo da reagcdo. Observa-se a integridade dos cDNAs.

4.4.3. Andlise de MGMT por gPCR

A técnica de gqPCR resulta na coleta de dados a medida que o processo de
PCR ocorre, assim a combinacao da amplificacdo e da deteccdo ocorre a0 mesmo
tempo, diferente do que acontece na reacao de PCR convencional, que a detecgao
acontece depois de um numero pré-determinado de ciclos. Nesta técnica o
resultado se da na forma de um grafico de amplificacdes, que é formado durante a
reacdo. O acumulo do produto na fase logaritmica da reacédo de amplificacdo esta
diretamente relacionado a quantidade de molde existente no inicio da reagédo, os
valores para serem utilizados na quantificacdo sdo obtidos através da determinagéo
do threshold. O Cycle threshold (Ct) é o ciclo da PCR em que o nivel de
fluorescéncia ultrapassa o threshold. Este ponto é utilizado para calcular a

quantidade de produto presente no inicio da reacgéao.

Para calcular o nivel de expressdo de MGMT foi utilizado o calculo da
expresséao relativa de acordo com o método do 2-24¢t (Livak and Schmittgen 2001).
O método do 222Ct ou método comparativo de Ct, € uma equacdo matematica onde



as mudancas na expressdo génica sao calculadas baseadas nas diferencas entre
as amostras calibradoras (normais) e as experimentais (tumorais), normalizadas por
uma referéncia. Vale destacar que o valor inferido a ACt equivale a diferenga entre o
valor da média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do gene
normalizador. Ja o calculo da férmula AACt envolve a subtragdo entre o valor de
ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras

calibradoras.

Utilizamos o sistema de deteccdo Tagman (Thermo Fisher Scientific) que
consiste na utilizacdo de dois primers e uma sonda especificos para o transcrito em
analise. Foram utilizados os ensaios para o gene MGMT (Hs01037698 m1) e outro
para o normalizador GAPDH (Hs04420566 g1). As reacfes foram todas realizadas
em triplicata, sempre com a presenca de um controle positivo (CCEB) e um controle
negativo de reacdo. O volume total de cada replicada foi de 20 pyL que consistiu em

2 uL de cDNA, 7 uL de agua, 10uL 2 X TagMan® Gene Expression Master Mix

(Thermo Fisher Scientific) e 1,0 yL de cada ensaio TagMan. As reacdes foram
realizadas no aparelho QuantStudio 7 (Thermo Fisher Scientific) e as condi¢cdes
para a amplificacdo foram: 50 °C por 2min, 95 °C por 10 min seguidos de 40 ciclos
de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1min. O valor de corte para considerar a diferenca de

expressao foi de duas vezes.
4.5. Andlise de expressdo da Familia mir-181

45.1. Confeccédo de cDNAs

A confeccdo dos cDNAs de cada miRNA analisado e do endégeno RNU48 foi
realizada com o kit MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e
primers Tagman para cada miRNA analisado. Foram necesséarios 0.15 pL de
dNTPs, 1 uL de Multiscribe™ RT enzyme (50 U/ uL), 1.5 pL de Buffer 10 X, 0.19 pL
de RNAse inhibitor (20 U/uL), 4.6 uL de agua, 3 pL de primer (miR-181a IDO0O2317,
miR-181b ID462578, miR-181c IDO02333, RNU48 cat#001006). As condi¢cbes
para a amplificacédo foram: 16 °C por 30 min, 42 °C por 30 min, 85 °C por 5 min.

4.5.2. Andlise por gPCR

Para a avaliacdo da expressdo dos miRNAs da familia miR-181 por gPCR
seguimos o protocolo semelhante ao do MGMT com reacdes em triplicata, em



presenca de um controle positivo (CCEB) e um controle negativo com volume total
20 pL para cada reagdo e o método da expressdo relativa 2-24Ca. As reacGes
consistiram na aplicacdo de 1,33 uL de produto de cDNA, 10 uL 2 TagMan® Master
Mix Il (Applied Biosystems) e 1 yL de TagMan® Small RNA Assay e 7.67 uL de
agua. As reacdes foram realizadas no aparelho QuantStudio 7 (Applied Biosystems,
Foster City, California, EUA) e as condi¢des para a amplificacéo foram: 50 °C por 2
min, 95 °C por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 1min. O

valor de corte para considerar a diferenca de expresséao foi de duas vezes.

4.6. Analise Estatistica

Os registros das informacdes referentes aos dados demograficos, clinicos, e
histopatoldgicos foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha
do Microsoft Excel. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
programa estatistico para computador SPSS version 22.0. A associacdo entre 0s
achados moleculares encontrados neste estudo e as informacgbes clinico-
patolégicas coletadas foi feita utilizando o teste estatistico do Qui-quadrado. Foi
considerado o nivel de significAncia para valores de p < 0,05.



5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo das amostras

Foram analisadas 20 amostras de pacientes CCEOs, sendo 14 do sexo
masculino (70%) e seis do sexo feminino (30%), com idades variando de 53 a 86
anos (média de idade= 70 anos). Quando questionados sobre sua etnia, nove
(47,37%) se declararam brancos, sete (36,84%) negros e trés (15,79%) declararam-

se pardos (Tabela 1):

Tabela 1. Descri¢do dos pacientes portadores de CCEO segundo género, idade e etnia.

Parametros Grupos Frequéncia (FR)
. 0
Género Feminino 6 (30%)
Masculino 14 (70%)
Idade <60 4 (20%)
>60 16 (80%)
Etnia Brancos 9 (47,4%)
Negros 7 (36,8%)
Pardos 3 (15,8%)

Ao serem questionados sobre hébitos importantes relacionados com a
carcinogénese oral como tabagismo, etilismo e pratica de sexo oral, metade dos
pacientes declarou ser tabagista e 75% declarou ser etilista. Quinze pacientes
responderam quanto ao habito da pratica de sexo ora, somente 40% afirmaram

possuir este habito. (Tabela 2).



Tabela 2. Descri¢cdo dos pacientes portadores de CCEO em relacdo a habitos associados
com a carcinogénese oral.

Parametros Grupos Frequéncia (FR)
i 0,
Tabagismo Sim 10 (50%)
Néo 10 (50%)
Etilismo Sim 15 (75%)
Nao 5 (25%)
Pratica de
i 0,
Sexo oral Sim 6 (40%)
Nao 9 (60%)

Foi observada uma exposicdo concomitante ao tabaco e &lcool em 50% dos
pacientes e que 10% dos pacientes se declararam ser simultaneamente
tabagistas, e etilistas além de praticarem sexo oral. Outros 10% dos pacientes

relataram néo prossuir nenhum destes habitos (Figura 7).
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Figura 7: Diagrama representando a exposicdo dos pacientes portadores de CCEO a diferentes
habitos relacionados com a carcinogénese oral. Podemos perceber que a maioria dos pacientes se
encontram no grupo que declarou-se etilistas e tabagistas, dois habitos de alto risco para o CCEO.




