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RESUMO

As neoplasias malignas de cavidade oral constituem um sério problema de salde publica
no Brasil e no mundo, sendo o tumor maligno mais comum em boca o Carcinoma de Células Escamosas
(CCE). Frequentemente, antes do surgimento do CCE, ocorrem alteragGes clinicas e histologicas com
maior potencial de transformacdo maligha, chamadas desordens potencialmente malignas (DPM).
Fatores moleculares podem contribuir para o desenvolvimento dessa neoplasia. O Signal Transducers
and Activators of Transcription-3 (STAT3) é um transdutor de sinais frequentemente ativado por
citocinas, como IL-6, que pode atuar nesse processo. Ja os microRNAs (miRNAS) regulam a expressao
génica pos-transcricional degradando ou silenciando RNAs mensageiros. O presente trabalho objetivou
quantificar os niveis de microRNAs miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31 em campo de cancerizagdo
de displasias e CCE. Adicionalmente, avaliou-se o padrao de expresséo de IL-6 e STAT3 nessas lesdes.
Para tanto, foram coletadas amostras de 47 CCEs, 21 displasias e 21 de mucosa normal. Nos grupos
CCE e DPM, foi coletada amostra adicional de mucosa perilesional, distando 1 cm da lesdo. Os miRNAs
foram analisados por PCR em tempo real e STAT3 e IL-6 por imunoistogquimica (1Q). Os casos de CCE
eram, predominantemente, moderadamente diferenciados (91,5%), com crescimento em lengdis ou
ninhos (73%) e nédo-ceratinizantes (52,6%). As displasias leves apresentaram-se mais frequentemente
(52%), sendo que 42,8% mostravam inflamacédo subepitelial intensa. A idade média dos pacientes dos
trés grupos foi de 52+21 anos. Houve predominio do sexo masculino no grupo CCE (67,3%) e do
feminino nas displasias (57,1%). Detectou-se hiperexpressdo dos miRNAs estudados em CCE e
displasias, assim como nas regiGes perilesionais. Identificou-se correlacdo positiva entre todos os
miRNASs estudados no grupo CCE, enguanto na area adjacente ao tumor o aumento de miR-31 foi
acompanhado de elevacéo nos niveis de miR-17, assim como o aumento de miR-29c foi seguido por
incremento de miR-10a. Houve aumento significativo da expressdo de miR-17 e miR-29¢ em CCE em
relacdo a displasias. Nestas, houve correlagdo positiva do miR-10a com miR-29c e miR-17, ocorrendo
situacdo semelhante entre miR-31 e miR-17. Em regido perilesional de DPM, 0s microRNAs miR-10a
e miR-29c apresentaram correlagdo positiva. O aumento da expressdo de miR-31 foi relacionado a
displasias com classificagdo histoldgica mais severa. Obteve-se alta expressdo de IL-6 em 100% das
amostras de CCE e DPM. STAT3 apresentou positividade para 84,6% das amostras de CCE e 88,2% de
DPM. Correlacdo positiva entre miR-29c e miR-10a foi encontrada no CCE, nas displasias e areas
perilesionais, indicando que a hiperexpressao desses microRNAS é um evento precoce no processo de

carcinogénese oral.

Palavras-chave: MicroRNAs; Carcinoma de Células Escamosas; LesOes pre-cancerosas; Fator de

Transcrigdo STATS3; Interleucina-6; Regulacdo Neoplésica da Expressdo Génica.



ABSTRACT

Oral cavity malignant neoplasms are a serious public health problem in Brazil and in the world. The
most common histologic subtype in the mouth are squamous cell carcinoma (SCC). Often, before the
onset of SCC, there are clinical and histological changes with a greater potential for malignant
transformation, called potentially malignant disorders (PMD). Multiple molecular factors may
contribute to the development of this neoplasms. Signal Transducers and Activators of Transcription-3
(STAT3) is a cytokine-activated signal transducer, which may be directly active in neoplastic. High
levels of IL-6, a possible STAT3 activator, have been associated with poor prognosis in SCC.
MicroRNAs (miRNAS) are a group of RNAs that act as gene-regulator in the post-transcriptional phase
through the degradation or silencing of messenger RNAs. The present study aimed to quantify
microRNAs miR-10a, miR-17, miR-29¢ and miR-31 in the field effect area of oral dysplasia and SCC.
Additionally, it is intended to evaluate the expression of IL-6 and STATS3 in these lesions. For this,
samples of 47 SCC, 21 PMD and 21 controls were collected. In the patients with SCC or PMD, in
addition to the lesion area, a normal mucosa sample was collected, 1 cm away from the lesion. miRNAs
were analyzed by real-time PCR and STAT3 and IL-6 by immunohistochemistry. The SCC sample was,
most of them, moderately differentiated (91.5%), with growth in nets (73%) and non-keratinizing
(52.6%). Dysplasia presented, more frequently, mild (52%), and 42.8% of them showed intense
subepithelial inflammation. The mean age of the patients in the three groups was 52 + 21 years. Males
were predominant in the SCC group (67.3%) and female in DPM (57.1%). The most frequent
localization site for both groups was tongue. Hyperexpression of all studied miRNAs were observed in
SCC and PMD, as well as in the perilesional regions. Evaluating SCC, all the miRNAs studied were
correlated with each other, while in SCC perilesion increase of miR-31 was accompanied by elevation
of miR-17 levels, as well as hyperexpression of miR-29¢ was accompanied by miR-10a increase. There
was an increase of miR-17 and miR-29c in SCC compared to PMD. In PMD, the increase of miR-10a
was accompanied by an increase of miR-17 and miR-29c; a similar situation occurred between miR-31
and miR-17. In PMD perilesion, miR-10a and miR-29c presented positive correlation. High expression
of IL-6 was obtained in 100% of the SCC and PMD samples. STAT3 presented positivity for 84.6% of
SCC samples and 88.2% of DPM samples. Positive correlation between miR-29¢ and miR-10a was
found in SCC, in dysplasias and perilesional areas, indicating that hyperexpression of these microRNAs

is an early event in the oral carcinogenesis.