Quanto a localizagdo anatémica, a regido de maior incidéncia do CCEO foi a
lingua com 45%, principalmente a borda lateral e o assoalho da boca com 35% dos
casos cada, seguidos do fundo de saco de vestibulo (10%) e palato (5%) e outras

partes da lingua, como corpo (5%) e ventre (5%) (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo anatdmica do CCEO nos pacientes estudados, n= 20.

Parametros Frequéncia (FR)
Palato 1 (5%)
Lingua
-Corpo 1 (5%)
-Ventre 1 (5%)
-Borda lateral 7 (35%)
Assoalho de boca 7 (35%)
2 (10%)

Fundo de saco de vestibulo

Outros 1 (5%)

Quanto ao grau de diferenciacdo histoldégica, a grande maioria (80%) das
amostras apresentou—se como CCEOs moderadamente diferenciados, 10% foram

bem diferenciados e os outros 10% pouco diferenciadas (Tabela 4):

Tabela 4. Gradacao histolégica do CCEO nos pacientes estudados, n= 20.

Parametros Frequéncia (FR)
0,
Bem diferenciado 2 (10%)
Moderadamente 0
diferenciado 16 (80%)
Pouco diferenciado 2 (10%)

5.2. Analises de expressdo de MGMT e de miRNAs



A quantidade de RNA obtida a partir das amostras tumorais variou de 307,2
ng/uL a 1426,42 ng/uL, a concentracdo média foi de 803,22 ng/uL. O valor médio do
parametro 260/280 foi de 1,86 (tabela 5).

Tabela 5. Quantificacdo das amostras tumorais utilizando o Denovix DS-11.

Amostra 260/280 Concentragéo (ng/pL)
CCEB 1,87 1339,2
CCE1l 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
CCE11 1,56 1225,3
CCE12 1,6 1163,0
CCE13 1,94 822,02
CCE14 1,73 491,1
CCE15 1,96 990,8
CCE1l6 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

Nas amostras normais essa variagao ficou entre 260,3 ng/uL e 1260,9 ng/uL,
apresentando uma concentragdo média de 691,65 ng/uL. O valor médio do
parametro 260/280 foi de 1,78 (tabela 6).



Tabela 6. Quantificacdo das amostras normais utilizando o Denovix DS-11.

Amostra 260/280 Concentracédo (ng/uL)
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 1,69 314,7
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

5.2.1. Avaliacao do perfil de expressdo de MGMT no CCEO

As andlises de expressdo deste gene foram realizadas em 20 amostras de
CCEO. No entanto, ndo foi observada a amplificacdo deste gene em oito destas
amostras. A amplificacdo de MGMT foi observada em 12 amostras CCEO, uma

CCEB (utilizada como controle positivo) e em 20 amostras de mucosa oral

saudavel.

amostras de CCEOs e em CCEB quando comparadas a amostras normais (Figura

8).

Foi observada uma reducdo na expressdo de MGMT em sete (58,3%)
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Figura 8. Avaliacéo relativa da expressdo de MGMT por PCR em tempo real das amostras de
CCEO utilizando como normalizador GAPDH e como controle normal mucosa oral saudavel. A
linha pontilhada equivale ao corte de 2 para se considerar diferenga de expresséo.

5.2.2. Avaliagao do perfil de expresséo da familia miR-181 em CCEO

As analises do nivel de expressao dos membros da familia miR-181 (a/b/c/d)

foi realizada primeiramente em 3 linhagens tumorais derivadas de CCEO e em 20

amostras de pacientes portadores de CCEO. Embora os 4 membros desta familia

foram avaliados nestes dois tipos de amostras (linhagem e fragmentos de tecidos

orais dos pacientes), ndo foi observada a amplificacdo de miR-181d em nenhum

destes dois tipos de amostras.

o Perfil de expresséo de miR-181 em linhagens tumorais

As analises dos miRNAs nas linhagens tumorais e em queratindcitos

normais, tiveram por objetivo verificar a amplificacdo destes miRNAs neste tipo

celular, dado o padréo tecido-especifica destas moléculas.



A expressdo de miR-181 nao se apresentou de maneira homogénea entre
as linhagens tumorais de CCEO quando comparadas com uma linhagem de
gueratinécitos orais. Percebeu-se que em SCC-25 miR-181a, miR-181b e miR-
181c apresentaram-se com expressdo reduzida nesta linhagem. Na linhagem
SCC-9 miR-181a apresentou hipoexpressdao e miR-181b hiperexpressao. Nesta
linhagem né&o foi observada a amplificacdo de miR-181c. J& na linhagem SCC-4
tanto miR-181a, quanto miR181c apresentaram-se hiperexpressos e miR-181b

apesar da expressao diminuida ficou abaixo da linha de corte (Figura 9):
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Figura 9: Perfil de expressdo de miR-181 por PCR em linhagens de CCEO comparadas com uma
linhagem de queratinécitos orais (HaCaT). A linha pontilhada equivale ao corte de 2 para se
considerar diferenca de expressdo. Podemos observar uma expressao reduzida de miR-181 em
SCC-25; em SCC-9 houve uma hiperexpressdo em miR-181b, e hipoexpressdo em miR-181a; SCC-4
mostrou-se hiperexpresso em miR-181 a/c.



o Perfil de expressao de miR-181 em amostras de pacientes portadores de
CCEO.

Nas analises miR-181la apresentou hipoexpressdo em seis (30%)
amostras. Esta hipoexpressdo também foi observada no controle positivo. A
hiperexpresséo deste miRNA foi observada em cinco (25%) amostras analisadas
(Figura 10).

miR-181a

Amostras tumorais

Figura 10. Perfil de expressdo de miR-181la por PCR em tempo real em amostras de CCEO
comparadas com amostras de mucosa oral normal. Controle positivo: CCEB. A linha pontilhada
equivale ao corte de 2 para se considerar diferenca de expressdo. Podemos observar que a maioria
das amostras analisadas encontram-se hipoexpressas.

Houve amplificacdo de miR-181b somente em 17 amostras de CCEO, Foi
observada uma hiperexpressdo em sete (41,17%) das amostras e uma expressao

reduzida em trés (17,65%) das amostras de CCEO e no controle positivo (Figura 11):
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Figura 11. Perfil de expressdo de miR-181b por PCR em tempo real em amostras de CCEO
comparadas com amostras de mucosa oral normal. Controle positivo: CCEB. A linha pontilhada
equivale ao corte de 2 para se considerar diferenca de expressdo Esse miRNA mostrou-se

hiperexpresso na maioria das amostras analisadas.

Em relacdo a miR-181c as analises demonstraram um aumento de expressao
deste miRNA em seis (30%) amostras e uma hipoexpressdo em 35% das amostras

analisadas além do controle positivo (Figura 12):
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Figura 12. Perfil de expressédo de miR-181c por PCR em tempo real em amostras de CCEO
comparadas com amostras de mucosa oral normal. Controle positivo: CCEB. A linha pontilhada
equivale ao corte de 2 para se considerar diferenca de expressdo Notamos a hipoexpressado desse
miRNA na maioria das amostras analisadas.

Analisando todos os membros da familia miR-181, foi possivel verificar que em
nove (45%) amostras de CCEO o perfil de expressdo destes miRNAs foi
semelhante, ou seja, em cinco das amostras 0os mMiRNAs miR-181a/b/c
apresentaram-se com tendéncia a hipoexpressdo e em quatro amostras estes
mMiRNAs tenderam para um aumento de expressdo. Esta tendéncia também pbéde
ser visualizada no controle CCEB no qual estes miRNAs apresentaram-se com
expressao diminuida. Em 75% (15/20) das amostras observou-se uma expressao

simultanea de miR-181a e miR-181c (Figura 13).
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Figura 13. Avaliagdo da expressdo dos membros da familia miR-181 no CCEO. A linha
pontilhada equivale ao corte de 2 para se considerar diferenca de expressdo. Podemos
observar que em 10 amostras os trés miRNA seguiram o mesmo padrdo de expressao.

Os resultados das andlises estatisticas envolvendo os dados demograficos e
clinico-patoldgicos dos pacientes com os resultados moleculares de MGMT, nao
demonstraram significancia. Em relacdo ao tabagismo, a associagdo deste com a
baixa expressdao de MGMT foi de p= 0,08. Para os miRNAs observamos uma
correlacdo entre a baixa expressado de miR-181c e o etilismo (p=0,02). N&o houve

correlacédo entre a expressao de MGMT e a familia miR-181.



6. DISCUSSAO

A incidéncia do cancer oral vem aumentado constantemente na populacdo
brasileira, apesar das politicas publicas de saude oral. Essa doenca chega a
representar 3% de todas as neoplasias malignas, estando entre as quinze mais
incidentes no mundo (IARC, 2012). Os portadores de cancer oral tendem a evoluir
para um pior prognostico, com altas taxas de recidivas locorregionais e
desenvolvimento de metastases a distancia, comprometendo, consideravelmente, as
chances de sucesso terapéutico(AGRA et al., 2006; ORD et al., 2006; MUCKE et al.,
2009). O tipo histolégico mais frequente, abrangendo mais de 90% dos casos
registrados nesta regido anatémica, € o CCEO (SCULLY; BAGAN, 2008). Um fato
importante a se considerar a respeito desta doenca € a heterogeneidade que ela
apresenta entre 0s seus portadores. Isto pode ser observado nos pacientes
classificados com o mesmo estadiamento TNM, com as mesmas caracteristicas
histoldgicas, submetidos ao mesmo tratamento, mas com cursos clinicos diferentes,
onde uns apresentam a cura completa da doenca enquanto outros pioram o quadro
e até mesmo evoluindo para o 6bito (BUNDGAARD et al., 1996; WOOLGAR et al.,
1999; MYERS et al., 2001; KANE et al., 2006). Uma das explicacbes baseia-se na
complexidade das alteracdes moleculares que estdo presentes durante o processo

de carcinogénese oral.

No presente estudo, identificamos uma maior frequéncia deste tumor no sexo
masculino (70%) e uma propor¢do homem/mulher de 2,3:1. O perfil encontrado
corrobora com os trabalhos da literatura, pois a incidéncia de cancer de cabeca e
pescoco, em todo mundo, é maior na populacdo masculina (IARC, 2017). A
justificativa € dada pela maior exposicdo aos fatores de risco deste grupo
(KHAMMISSA et al.,, 2014). Porém, observa-se uma diminuicdo na proporgado
homem/mulher portadora de céncer oral e orofaringe, ao longo dos anos. Esse fato
pode ser explicado pela mudanca de comportamento feminino, pois as mulheres
passaram a se expor aos mesmos fatores de risco que antigamente eram restritos
aos homens, como a utilizacdo do tabaco e do &lcool (YAKO-SUKETOMO;
MARUGAME, 2008; SALIHU et al., 2014). De acordo com o INCA para o periodo
2016/2017 a propor¢cdo homem: mulher portadora de cancer oral e orofaringe sera
de 2,6:1, no Estado do Rio de Janeiro. Em homens, o CCEO geralmente ocorre
apos a quinta década de vida. A faixa etaria de apresentacdo desta doenca na
populacdo asiatica estd entre 50 e 60 anos. Na populacdo norte-americana, a faixa



etaria de acometimento situa-se entre a sétima e oitava década, enquanto um
estudo na Africa do Sul encontrou uma média para o diagndstico da doencga de 58
anos (KHAMMISSA et al., 2014). O perfil de nossa amostra assemelha-se ao da
populacdo americana, com a maioria dos portadores (80%) com mais de 60 anos,

com idade média de 72 anos.

No presente trabalho, encontramos um percentual maior de individuos
declaradamente brancos portadores de CCEO (44,5%). Em relagcdo aos grupos
étnicos mais acometidos, existe uma grande variacdo na incidéncia e mortalidade
em diferentes paises. A explicacdo reside na exposicdo aos diferentes fatores
ambientais e a hébitos culturais, que envolvem risco para o desenvolvimento desta
doenca. A maior incidéncia e prevaléncia de CCEO s&o observadas no
subcontinente indiano, onde o risco de desenvolver a doenca é aumentado pelos
hébitos de mascar tabaco, betel e areca (ATTAR et al., 2010). Um estudo identificou
gue os chineses tém um menor risco de desenvolver o CCEO do que a populacao
indigena da Malasia. Além disso, a doenca € diagnosticada em uma idade mais
avancada (ZAIN et al., 1997). Outro estudo, desenvolvido na Africa do Sul,
demostrou que CCEO afeta homens negros, seguido de homens brancos e
mulheres brancas, nesta ordem decrescente de frequéncia (KHAMMISSA et al.,
2014). Nos Estados Unidos a populacéo afrodescendente tem uma menor sobrevida
guando comparada a populacdo de origem caucasiana. Um dos motivos para esta
discrepancia pode estar na falta de acesso da populacdo afrodescendente ao
sistema de saude americano (GOURIN; PODOLSKY, 2006). Porém, no Brasil, esse
tipo de cancer acomete mais pessoas brancas do que individuos negros (INCA,

2017). Essa tendéncia foi verificada em nosso trabalho.