Keywords: MicroRNAs; Carcinoma, Squamous Cell; Potentially malignant lesions; STAT3

Transcription Factor; Interleukin-6, Gene Expression Regulation, Neoplastic
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1 INTRODUCAO GERAL

As neoplasias malignas de cavidade oral constituem um sério problema de satde
publica no Brasil e no mundo. Segundo estimativas do Instituto Nacional do Céancer, foram
previstos, para os anos de 2016 e 2017, 15.364 novos casos de cancer de boca no Brasil, sendo
3.070 originados no Nordeste e 540 no Estado do Ceard (INCA, 2015). Cerca de 2,1% das
neoplasias malignas que ocorrem em todo 0 mundo correspondem ao cancer oral, apresentando
predilecdo pelo sexo masculino. Mesmo com 0s avangos no tratamento e a difusdo de
informacdes sobre fatores de risco, a taxa de mortalidade ainda € alta, principalmente em paises
em desenvolvimento (FERLAY et al., 2015).

O tipo histoldgico de tumor maligno mais comum em boca, presente em cerca de
90 a 95%, é o Carcinoma de Células Escamosas (CCE) (CHI; DAY; NEVILLE, 2015; WOLFF;
FOLLMANN; NAST, 2012). Esse tumor representa uma neoplasia epitelial invasiva e
agressiva, com graus varidveis de diferenciacdo escamosa e exibem propensdo para

desenvolvimento de metastase nodal precoce (JAMADAR et al., 2014).

Os fatores de risco para o desenvolvimento do CCE intraoral séo, principalmente,
fumo e sua associagdo com o consumo de bebidas alcodlicas (CHI; DAY; NEVILLE, 2015;
PETTI, 2009). Atualmente, tém-se sugerido, também, a infeccdo pelo virus do papiloma
humano (HPV) como agente etiol6gico para essa neoplasia (MARTIN-HERNAN et al., 2013).
Os fatores de risco ndo atuam em uma localizacdo especifica da mucosa, estando toda a
cavidade oral passivel de apresentar alteragcbes promovidas por esses agentes carcinogénicos,
mesmo que ndo apresentem lesbes clinicamente visiveis. Esse é um dos fatores que podem
justificar a alta recorréncia de CCEs orais e surgimento de segundos tumores primarios em areas
proximas a neoplasia maligna inicial. O fato de tecidos expostos a agentes carcinogénicos,
apesar de ndo apresentarem alteracGes clinicamente detectaveis, estarem passiveis de apresentar
alteracbes moleculares que promovam maior risco de malignizacdo deu origem a teoria de
campo de cancerizacdo (INCZE et al., 1982; THOMSON, 2002). Essa teoria foi confirmada
por varios estudos clinicos, histopatologicos e moleculares em que foram realizadas anélises de
tecidos adjacentes ao tumor comparadas a tecidos de pacientes livres de lesdo, mostrando que
o tecido peritumoral apresenta alteracbes bioquimicas e subcelulares semelhantes & area
lesional (BABJI et al., 2015; BOSCOLO-RI1ZZO et al., 2015; OGDEN, et al., 1993).
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Frequentemente, ocorre o surgimento de lesdes e alteragdes teciduais que precedem
0 surgimento de neoplasias malignas, sendo denominadas desordens potencialmente malignas.
Estas podem permanecer estaveis por um consideravel periodo de tempo antes de evoluir, ou
ndo, para malignidade e invasdo. De acordo com estudo indiano, cerca de 80% das neoplasias
de cavidade oral séo precedidas por desordens potencialmente malignas (DPM) (GUPTA et al.,
1989). O percentual de DPM que sofre transformacdo maligna pode variar de 0,13 a 50%
(HEGARTY; HUNTER, 2016; HOLMSTRUP et al., 2006; REIBEL, 2003; SHAH, A. Y.;
DOHERTY; ROSEN, 2010; SHIU et al., 2000). E de grande importancia identificar a
ocorréncia de mudancas no padrdo molecular dessas lesdes que indiquem a progresséo para

malignidade, possibilitando a intervencdo antes que a transformacgé&o maligna ocorra.

As principais desordens potencialmente malignas que acometem a regido oral sdo
leucoplasia com displasia epitelial, eritroplasia e queilite actinica. Leucoplasia é definida como
placa esbranquicada que ndo pode ser caracterizada como qualquer outra leséo e apresenta-se,
histologicamente, como area hipercerat6tica, com hiperplasia, podendo ou ndo haver displasia
(RHEE; KHURI; SHIN, 2004). A eritroplasia apresenta-se como uma placa eritematosa que
ndo pode ser caracterizada como qualquer outra lesdo e tem como caracteristicas histologicas
presenca de atrofia epitelial e displasia. A queilite actinica é uma alteracdo causada em labios
pela acdo da radiagédo solar que apresenta frequente transformacgéo maligna e caracteriza-se,
histologicamente, por hiperceratose, acantose, atrofia epitelial, infiltrado inflamatério crénico,
elastose solar e displasia ( WARNAKULASURIYA; JOHNSON; VAN DER WAAL, 2007).