Observamos que 15% de nossos pacientes relataram ser tabagistas, etilistas e
praticantes de sexo oral. Embora, a maioria de nossos pacientes entrevistados tenha
relatado n&o apresentar esta pratica sexual, podendo este numero estar
subestimado. Em nossa amostra, também observamos que 55% declararam-se,
simultaneamente, tabagista e etilista, estando em concordancia com a literatura.
Mesmo ndo constando neste estudo, abordagens relacionadas a deteccdo do HPV,
este grupo requer uma maior atencdo em relacdo a presenca da doenca na
cavidade oral e sua exposicdo a diferentes habitos, com risco de desenvolvimento
de CCEO, pois os principais fatores etiolégicos do CCEO séo tabagismo, etilismo e a
infeccdo pelo HPV (WARNAKULASURIYA, 2009). Igualmente, 0 uso concomitante



do tabaco com o &lcool esta associado ao aumento de sua incidéncia. Foi realizado
um estudo caso-controle nos Estados Unidos que teve por objetivo demonstrar a
relacdo entre a utilizacdo do tabaco e do alcool em 1114 pacientes portadores de
cancer oral e de orofaringe comparados com 1268 individuos controle. Nesse estudo
foi observado um risco de 35 vezes para o desenvolvimento de canceres na regiao
da cabeca e pescoco nos individuos que faziam o consumo simultdneo do tabaco e
do alcool, comparados com aqueles individuos que relataram ndo possuir nenhum
destes dois habitos (BLOT et al., 1988). Na cavidade oral, Atribui-se a presenca do
HPV a pratica do sexo oral. Entretanto, CCE de orofaringe HPV+ é reconhecido
como uma entidade distinta, estando associada ao comportamento sexual. Além
disso, os pacientes portadores desta malignidade apresentam um melhor
prognoéstico, devido a sensibilidade aumentada destes tumores a radio e a
quimioterapia (MARUR et al.,, 2010; FAKHRY; D'SOUZA, 2013). Dado a sua
significancia prognostica, a rotina de deteccdo da presenca do HPV é preconizada
pelo National Comprehensive Cancer Network (NCCN), um programa dos Estados
Unidos, destinado a desenvolver diretrizes que auxiliam os clinicos no manejo de
pacientes com cancer. Segundo o NCCN, a deteccdo do HPV em amostras de
pacientes deve se tornar um padrdo em todas as malignidades que acometem a
cavidade oral e orofaringe (FAKHRY; D'SOUZA, 2013). Nosso resultado ressalta a
importancia em se identificar individuos com habitos semelhantes na populacédo e de
estabelecer politicas de saude bucal pregando o antitabagismo e o antialcoolismo,
além do aumento na conscientizacdo sobre a pratica do sexo seguro e a importancia

da vacinacao contra o HPV.

Dentro da cavidade oral o sitio anatbmico considerado o local de maior
incidéncia do CCEO é a lingua (SHAH; LYDIATT, 1995; AKANUMA et al., 1999).
Neste trabalho, a regido de maior acometimento foi a lingua, especialmente, a borda
lateral, seguida do assolho bucal. Esta observacdo pode estar associada ao fato
destas regibes estarem recoberta por epitélio escamoso ndo queratinizado,
facilitando a difusdo de carcinégenos derivados do tabaco e do alcool. A regido da
lingua também ja foi associada a um maior numero de Obitos por cancer oral num
estudo que descreveu as tendéncias da mortalidade por cancer de boca e orofaringe
no Municipio de Sdo Paulo, no periodo de 1980 a 2002. Os autores relataram que a
mortalidade observada em portadores de cancer de lingua correspondia a 1/3 (2.193

pacientes), do total de pacientes (6.117) que foram a Obito vitimas desta doenca



(BIAZEVIC et al., 2006). Entretanto, outro estudo retrospectivo realizado na
populacdo brasileira encontrou uma maior prevaléncia de CCEO no assoalho de
boca (28,6%), seguido da lingua (26,9%), e palato duro (15,3%) (DANTAS et al.,

2016), diferindo, em parte, dos nossos achados.

As analises histopatolégicas das nossas amostras demonstraram uma maior
quantidade de CCEO com grau moderadamente diferenciado (80,96%), Um estudo
indiano publicou achados histopatoldgicos distinto, sendo que 95,9% das amostras
tratavam-se de CCEO bem diferenciados, 3,3% moderadamente diferenciados e
somente 0,8% das amostras pouco diferenciadas (NADAF et al., 2016). Em 2017,
outro estudo realizado na india com 112 portadores de CCEO encontrou 53,57% de
carcinomas moderadamente diferenciados, 38,39% bem diferenciados, e somente
8,03%, pouco diferenciados (GADBAIL et al., 2017), conservando alguma

semelhanga com 0s nossos resultados.

Alteracbes genéticas e epigenéticas sdo constantemente descritas no cancer
oral e associadas a heterogeneidade observada durante o curso clinico desta
doenca (SHAW, 2006; GASCHE; GOEL, 2012). O silenciamento de importantes
genes supressores tumorais, como IRF6 e TP53 s&o descritos no CCEO
(DZIUNYCZ et al.,, 2017; SHAIKH et al., 2017), destacando-se particularmente a
perda de expressdo de MGMT. Esse gene possui um papel de supressor tumoral
uma vez que ele codifica uma proteina de reparo do DNA (ESTELLER et al., 1999;
KATO et al., 2006; HUANG et al., 2010), cuja finalidade € manter a estabilidade

gendmica.

Nas amostras de CCEO analisadas neste estudo, a MGMT apresentou
hipoexpressao em 58,3% das amostras de CCEO analisadas, quando comparadas
com a mucosa oral saudavel. Também observamos uma diminuicdo de
aproximadamente oito vezes na expressdo de MGMT, no controle positivo (CCEB -
variante mais agressiva do CCEO) em relacdo a mucosa oral saudavel. Pesquisas
relacionadas a expressdo de MGMT ocupam uma posicdo importante na literatura
em virtude do papel que este gene exerce no progndstico ou na abordagem
terapéutica de alguns tipos de canceres (PEGG, 2000; NAKAMURA et al., 2001,
REIFENBERGER et al., 2012; SZOPA et al., 2017). Alguns autores verificaram uma
associacdo entre a diminuicdo dos niveis da proteina MGMT e a hipermetilacdo da
regido promotora deste gene em varios tipos de canceres. Estes autores



descreveram que a inativacdo de MGMT pode exercer um papel importante na
tumorigénese (ESTELLER et al, 1999; SMITH-SORENSEN et al., 2002;
KAWAGUCHI et al., 2006; MUNOT et al., 2006). A hipoexpresséo de MGMT
configura-se como um dos fatores fundamentais para se estabelecer o progndstico
em GBMs, sendo considerada como um biomarcador importante para prever a
resposta aos agentes alquilantes (WICKSTROM et al., 2015). Em céncer de testiculo
observou-se a diminuicdo de MGMT em 64% dos casos avaliados (NAGEI et al.,
2003). Outro estudo desenvolvido na india envolvendo 400 participantes (200 com
cancer gastrico e 200 pacientes saudaveis) demostrou que 46% dos pacientes
portadores da doenca apresentaram diminuicdo dos niveis da proteina MGMT
guando comparado com o0s pacientes normais (BHAT, 2016). As percentagens de
MGMT de ambos os estudos citados foram atribuidas, a partir da mensuracédo da
proteina por imunohistoquimica e western blot. No presente trabalho, analisamos a
expressdo do gene por gPCR. Outros dois trabalhos anteriores avaliaram a
expressdo de MGMT no CCEO por gPCR (KORDI-TAMANDANI et al.,, 2010;
SCHENA et al., 2012). Entretanto, apesar de analisar o mRNA de MGMT os dados
publicados n&o fornecem os valores de fold change para se entender qual seria 0
nivel de expressdo deste gene nas amostras de CCEO. Este € o primeiro estudo

gue determina os niveis expressao deste gene no CCEO.