Por ser o CCE uma neoplasia de grande prevaléncia e por apresentar baixos indices
de sobrevida quando diagnosticado em estagios tardios, é de fundamental importancia que se
conhecam as alteragdes moleculares envolvidas na progressédo das DPMs para CCEs bem como
nos diversos graus de diferenciacdo deste, relacionados a agressividade do tumor, pois estas

podem ser utilizadas como alvos terapéuticos ou sinalizadores de progressao (WU, et al., 2016).

O Signal Transducers and Activators of Transcription-3 (STAT3) pertence a
familia de transdutores de sinais e ativadores de transcricdo, podendo ser ativada por citocinas
como IL-6, ou fatores de crescimento. Inicialmente, 0 STAT3 é recrutado para a membrana
plasmética devido a ligacdo de citocinas ou fatores de crescimento aos seus receptores na
superficie da célula. Na sequéncia, o0 STATS3 torna-se ativado por meio da fosforilagdo por um
residuo de tirosina e inicia-se 0 processo de dimerizacdo, promovendo a ligacdo de duas

moléculas de STAT3. Posteriormente, a molécula fosforilada e dimerizada adentra o nlcleo da
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célula, onde se liga a regides especificas do DNA, localizadas no cromossomo 17, estimulando
a cascata de transcricdo de proteinas como BCL-x, Ciclina-D1 e survivina. Portanto, essa
proteina pode funcionar como oncogene, pois apresenta capacidade de promover transformacéo
maligna de células epiteliais, pois sua expressdo aumentada contribui para a sobrevivéncia e
proliferacdo de células malignas, angiogénese e evasdo do sistema imune (GEIGER;
GRANDIS; BAUMAN, 2016; SIVEEN et al., 2014). O exato mecanismo gque promove sua
hiperativacdo em neoplasias malignas ainda ndo foi completamente elucidado, mas acredita-se
que as moléculas sinalizadoras para ativacdo de STAT3 estariam aumentadas ou que STAT3
estaria constitutivamente aumentado em neoplasias malignas (KIJIMA et al., 2002). Estudos
mostram que h& uma provavel associagdo entre a expressao aumentada de I1L-6, ativando a via
STATS3, que contribui para a progressao tumoral e a diminui¢do da efetividade da quimioterapia
em carcinomas de células escamosas de cabeca e pescoco (JOHNSTON et al., 2015). Por outro
lado, a inibi¢do do receptor de IL-6 através da utilizacéo do anticorpo tocilizumab foi associada
a diminuicdo da expressdo de STAT3 fosforilado (SHINRIKI et al., 2009).

A interleucina-6 (IL-6), glicoproteina composta por 184 aminoacidos, € uma
citocina pleiotropica que atua em diversos processos fisioldgicos, como inflamacéo e resposta
imune. Macréfagos e linfocitos secretam essa citocina, que apresenta fungdes como inducdo da
proliferacdo celular, apoptose e angiogénese, atuando principalmente na inflamagéo crénica.
Estudos mostram que a IL-6 pode também ser sintetizada e secretada por células tumorais (LEE,
et al., 2006; WANG, et al., 2010). Quando desregulada, I1L-6 pode exercer funcdo importante
no desenvolvimento de neoplasias malignas (CULIG, 2013), como carcinomas de prdstata
(HUANG et al., 2016), mama (SA-NGUANRAKSA et al., 2016), endométrio e ovario (SO et
al., 2015), além de carcinomas de cabeca e pesco¢o (WU, D. et al., 2016). Altos niveis séricos
e teciduais de IL-6 tém sido associados a mau progndstico em carcinomas de cabeca e pescoco,
sendo relacionados a baixa sobrevida, recidiva tumoral e surgimento de segundos tumores
priméarios (CULIG, 2013). Os niveis salivares de IL-6 podem estar aumentados mesmo em
estagios iniciais da carcinogénese, sendo um possivel fator prognostico em desordens

potencialmente malignas orais (RHODUS et al., 2005).

A transformacdo maligna estd associada as mutacGes genéticas que promovem
alteracdes no ciclo celular. A carcinogénese ocorre em multiplos passos, havendo acimulo de
mutacdes consecutivas em proto-oncogenes e supressores tumorais ou em agentes que regulam
sua atuacdo, propiciando a proliferacdo desenfreada das células alteradas (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Os proto-oncogenes sdo responsaveis pela regulacdo positiva da
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proliferagdo celular, enquanto os genes supressores tumorais inibem a multiplicagcdo das
células. Durante o desenvolvimento das neoplasias, ocorre a ativacdo de proto-oncogenes,
passando a se chamar de oncogenes, concomitante a inativacdo de genes supressores tumorais
(EVAN; VOUSDEN, 2001)

Os microRNAs (miRNAs) sdo um grupo de pequenos RNAs, compostos por 18 a
24 nucleotideos, que atuam regulando a expressdo de genes na fase pds-transcricional através
da degradacdo ou silenciamento de RNAs mensageiros (MRNAs). Os miRNAs atuam na
regulacao de varios processos biolégicos, como proliferacdo celular, apoptose, resposta imune
e carcinogénese. Um unico miRNA é capaz de controlar multiplos mRNAs, tendo mais de cem
genes-alvo (IBORRA et al., 2012; KASINSKI; SLACK, 2011; WU, et al., 2011). E sugerido
gue mais de um terco dos genes codificadores de proteina estejam sob controle de miRNAs e
que estes funcionam como importantes reguladores de processos fisiologicos e patoldgicos
(CARTHEW, 2006).

Alguns miRNAs assumem funcdo de supressores tumorais enquanto outros
apresentam caracteristicas oncogénicas, podendo promover aumento ou diminuicao de funcées
importantes como proliferacdo, apoptose, sobrevivéncia, diferenciacdo, motilidade e metastases
(L1U, X. et al., 2009). Assim, tém sido alvo de varios estudos que objetivam desvendar o papel
dos genes no desenvolvimento de doencgas ou sua possivel atuacdo como marcadores biol6gicos
de neoplasias (IORIO et al., 2005; KOZAKI et al., 2008).

Vaérios trabalhos tém objetivado identificar conjuntos de miRNAs que funcionem
como biomarcadores de carcinomas de cabeca e pesco¢o. Entretanto, uma assinatura de
miRNAs conclusiva para 0 CCE ou desordens potencialmente malignas ainda néo foi
estabelecida (NAGADIA et al., 2013).

Varios miRNAs vém sendo relacionados ao carcinoma de células escamosas de

cabeca e pescoco, estando alguns hiperexpressos e outros hipoexpressos

O miR-31 ja foi relatado como o mais hiperexpresso em comparacdo ao tecido
normal (LAJER et al., 2011), tendo sido relacionado a inibi¢do da enzima inibidora do fator

indutor de hipdxia (FIH) e & progressao do CCE de cabeca e pescoco (LIU, et al., 2010).

O miR-29c mostrou-se diferentemente expresso quando comparados tecido

neoplasico com metastase linfonodal em CCEs. Tem sido sugerido que possui influéncia sobre
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0 comportamento metastatico, participando no processo de ativagdo de ITGBL, PI3K e NF-
KAPPAB (SERRANO, etal., 2012).

Outro microRNA desregulado em neoplasias € 0 miR-17. Sua acédo esta relacionada
ao crescimento celular e invaséo, promovendo desregulagéo do ciclo celular (WONG, P. et al.,
2010; YANG, et al., 2013). Em carcinomas de lingua e cabeca e pescogo foi observada uma
hiperexpressao de miR-17 (HUI et al., 2010; YU, X.; LI, 2016).

Existem poucos estudos avaliando o miR-10a em carcinomas de células escamosas
de cavidade oral. Apenas um trabalho encontrou variacao estatisticamente significante em CCE
de cabeca e pescoco, estando esse com expressdo diminuida (HUI et al., 2010). Comportamento
semelhante é encontrado em tumores gastricos, 0 que sugere sua atuacdo como supressor
tumoral (JIA, H. et al., 2014).

Alguns estudos recentes procuram desvendar o perfil de miRNAs em areas de
campo de cancerizacao de lesdes malignas localizadas em pulméo (SHIKEEVA et al., 2016;
TSAY et al., 2015). No entanto, ndo foram encontrados estudos na literatura que avaliem tal

comportamento em carcinoma de células escamosas orais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer de boca

A definicdo de cancer de cavidade oral e orofaringe, ainda, é confusa porque as
margens da boca sdo imprecisas (TAPIA; GOLDBERG, 2011), no entanto é considerado para
0 cancer bucal, as lesdes compreendidas na area anatomicamente abrangida pela mucosa labial,
anteriormente; mucosas jugais, lateralmente; dois tercos anteriores da lingua, inferiormente; e
palato duro, superiormente, além de regido retromolar na porcao posterior. Todas as estruturas
contidas nesse espaco, dentes, gengiva e rebordos alveolares fazem parte dessa regido (DE
CAMARGO CANCELA et al., 2010).

As neoplasias malignas de cavidade oral constituem um sério problema de satde
publica no mundo (WARNAKULASURIYA, SAMAN, 2009). Em algumas regides, como o
sul da Asia, a incidéncia dessa neoplasia é ainda maior, chegando a 25/100.000 por ano em
Nova Guiné (FERLAY et al., 2015). Os estudos epidemiol6gicos mostram aumento de
incidéncia de cancer de boca em alguns paises, como a India, e diminuicdo em outros, como a
Croécia (CHI; DAY; NEVILLE, 2015). No Brasil, os nimeros aumentam anualmente (INCA,
2015).

Mesmo com os avangos no tratamento e difusdo de informagGes sobre fatores de
risco, a taxa de mortalidade ainda é alta, principalmente em paises em desenvolvimento
(FERLAY etal., 2015).

O grupo em que a incidéncia de CCE é mais alta sdo homens, de classes econémicas
baixas, acima de 50 anos. Todavia, a incidéncia de casos de cancer de boca em individuos
jovens, abaixo dos 45 anos de idade, vem aumentando, principalmente no sexo feminino
(MONTERO; PATEL, 2015; PATEL et al., 2011).