Além de MGMT, outras moléculas sdo biomarcadores importantes para o
diagnéstico precoce, prognéstico e sobrevida de pacientes portadores de cancer,
dentre estas estdo os miRNAs. A importancia dos miRNAs esta em sua capacidade
de regular a expressao génica e por sua expressao alterada estar associada ao
aparecimento de diversas doencas (BARTEL, 2004; GARTEL; KANDEL, 2006;
ZHANG et al., 2007).

Os membros da familia miR-181 sdo associados a processos importantes como
inflamagéo, apoptose, invasdo e resisténcia tumoral (SHI et al. 2008; TSITSIOU,;
LINDSAY, 2009; ZHANG et al., 2012). Essa familia € composta por quatro membros
(miR-181a, miR-181b, miR-181c, e miR181d) e da mesma maneira que o MGMT séo
apontados como biomarcadores importantes para o prognostico no GBM (LAKOMY,
et al. 2011; ZHANG et al. 2012).Na literatura, diversos trabalhos associam a
inflamac&o crénica com o risco de céancer, e sua capacidade de promover a
progressédo tumoral e disseminacdo metastatica (Mantovani; Pierotti, 2008; Aggarwal

; GeHLOT 2009). Estudos associam estes miRNAs as respostas imunes mediadas



por receptores TLRs, onde estes miRNAs sdo capazes de suprimir a resposta
inflamatdria ou reduzir as respostas inflamatorias iniciais modulando os niveis de
citocinas induzidas por TLR (XIE et al., 2013) Um grupo demonstrou que miR-181d
era capaz de regular MGMT (ZHANG et al., 2012). Entretanto, ndo existe nenhum
dado que demonstrasse uma avaliacdo detalhada da familia miR181 e MGMT, no
CCEO.

Inicialmente, realizamos uma avaliagdo prévia dos quatro membros de miR-181
em trés linhagens de CCEO, comparadas com uma linhagem de queratindcitos
normais. N&o foi observada, amplificagdo de miR-181d em nenhuma das linhagens.
Existem apenas dois trabalhos que avaliaram a expressdo de miR-181la em
linhagens tumorais e em ambos este miIRNA foi descrito como hipoexpresso,
reforcando o papel que tem sido atribuido a ele como supressor tumoral (HUANG et
al., 2011; SHIN et al.,, 2011). Em nosso estudo a hipoexpressédo de miR-181a foi
observada nas linhagens SCC-9 e SCC-25. Quanto a avaliagdo de miR-181b em
linhagens tumorais, existe um estudo que avaliou a hiperexpressdo desse apos
tratamento com EGF (epidermal growth fator). Em nosso estudo, miR-181b foi
encontrado hiperexpresso apenas na linhagem SCC-9. Até o momento nenhum
outro estudo avaliou a expressao de miR-181c em linhagens de CCEO. Este miRNA
apresentou-se hiperexpresso na linhagem SCC-4. A hipoexpressao de miR-181c ja
foi observada em linhagens de glioblastoma (U251, U87, T98G, e SHG44) e em

amostras tumorais.

Apbés a avaliacdo nas linhagens tumorais a expressao de miR-181 foi
mensurada em amostras de CCEO. Conforme observado nas linhagens tumorais.
N&o observamos a amplificacdo de miR-181d. Uma vez que os miRNAs séo tecido-
especificos, este resultado pode ser explicado por uma provavel auséncia deste
MIiRNA na cavidade oral. Para miR-181a observamos uma hipoexpressdo em 30%
das amostras e a hiperexpressdo em 25% das amostras. Shin e colaboradores
(2011) observaram uma baixa expressdo deste miRNA no CCEO. Estes autores
observaram que o oncogene K-ras constituia um dos alvos de miR-181a, reforcando
uma acgdo supressora de tumor deste miRNA no CCEO (SHIN et al. 2011). J& foi
demonstrado uma relacdo entre miR-181a e o receptor TLR-4 (XIE et al., 2013). Em
camundongos, este miRNA mostrou-se um marcador de respostas inflamatorias (XIE
et al., 2013). J& foram descritos com alvos de miR-181a os genes Bcl2, MMp14,

CDN1B, Smad7 e HOXA11, estando este miRNA correlacionado positivamente com



0 mecanismo de migracdo e apoptose (SHI et al., 2008). No céancer de mama,
demostrou-se que TGF-B era capaz de induzir a hiperexpressdo de miR-181a

favorecendo o fenétipo migratério metastatico (TAYLOR et al., 2013).

Em nossas amostras, percebemos uma hiperexpressdo de miR-181b em
41,17% dos CCEOs. Essa tendéncia a uma maior expressdo também foi observada
por Brito e colaboradores que a associaram alguns caracteristicas citoldgicas e
histopatoldgicas usadas na classificacdo da displasia oral com a expressao de trés
mMiRNAs potencialmente relacionados ao cancer, dentre eles o miR-181b (BRITO et
al., 2014). Outro estudo também correlacionou o aumento de expressdo de miR-
181b com a progressdo do céancer oral, através da investigacdo na alteracdo de
expressdo dos mMIRNAs em leucoplasias, sendo util para distinguir aquelas
leucoplasias que evoluiram para CCEO. De acordo com este estudo, este miRNA
possui importancia significativa por constituir a chamada “assinatura de miRNAS”
associada a progressao do cancer oral (CERVIGNE et al., 2009). Além disso, miR-
181b tem como alvos supressores tumorais como CYLD um inibidor de NFkB (LI et
al.,, 2014), e TIMP3 um inibidor de metaloproteinase 3 (ZHOU et al.,, 2016)
reforcando o seu potencial oncogénico. No presente trabalho, avaliamos pela
primeira vez miR-181c no CCEO. Observamos hipoexpressdo em 35% das
amostras. Como ja mencionado anteriormente, Lakomy e colaboradores associaram
a hipoexpressdao de miR-181c com a sobrevida de pacientes com GBM, e
demostraram que esse MIRNA poderia ser utilizado como marcador sensivel e
especifico para determinar progressdo desta doenca (LAKOMY et al.,, 2011). Por
outro lado, um grupo demonstrou uma associacao entre a recorréncia do cancer
gastrico com a hiperexpressao desse miRNA (YAMAZAKI et al., 2017). O resultado
obtido da expressédo desses miRNA nas linhagens ndo corroborou com os obtidos
em amostras dos portadores de CCEO (HE et al., 2016).

Quanto a correlacdo dos dados de expressdo com o0s aspectos clinico-
patologicos dos pacientes ndo foi encontrada correlagdo entre este gene e o
tabagismo (p=0,08). Possivelmente, isso ocorreu devido ao numero reduzido de
amostras analisadas. Entretanto, a diminuicdo de MGMT em células expostas ao
extrato de tabaco em relacdo as células que ndo entraram em contato com esse
extrato, ja foi descrita (ROHATGI et al., 2005).



N&o observamos correlacdo entre os miRNAs e dos dados clinico-patoldgicos
dos pacientes, exceto para miR-181c. Estes resultados podem ser devido ao
reduzido numero amostral do estudo. Para miR-181c foi encontrada uma correlacao
entre esse MiRNA e o etilismo (p= 0,02). Sendo este o primeiro trabalho a revelar
esse achado. Todavia, um estudo posterior deve ser realizado para elucidar a agao
do &lcool na modulacdo da expressédo de miR-181c no CCEO.