Como o subtipo histoldgico predominante do cancer de boca é o CCE, a maioria
dos trabalhos utiliza-o como alvo de estudo (CHI; DAY; NEVILLE, 2015; WOLFF;
FOLLMANN; NAST, 2012). Esse tumor representa uma neoplasia epitelial invasiva e
agressiva, com graus varidveis de diferenciacdo escamosa e exibem propensdo para
desenvolvimento de metastase linfonodal (JAMADAR et al., 2014). Os outros 5% de

neoplasias malignas encontradas em cavidade oral correspondem a outros tumores de origem
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epitelial, adenocarcinomas, sarcomas, linfomas ou melanomas. Caso houvesse a intengdo de
incluir todos os subtipos histoldgicos de tumores que acometem essa regido em um estudo, o
grupo seria muito heterogéneo, o que dificultaria as analises (CHOI; MYERS, 2008).

Os fatores de risco para o desenvolvimento do CCE intraoral sdo, principalmente,
fumo e sua associagdo com o consumo de bebidas alcodlicas (CHI; DAY; NEVILLE, 2015;
OGDEN, GRAHAM R., 2005; PETTI, 2009; ZYGOGIANNI et al., 2011). O tabaco, em todas
as suas formas, estd associado a cerca de 75% dos canceres de boca, sendo que individuos
fumantes apresentam seis vezes mais chances de desenvolver cancer de boca do que ndo
fumantes. J& o uso de tabaco associado ao &lcool aumenta o risco de desenvolver CCEs em
quinze vezes (OGDEN, GRAHAM R., 2005). No tabaco, séo encontradas diversas moléculas
carcinogénicas, como hidrocarbonetos policiclicos e nitrosaminas. Os efeitos do fumo sdo
cumulativos e dose-dependentes. Uma vez que seu uso é cessado, o risco para desenvolvimento
de CCE é diminuido, mas continua existindo (MONTERO; PATEL, 2015). Com relacdo ao
alcool, ndo existe consenso em relacdo a possibilidade de iniciar o desenvolvimento de
neoplasias malignas orais sem associacdo com o fumo, porém a maioria dos trabalhos mostra
que ele funciona apenas como agente promotor (CONNOR, 2016; RAM et al., 2011). O
consumo de alcool pode aumentar a permeabilidade da mucosa, facilitando a entrada de outros
carcindgenos. Ha evidéncias de que o consumo de 170 gramas diarias de whisky aumenta o
risco de desenvolvimento de CCEs orais em dez vezes em relacéo a etilistas leves (RAM et al.,
2011).

Atualmente, tem-se sugerido, também, a infec¢do pelo virus do papiloma humano
(HPV) como agente etioldgico para essa neoplasia oral. Especialmente os subtipos de HPV de
alto risco para o desenvolvimento de neoplasias uterinas, 16 e 18, tém sido recentemente
associados aos casos de cancer de boca que se desenvolvem em individuos jovens e nédo
fumantes ou etilistas (MARTIN-HERNAN et al., 2013). A associac&o entre HPV e cancer de
orofaringe ja esta estabelecida (BOUVARD et al., 2009). Entretanto, quando se avaliam
neoplasias de cavidade oral, observa-se que, embora haja um grande nimero de lesées HPV-
positivas, apenas uma diminuta parcela apresenta o virus participando ativamente do processo
de carcinogénese. Apesar de 0s casos serem reduzidos, hd uma provavel diferenca no
comportamento biolégico nos CCEs cuja oncogénese foi mediada pelo HPV, apresentando
melhor resposta a quimioterapia e maiores taxas de cura. Nao se sabe ao certo 0 motivo que
leva os HPVs de alto risco a desenvolverem neoplasias malignas em regido de orofaringe e

terem um comportamento diferente em cavidade oral, mas uma hipdtese € de que a orofaringe,
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principalmente as tonsilas, apresentaria uma area de maior fragilidade do epitélio, com &reas
ndo ceratinizadas e que também apresentam descontinuidade da membrana basal, facilitando a
entrada do virus. Outra teoria é de que existem receptores ainda néo identificados, localizados
na superficie das células na regido de orofaringe, que se ligariam especificamente ao HPV
(MIRGHANI et al., 2015).

Clinicamente, o CCE apresenta-se como uma ulcera ou tumoracdo, indolor,
inicialmente, de bordos elevados, endurecido ao toque. A aparéncia clinica de desordens
potencialmente malignas, como leucoplasia ou eritroplasia, também pode esconder éareas de
invasdo epitelial em tecido conjuntivo ja presentes na avaliacdo histopatoldgica
(MARKOPOULOS, 2012). Embora ndo traga sintomatologia dolorosa inicial, o0 CCE pode
progredir trazendo sensacdo de queimacao e dor em estagios avancados. A evolucao é rapida,
com tendéncia a metastase linfonodal (MARKOPOULOS, 2012).

O local de predilecdo para o desenvolvimento de CCE, no Ocidente, é a lingua,
principalmente borda e ventre lingual, seguido de assoalho (DOOBAREE et al., 2009; VAN
DIJK et al., 2016). Em outras localizages como gengiva, mucosa jugal e palato é menos
comum (CHI; DAY; NEVILLE, 2015).