Nosso trabalho demonstrou pela primeira vez, o perfil de expressao de MGMT e
dos membros da familia miR-181 em pacientes portadores de CCEO. Apesar de
termos encontrado correlagdo somente entre a hipoexpressdo de miR-181c e o
consumo de alcool, analises adicionais deverdo ser realizadas com um maior
namero de pacientes, incluindo também a determinacdo de presenca de HPV, para
avaliar a relacdo entre estes dois biomarcadores (MGMT e familia miR-181) e os
dados clinco-patoldgicos dos pacientes. Uma vez que varios miRNAs ja estdo sendo
isolados em amostras de sangue, saliva, liquido-cefalorraquidiano e outros fluidos
corporeos, para a determinacdo do diagnéstico precoce, avaliagdo progndstica e
definicdo de tratamentos mais adequados, faz-se necessario a realizacdo de

pesquisas voltadas para o estudo destas moléculas e a carcinogénese oral.



7. Conclusao

v' O perfil epidemiolégico dos pacientes de CCEO analisados neste estudo,
demostrou ser constituido em sua maioria por individuos sexo masculino,
com mais de 60 anos, de etnia branca, com habitos de etilismo, tabagismo e
pratica de sexo oral. Sendo que o tipo histolégico predominante foi o CCEO
moderadamente diferenciado, tendo a lingua a localizacdo como anatémica
mais prevalente;

v" MGMT apresentou-se hipoexpresso na maioria das amostras de CCEO

analisadas;

v Nas linhagens tumorais, observamos miR-181a hipoexpresso em duas
linhagens de CCEO e miR-181b apresenta-se hiperexpresso em apenas uma
das linhagens analisadas;

v' Em amostras de pacientes observa-se o nivel de expressao de miR-181a/c
estava reduzido na maioria das amostras de CCEO e em miR-181b foi

observada uma hiperexpressédo no CCEO;

v' Esse estudo demostrou uma correlacdo significativa entre o etilismo e a

expressao de miR-181c;

v" Nao foi observada correlacédo entre a expressao entre MGMT e miR-181.
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Universidade do Grande Rio (UMIGRANRIO). A amostra sera composta por 80 pacientes, sendo 40
pacientes com carcinoma de células escamosas ora -l CCED e 40 pacientes normais. Durante o
procedimento cirbrgico de bigpsia incisional dos 40 pacientss com CCEQ s3o coletados 2 fragmentos de
tecido. Um fragmento sera armazenado em formol a 10% & sera destinado as analises histopatologicas pelo
laboratorio de Patologia Oral da Unigranrio. O segundo fragmento sera coletado em um crictubo contendo
RMA Later & sera amazenado a — B0°C para analises moleculares posteriores. Serdo também coletadas £0
amostras de mucosa oral nomal, provenientss de pacientes portadores de mucosa oral saudavel gque s3o
submetidos 3 extragdo de dentes inclusos ou cirurgias de implantes na Clinica de Periodontia. Estes
fragmentos serdo coletados conforme o protocolo descrito para o CCED. Os resultados moleculares obtidos
neste estudo serdo relacionados com os dados clinico-patologicos dos pacientes. Os estudos dos
mecanismos epigenéticos sera feito primeiramente atraves do perfil de expressao da familia miR-131 ja
descrita como reguladora de MGMT e logo em seguida pela analise do perfil de metilagio de MGMT
utiizando a técnica de técnica de MSP [Methylation Specific PCR). Uma vez que a perda de expressao do
gene O(8}-Metilguanina-DMNA Metiliransferase - MGMT consfitui uma importante feramenta de prognostico
em cdncer, a determinagio do perfil de expressao deste gens em
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amostras de CCED provenientes da regido da Baixada Fluminense & dos mecanismos envolvidos em sua
regulagSo, poderao contribuir para a descoberta de marcadores moleculares que podem ser importantes no

diagndstico precoce ou na terapia do CCED & no desenvolvimento de novas terapias.

Objetive da Pesquisa:
Objetive Primaria:
Analisar o5 niveis de expressac de MGMT em amostras de pacientes portadores de CCED e investigar os

mecanismos epigenéticos envolvidos na regulagio deste gene.

Objetivo Secundario:

1. Avaliar o nivel de expressio de MGMT em amostras de CCEOQ comparados com amostras de mucosa
oral nommal por PCR quantitativa (gPCR);

2. Avaliar o nivel de expressao da familia miR-181, envolvida com a regulagio de MGMT em amostras de
CZEQ e mucosa normal por gPCR ;

3. Investigar o padrac de metilagio de MGMT em amostras de CCEQ e em amostras de mucosa normal
pela técnica de MSP [Methylation Specific PCR);

4. Comelacionar os resultados obtidos durante as analises moleculares com os dados dinico-patologicos dos
paciEntes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os Riscos relacionados com a participagde seriam aqueles relacionadoes ao procedimento cirirgico. Uma
vez que tais procedimentos cirlrgicos ja estao muito bem estabelecidos na rotina odontologica e que a
remogdo da mucosa consistira apenas em uma pequena quantidade de amostra, este risco torna-se
bastante reduzido.

Beneficios:

s beneficios deste estudo envolvem o diagnostico do cancer oral, o levantamento das necessidades
odontologicas do pacients, preparo da cavidade oral para tratamento oncolagico com vistas a minimizar a
possibiidade de osteorradionecrose e referenciamento para servigo de tratamento oncolbgico

Enderego;  RUS Prof. Jose de Souzs Herdy, 1960
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Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Este estudo podera contribuir para a determinagdo do perfil de express3o deste gene em individuos da
Baixada Fluminense e

o mecanismo epigenético que estaria envolvido no controle de sua expressio. Alem disso, os dados obtidos
nesta pesquisa poderdo senvir de embasamento para estudos mais amphos, que possam avaliar o potencial
biomarcador destes dois mecanismos reguladores na resisténcia a tratamentos e prevencao de recidivas no
carcinoma de células escamosas oral.

Consideragies sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos foram apresentades como determina a Resolugdo 486 do CNS de 1271272012

Recomendagbes:

FRecomendo que os resultados da pesguisa, favoraveis ou nao, sejam divulgados em eventos cientificos &
publicagdes na forma de artigos e textos em revista indexadas pelo Qualis

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

A pesguisa apresenta relevancia cientifica e atende aos requisites da Resclugdo 486 do CNS de
12/1242012.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Prezado (a) Pesquisador (&),

O Comité de Etica em Pesguisa da UNIGRANRIO atendendo o previsto na Resolugdo 486/12 do CNS/MS
APROVOU o referido projeto na reunido ocomida em 28 de setembro de 2016, Caso o (a) pesquisador (a)
altere a pesquisa & necessano que o projeto retome ao Sistema Plataforma Brasd para uma futura avaliagdo
& emissdo de novo parecer. Lembramos que o (a) pesquisador (a) devera encaminhar o relatério da
pesquisa apds a sua conclusdo, COMO UM COMPromisso junto a esta mstituigdo e o Sistema Plataforma
Brasil.

Cordialmente,
CEPUnigranrio

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Butor Situagio
informacies PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/08/2016 Acsito
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Cutros usoimagem_MGMTODE pdf 110872016 | Claudia Maria Persira| Aceito
18:45:24
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Justificativa de
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Cutros risco_confidencial_ MGMTOOB pdif 110872016 | Claudia Maria Persira| Aceito
19:43:42
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Comité de Etica em Pesquisa

0 UNIVERSIDADE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolugdo n°® 466, do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Analise do perfil de expressao de
MGMT e da familia miR-181 no céancer oral”. Vocé foi selecionado durante o exame clinico
nas clinicas de Estdomatologia e Periodontia da UNIGRANRIO e sua participacdo nao é
obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o pesquisador
ou com a instituicao.

Os objetivos deste estudo séo a identificacdo da expressdo de MGMT e dos Mir-181,
moléculas que se apresentam alteradas nos canceres da cavidade oral em comparagao
com a mucosa normal. Sua participacdo nesta pesquisa consistira no fornecimento de um
pequeno fragmento da mucosa de boca retirada durante o diagnostico diferencial na clinica
de Estomatologia ou com finalidade pré-protetica na clinica de Periodontia. Os riscos
relacionados com sua participagdo seriam aqueles relacionados com o risco cirargico. Uma
vez que esses procedimentos cirlrgicos ja estdo muito bem estabelecidos na rotina
odontolégica e que a remogdo da mucosa consistira apenas em uma pequena quantidade
de amostra, esses riscos tornam-se bastante reduzidos. Os beneficios relacionados com a
sua participacdo, consistird no diagnostico obtido pelo exame clinico e histopatolégico da
mucosa oral, da condicdo de normalidade ou alteracdo. Caso seja verificado esta Ultima
condi¢do, vocé recebera informacdes a respeito de tal alteracdo e tratamento adequado; ou
serd encaminhado para uma instituicdo capacitada para tal atendimento.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participacdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua
identificacdo. Os dados referentes ao seu nome servirdo apenas para identificacdo de sua
amostra e serdo mantidos em sigilo pelo coordenador da pesquisa e em hip6tese alguma,
serdo divulgados

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor (a),
podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participagdo, agora ou a qualquer
momento com 0s pesquisadores responsaveis Claudia Maria Pereira (coordenadora) e
Carina Maciel da Silva Boghossian e dos alunos Ana Beatriz machado Lima, Carlos Alberto
barros  dos Santos e Andressa Raquel Alves Pinheiro, no e-mail:
claudemarie_br@yahoo.com.br ou no telefone (21) 26727877.

Pesquisador Responsavel

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e
concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

— CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO ELETRONICO:
cep@unigranrio.com.br
Rio de Janeiro, de de 20

Sujeito da pesquisa

Pai / Mae ou Responsavel Legal

ANEXO Il
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Escola de Odontologia

Ficha de Atividades Clinicas Data: _/___/

Nome do aluno examinador: Matricula;

1.IDENTIFICACAO DO PACIENTE

Nome do paciente:

Data de nascimento: / / Cor: Sexo:

Pai:

Mae:

CPF: RG:

Naturalidade: Nacionalidade:

Estado Civil: Religido do paciente:
Profissao: Ocupagéo:
Enderego:

Bairro: CEP: Cidade: Estado:

Telefone: ( ) Em caso de recados:

INFORMACOES PESSOAIS DO PACIENTE ;
2. MORADIA/FAMILIA/RENDA/ATENDIMENTO MEDICO:

Vocé  ja viveu em outras(s) cidades(s)? ( )néo ( )sim .Qual

(quais)? Motivo(s)/Tempo:

A casa em que vocé mora: E propria? ( )ndo ( )sim. Ha quanto tempo vocé reside nela ?.

Tem luz elétrica? ( )ndo ( )sim. Tem esgoto sanitario? ( )ndo ( )sim. Tem fossa? ( )ndo (

)sim.

Como vocé se abastece de agua? . De que material é feita a sua
casa ? Paredes: Telhado: Chéo:

Quantas pessoas moram na casa com VOCé? .Vocé divide o cobmodo de

dormir com outra(s) pessoas(s)? ( )ndo ()sim. Quantas?

Filhos: ( )ndo () sim. Quantos: . Vivos: . Mortos:

Causas(s) da(s) morte (s):

Vocé possui animais domésticos? ( )ndo ( )sim. Qual®?.

A sua renda individual é de: salario(s) minimo(s)

A sua renda familiar é de: salario (s) minimo (s)

Vocé tem plano de saude? ( )ndo ( ) sim. Em caso afirmativo qual?

Quando vocé adoece onde se trata?

3. HABITOS E VICIOS:

Fumante? ( )ndo ( )sim. H& quanto tempo? . Qual o tipo?

Qual a frequencia do uso ?




Ingere bebidas alcodlicas? ( )ndo ( )sim. H& quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequéncia da ingestao?

Fez ou faz uso de drogas? ( )ndo ( )sim. Ha quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequencia do uso?
Faz uso rotineiro de algum medicamento? ( ) ndo ( )sim. Qual (is)? . Dose (5):
Para qué? . H& quanto tempo?

Possui habitos de roer as unhas? ( )ndo  ( )sim.

Sofre de alguma doenc¢a? ( ) ndo () sim — Qual?

Ja foi operado? ( ) ndo ( ) sim —Por qué?

Esta em tratamento médico atualmente? ( ) ndo ( ) sim — Qual?

Tem ou j& teve algum problema de cicatrizacdo? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou teve problemas com anestesia? ( ) ndo () sim

Tem ou teve problemas com hemorragia? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou teve doengas congénitas do cora¢do? ( ) ndo () sim

Tem ou teve doencas cardiacas? (enfarte, angina, derrame, pressdo alta) ( ) ndo () sim
Tem ou teve respiragéo dificil quando deitado ou sem fazer esfor¢co? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou ja teve desmaios, convulsfes ou epilepsia? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou ja teve dor de cabeca freqliente (duas vezes ou mais por semana)? ( ) ndo () sim
Tem ou ja teve hepatite, doengas hepaticas ou ictericia? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou ja teve Ulceras ou outros problemas estomacais? ( ) ndo ( ) sim

Tem ou ja teve reacdo alérgica a anestésicos, antibidticos (ex. penicilina, tetraciclina, sulfa,
analgésicos, anti-inflamatérios, tranquilizantes, outros ( ) ndo ( ) sim

Faz uso rotineiro de algum medicamento? ( ) ndo ( ) sim

Possui habitos de colocar ou manter objetos entre os dentes? ( )ndo () sim. Em caso

afirmativo qual objeto?

Possui habitos de ranger os dentes? ( )ndo ( )sim. Em caso afirmativo: ( ) dia () noite.

4. DIETA

Ingere doces? ( ) ndo ( ) sim. Ha quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequencia da ingestéo?