O tratamento para 0 CCE exige atuacdo interdisciplinar, devendo ser composto por
equipe de cirurgido, radiologista, oncologista, patologista e cirurgido-dentista. A modalidade
terapéutica selecionada esta diretamente relacionada com o estigio da doenca. O uso da
classificacdo TNM, que leva em consideracdo o tamanho da lesdo, a presenca de metastases
linfonodais e metastases a distancia, tem sido universalmente aceito como método para predi¢éo
de tratamento e prognostico. Em estagios iniciais, a cirurgia com margem de seguranca de 1 a
2 cm € o tratamento de escolha. Adicionalmente, quando ha metastase linfonodal ou risco
aumentado desta, € indicado o esvaziamento cervical. Quando a doenga se apresenta em
estagios intermediarios, além da cirurgia, a radioterapia associada ou ndo a quimioterapia
adjuvante é indicada. Em caso de doenca fora de possibilidade cirurgica, a radioterapia ou
quimiorradioterapia é indicada (MONTERO; PATEL, 2015). Embora quando diagnosticado
em estagio inicial tenha prognostico favoravel e baixa morbidade, grande parte dos casos é
diagnosticada tardiamente. Os possiveis fatores associados a falha diagnostica precoce podem
ser relacionados ao desconhecimento dos pacientes sobre essa lesdo, dificuldade de acesso aos
servicos ou mesmo negacdo da doenca (GOMEZ et al., 2010). A sobrevida é diretamente

relacionada com o estagio tumoral, sendo que individuos em estagio | apresentam sobrevida de
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cinco anos de 80% enquanto naqueles que se apresentam em estagio 1V é de 20% (LINGEN et
al., 2011). A despeito dos avancos em relacdo as terapéuticas utilizadas para o cancer, ndo
houve grande mudanca nos Ultimos anos com relacéo a sobrevida de pacientes com cancer de
boca em paises mais pobres (MEHROTRA; YADAV, 2006). Entretanto, em paises
desenvolvidos, o diagndstico precoce e 0 uso de novos tratamentos para o cancer avangado tém
mostrado melhora expressiva na sobrevida (SCHWAM; JUDSON, 2016).

O CCE oral pode ser precedido por alteracdes clinicas e histopatoldgicas que
mostram risco de progressdo maligna, sendo essas alteracbes chamadas de desordens
potencialmente malignas (NAPIER; SPEIGHT, 2007).

2.2 Desordens potencialmente malignas

Desordens potencialmente malignas (DPMs) sdo alteracGes clinicas e histoldgicas
que apresentam maior risco de evolugdo para uma neoplasia maligna (HEGARTY; HUNTER,
2016). No Brasil, as DPMs mais comumente encontradas em cavidade oral, sdo leucoplasia e
eritroplasia ( WARNAKULASURIYA, S.; JOHNSON; VAN DER WAAL, 2007).

Leucoplasias e eritroplasias se apresentam como diagnosticos clinicos de excluséo,
sendo lesbes clinicamente assintomaticas, que variam desde pequenas lesdes até multiplas e
difusas por toda a cavidade oral. Histologicamente, a leucoplasia apresenta graus variados de
hiperplasia epitelial, podendo exibir &reas displasicas, que correspondem a desordens de
maturacdo e proliferacdo celular, promovendo o aumento do ndmero de mitoses tipicas e
atipicas, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo celular, aumento da propor¢do nucleo-
citoplasma. As eritroplasias comumente apresentam graus mais avancados de displasia, alem
de atrofia epitelial. Quando as areas displasicas sdo restritas as camadas basal e parabasal, a
displasia é classificada em leve; quando se estende até a camada média, € chamada de displasia
moderada; em situagcdes de acometimento de todo o epitélio, é dita displasia severa. Quanto
maior o grau de displasia, maior sera o risco de transformacdo maligna. A historia natural do
CCE mostra uma evolugdo microscopica gradual de epitélio normal, para hiperplasia, seguida
de alteracGes displasicas progressivas que podem ocupar todo o tecido epitelial (carcinoma in
situ), finalizando com a invasédo do tecido conjuntivo (Figura 1) (SHAH, et al., 2011).
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Figura 1 - Esquema de progressdo de mucosa normal para carcinoma
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Fonte: adaptado de Shah et al., (2011)

As leucoplasias podem se apresentar, clinicamente, na forma de mancha
homogénea, placa irregular, nddulos esbranquicados, ou ainda salpicada, quando compostas
por areas ora leucoplasicas, ora eritroplasicas (HEGARTY; HUNTER, 2016). Podem ser lesGes
unicas ou difusas, ocupando algumas vezes multiplos sitios da mucosa. Quando mostram algum
grau de displasia, sdo consideradas potencialmente malignas (LINGEN et al., 2011) sendo a
prevaléncia de leucoplasias que exibem displasia entre 16 a 45% (LEE, J. J. et al., 2006;
NEVILLE; DAY, 2002). Entretanto, alguns estudos recentes tém mostrado que mesmo lesdes

sem displasias podem apresentar transformac&o maligna (GOODSON et al., 2015).

A incidéncia de DPMs varia consideravelmente de acordo com as populagdes
envolvidas, sendo estimada a incidéncia mundial de 6.2 a 29.1 por 100.000 individuos (PETTI,
2003). Acredita-se que a prevaléncia média seja de 1 a 5%. Diferencas entre o0 nimero de lesdes
encontradas estdo fortemente relacionadas ao padrdo de uso do tabaco em cada regido
(NAPIER; SPEIGHT, 2007).