Ingere refrigerantes? () ndo () sim. Ha quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequencia da ingestéo?

5. HABITOS DE HIGIENE/MOTIVACAO:

Quantas vezes escova os dentes ao dia? vezes. Quando?

Quanto tempo dura em média uma escova de dentes para 0 seu uso?




O que o leva a trocar sua escova de dentes?

e Como vocé escolhe sua pasta de dentes? () pela marca () pelo sabor
apresentar fldor () pelopreco ( ) porindicacdo do seu dentista

o Jalhe ensinaram a escovar os dentes? ( ) ndo ( ) sim.Quem?

Com que idade? anos.
e Fazusodefiodental? ( )ndo ( )sim. Com que frequéncia?

e Faz uso de bochechos? ( )ndo ( ) sim. Por qué?

Qual? . Com que frequéncia?

6. PREFERENCIAS E PRATICAS SEXUAIS:

() por

e Tem parceiro(a ) sexual: ( )ndo ( ) sim; ( ) Unico exclusivo ( ) multiplos. Em caso de

multiplos indique o nimero de parceiros no Gltimo ano:

e Uso de preservativos: ( ) sempre () as vezes (' ) nunca
e Préticas sexuais: () homossexual () bissexual () heterossexual
e Préaticade sexooral: ( ) sempre () asvezes (' ) nunca
e Prética de sexo oral: ( )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente
o Préaticade sexoanal: ( )sempre () asvezes ( ) nunca

(' )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente
e Quanto a doencas sexualmente transmissiveis: () é portador ()Ja foi portador.

Qual(is)?

e Vocé ja foi submetido(a) a exame anti-HIV? () ndo () sim.

motivo?

Qual o

7.CIRURGIAS/TRANSFUSOES DE SANGUE:
e Ja foi submetido a alguma cirurgia? ( )ndo ( )sim. NUmeros de vezes
Qual (is) o(s) tipo(s)? . Motivo( s)

. Quando ?

e Ja se submeteu a transfusdo sanguinea? ( )ndo ( ) sim. NUmero de vezes

Motivo(s)? Quando ?

e Jateve reacOes adversas durante ou ap6s alguma extracéo dentéria? ( ) ndo () sim

e Jateve sangramento excessivo ap6s alguma extracdo dentaria? ( ) ndo () sim

8.EXCLUSIVO PARA MULHERES:

e Estupro: ( )ndo ( ) sim. Quando? anos. Numero de vezes? . Por quem?

e Menstruacgdo: Idade da 1° vez anos. Data da Gltima: / /




e Tempo de permanéncia do fluxo .Tempo médio do ciclo

e Gravidez: ( )sim ( ) ndo. Quantas?

e Partos: Normais: . Cesarianas: . Abortos: ( )sim () ndo
Quantos? . () espontaneo (s) ( ) provocado (s).

e Quando fez o ultimo exame preventivo?

e Faz ou fez uso de alendronato para osteoporose? ( ) ndo ( ) sim

ROTEIRO A SER SEGUIDO PARA REALIZACAO DO EXAME CLINICO
9.QUEIXA PRINCIPAL:

10. HISTORIA DA DOENGCA ATUAL:

11.HISTORIA PATOLOGICA
PREGRESSA:

12. HISTORIA FAMILIAR:

13. EXAME FiSIO

e 13.1-SINAIS VITAIS:
Pressdo arterial: Sistolica mm Hg. Diastélica mm Hg.



Pulso: Quantidade: . Qualidade:

Temperatura corporal:

Frequéncia respiratoria:

13.2 — INSPECAO GERAL DO PACIENTE/ECTOSCOPIA:

13.3 — INPECAO LOCO-REGIONAL:

13.4— EXAME DA ARTICULACAO TEMPORO-MANDIBULAR:

13.5—- INSPECAO INTRA-ORAL:
13.5.1- TECIDOS MOLES:




13.5.1 - OSSOS:

A —MAXILA:

B.MANDIBULA:




13.5.2 —-PERIODONTO E DENTES:

A - PERIODONTO:

EXAMES COMPLEMENTARES SOLICITADOS E RESULTADOS:



14 DIAGNOSTICOS CLINICOS PROVAVEIS: (Registre somente para lesdes diferentes de cérie e
doenca periodontal por placa)
[ ]




15. DIAGNOSTICO CONCLUSIVO: (Registre somente para lesdes diferentes de cérie e doenca

periodontal por placa)

16. ENCAMINHAMENTOS:

B — DENTES:

UTILIZANDO AS SIGLAS ABAIXO DURANTE O EXAME, ANOTE AO LADO DO NUMERO DE CADA DENTE AS
OBSERVACOES CLINICAS:

AMG | Amalgama (faces) NF | Nucleo Fundido
AU | Ausente NU | Ndcleo de Preenchimento
C | Caéries (faces) RE |Restauragdo Estética (faces)
CP | Coroa Provisoria RMF | Restauragdo Metalica Fundida
El |Extragdo Indicada RP | Restauragdo Provisoria
HIG |Dente Higido RR | Resto Radicular
MBA | Mancha Branca Ativa (faces) SB | Selamento bioldgico




MBI
CT

Mancha Branca Inativa ( faces)
Coroa total

SE
HIP

Selante
Hipoplasia do esmalte

PARA AS FACES DOS DENTES CONSIDERE:
M: Mesial D: Distal O: Oclusal V: Vestibular P: Palatina L: Lingual I: Incisal

1. CIRCULE EM VERMELHO O DENTE QUE NECESSITA DE TRATAMENTO.
2. CIRCULE EM AZUL O DENTE QUE NAO NECESSITA DE TRATAMENTO.

EXAME DENTARIO — DATA:

/

/

QUADRANTE | QUADRANTE II
11| 51 21 | 61
12 | 52 22 | 62
13| 53 23 | 63
14 | 54 24 | 64
15| 55 25 | 65
16 26
17 27
18 28
QUADRANTE III QUADRANTE IV
31| 71 41 | 81
32| 72 42 | 82
33| 73 43 | 83
34| 74 44 | 84
35| 75 45 | 85
36 46
37 47
38 48
ESTOMATOLOGIA

Profissional Examinador:

Data:

1. Queixa principal:

2. Historia da doenga pessoal (inicio e curso):



3. Historia médica pregressa (alergias, doengas, hospitalizagdo, medicamentos, habitos e vicios):

4. Antecedentes familiares (doencas familiares em pais, irm&os ou outros parentes):

5. Exame fisico (localizag&o e aspecto clinico e aumento de lesdes incluindo cavidade oral, cabega, pescogo e
outras regides):

6. Pressao arterial:

Exames complementares (radiografias, bidpsias, hemograma e outros):
7. Diagnostico clinico provavel:
8. Diagnostico diferencial:

9. Plano de tratamento:

(J UNIGRANRIO

Nome do paciente: Matricula:

Nome do Aluno : Turma;

FICHA DE EVOLUCAO E PROCEDIMENTOS

DATA | Procedimentos Realizados | Aluno | Prof.