A eritroplasia é encontrada mais comumente em individuos de meia idade, como
lesGes unicas. A prevaléncia dessas lesdes é mais baixa do que a de leucoplasias, entretanto,

apresentam maior risco de transformacdo maligna. Em muitos casos, ao suspeitar-se
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clinicamente de eritroplasia, histologicamente, ja sdo observadas alteracGes displésicas severas
ou mesmo carcinomas (HEGARTY; HUNTER, 2016).

O perfil de pacientes portadores de DPM varia de acordo com 0s paises em que
esses individuos residem. Em paises desenvolvidos, essas lesdes iniciam da quarta a sétima
década de vida, enquanto em paises em desenvolvimento elas ocorrem cinco a dez anos mais
cedo (NAPIER; SPEIGHT, 2007; VAN DER WAAL, 2010). Homens historicamente tém sido
mais afetados do que mulheres, provavelmente devido ao consumo mais frequente do tabaco
(CHHER et al., 2016).

Embora as DPMs apresentem maior risco de evolugdo para malignidade do que o
tecido normal, elas podem permanecer estaveis por tempo indeterminado e até nunca chegarem
a originar uma lesdo maligna (LINGEN et al., 2011). O risco de transformagdo maligna em
cinco a dez anos chega a 85% para eritroplasias, e 5% para leucoplasias. Quando as leucoplasias
tém uma aparéncia clinica ndo homogénea, a possibilidade de progressdao aumenta, sendo o
percentual de transformacao maligna de cerca de 30% (KALAVREZOS; SCULLY, 2015).

Avaliando a evolucdo de lesbes displasicas em mucosa oral, Arduino et al. (2009)
acompanharam, por um ano, pacientes portadores de displasias orais, encontrando 39% de
remissao, 20% de lesbes estaveis, 33% dos pacientes desenvolveram novas lesdes displasicas e
7% evoluiram para CCE. Ja na meta-analise realizada por Mehanna et al. (2009), foi verificada
taxa de transformacéo maligna de 12% em trabalhos que acompanharam pacientes por 1,5a 9,3

anos.

Em alguns casos, é impossivel se distinguir clinicamente entre DPM e céancer de
boca, sendo a bidpsia procedimento mandatério para elucidacdo do quadro histopatoldgico e
conclusdo diagndstica. Estudos mostram que 3,1 a 12,9% das lesdes das quais se suspeitava

clinicamente de leucoplasias se tratavam de CCEs (LEE, et al., 2006).

As DPMs, assim como os CCEs apresentam etiologia multifatorial. Os fatores de
risco mais comumente relacionados ao surgimento de DPMs sé&o os mesmos conhecidos para o
CCE, sendo fumo, nas suas diversas formas, e o alcool os principais envolvidos (NAPIER;
SPEIGHT, 2007; RADOI; LUCE, 2013). Pacientes fumantes exibem risco seis vezes maior de
apresentar DPM do que ndo fumantes (VAN DER WAAL, 2010).

A excisdo cirdrgica é atualmente o tratamento indicado para DPMs, embora nao

elimine o risco de recidiva da lesdo. Ha possibilidade, ainda, de ocorrer desenvolvimento
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posterior de neoplasias malignas no local onde a DPM foi excisada ou em outros sitios da
mucosa oral. Os indices de recorréncia variam de 0 a 30%. Portanto, 0 acompanhamento em
longo prazo torna-se mandatorio (HEGARTY; HUNTER, 2016; MEHANNA et al., 2009).
Além disso, a eliminacédo dos fatores de risco, caso esses ainda estejam presentes, é outro ponto
fundamental para cessar o dano a novas células (HEGARTY; HUNTER, 2016).

2.3 Alterac6es Moleculares do Cancer de Boca e Campo de Cancerizagao

As células humanas sdo compostas, em geral, por uma dupla fita de DNA, composta
por 23 pares de cromossomos, localizada no interior do nucleo. As sequéncias de nucleotideos
originam RNAs mensageiros, que, por sua vez, traduzem proteinas que agem como moléculas
efetoras de varios processos celulares. Em situagdes de normalidade, vérias cascatas de eventos
excitatorios e inibitorios regulam os processos celulares que ocorrem no epitélio, como divisdo
celular, diferenciacdo e morte. Um ligante extracelular proteico liga-se a um receptor na
superficie da célula, gerando sinais que sdo enviados ao nucleo e/ou citoplasma e regulam as
funces celulares (KRISHNA et al., 2015).

O surgimento do CCE em cavidade oral é consequéncia de multiplos eventos
moleculares provenientes da predisposicdo genética associada a exposicdo ambiental aos
agentes carcinogénicos (LINGEN et al., 2011). A exposicdo aos carcinégenos pode acarretar
danos aos genes individuais bem como a maltiplas regides do DNA. O acumulo de alteracGes
genéticas e epigenéticas em uma populacdo clonal de células pode promover mudangas no
fendtipo, conferindo vantagens de sobrevivéncia como evasdo de morte celular, aumento da
proliferacdo, inducdo de angiogénese, e habilidade para promover invasdo e metéstase.
(LINGEN et al., 2011; MARKOPOULOS, 2012). Alteracbes como mutacGes pontuais,
amplificagdo, rearranjo e delegdes, além de perda de heterozigose e polimorfismos de base
Unica, podem ser encontradas como alteracfes genéticas na carcinogénese oral (RAM et al.,
2011).

Existem duas grandes classes de genes envolvidos no processo de carcinogénese:
oncogenes e supressores tumorais. Alguns oncogenes sdo derivados de alteracbes em genes
existentes em células normais, chamados proto-oncogenes, que participam da proliferagcdo

celular. A conversdo de proto-oncogenes em oncogenes envolve a ocorréncia de mutagdes que
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promovem alteracdes na fungdo génica. Dentre elas, podem-se citar fatores de crescimento e
seus receptores, fatores de transcrigdo, transdutores de sinais, inibidores de apoptose, e
reguladores do ciclo celular. VVarios oncogenes estdo envolvidos com a carcinogénese oral como
EGFR, K-RAS, C-MYC e BCL-X. Danos genéticos e epigenéticos também podem gerar
combinacdo dessas alteracdes leva a desregulacdo celular que, por fim, promove o crescimento
celular autdnomo associado aos mecanismos de invasdo. (HOLLSTEIN et al., 1991; KRISHNA
etal., 2015).

A interagdo receptor-ligante pode dar inicio a uma cascata de passos intracelulares
que regulam a fosforilacdo de proteinas, um evento fundamental para a ativacao de sua funcéo.
Mutacdes podem gerar a expressao de maior numero de receptores e/ou ativacao deste mesmo
na auséncia do ligante. A interacdo entre o receptor e seu ligante pode resultar em
homodimerizacéo (ligacdo a outra molécula semelhante) ou heterodimerizacédo (ligacdo a uma
molécula diferente) e consequente ativacdo da porcao intracelular de tirosino-quinase por
fosforilacdo, que, por sua vez, resulta na iniciacdo de varias cascatas de sinalizacdo, como
RAS/RAF/MEK/ERK e RAS/PI3K/PTEN/AKT/mTOR. (VECCHIONE et al., 2011).

Alteracdes epigenéticas sdo aquelas que promovem mudancas estaveis da expressao
génica sem alteracdo na sequéncia de DNA, mas que sdo potencialmente reversiveis (LOD et
al.,, 2014). As modificacBes epigenéticas causam remodelamento da cromatina, que pode
acarretar em ativacao ou inativagdo de um gene, funcionando como fator que pode contribuir
para o desenvolvimento de doencas (ARANTES et al., 2014). Os mecanismos envolvidos na
regulacao epigenética sdo classificados em modificacdes no DNA, modificacbes em histonas e
modificagdes em RNAs. Embora epigenética e genética sejam alteragdes distintas, pode haver
interacdo entre elas, podendo as alteracfes epigenéticas facilitar alteracdes diretas do DNA e
vice-versa (LANGEVIN et al., 2014). Das alteragdes que promovem modificagcdo do DNA, a
metilagdo é a mais comum. Nela, hd adicdo de um grupo metil em genes especificos,
culminando no silenciamento desses genes (ARANTES et al., 2014). A perda da metilacdo tem
sido associada ao risco aumentado de desenvolvimento de tumores. Na carcinogénese oral, esse
evento foi relacionado as alterages iniciais, promovendo mudanga da célula normal para pre-
maligna (SINGH et al., 2016). As alteracdes epigenéticas que promovem mudancas no RNA
ocorrem principalmente em um grupo chamado RNAs ndo codificantes, sendo os microRNA

um dos membros mais estudados do grupo (SINGH et al., 2016).



29

A teoria do campo de cancerizacdo foi inicialmente sugerida em 1953 e hoje é
amplamente aceita para carcinogénese oral. Ela pressupde que o epitélio oral como um todo é
exposto aos fatores carcinogénicos e que, portanto, toda a mucosa apresenta risco para
desenvolvimento de lesdes malignas a partir do acimulo de alteracGes em oncogenes e genes
supressores tumorais (SLAUGHTER; SOUTHWICK; SMEJKAL, 1953). Assim, sugere que,
mesmo sem alteragBes clinicamente detectaveis, tecidos proximos ao tumor estariam
molecularmente alterados. Achados mais recentes sugerem que, nas lesdes malignas de
cavidade oral, hd um campo de células geneticamente modificadas originadas a partir de uma
Unica célula-tronco que sofreu transformacao inicial. Esse campo de células pré-neoplésicas
apresentaria expansdo gradual (BRAAKHUIS et al., 2003). Com o acimulo de alteracdes
genéticas e epigenéticas, uma regido do epitélio clinicamente normal mas geneticamente
alterado, iniciaria o processo de transformacéo, apresentando proliferacdo seguida de invaséo.
As regides adjacentes ao tumor por conseguinte, apresentariam maior risco de recidivas ou
novos tumores primarios (MOHAN; JAGANNATHAN, 2014) (Figura 2). Ge et al. (2010)
levantam, ainda, a possibilidade de células do estroma também apresentarem alteracdes
genéticas ou até mesmo iniciarem sua alteracdo antes do tumor, contribuindo para

transformacéo de células epiteliais.
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Figura 2 - Desenho esquematico de células alteradas geneticamente seguidas de iniciacdo como
preconizado no conceito de campo de cancerizacao

.7
8

D Epitélio normal

D Epitélio geneticamente alterado

. Epitélio transformado

a) Epitélio sem altera¢Ges genéticas ou clinicas; b) Célula inicial geneticamente alterada (em
rosa); c) Expansdo da célula inicialmente alterada (multiplas células em rosa); d) Célula
transformada (em vermelho).

Fonte: Adaptado de Ge et al., (2010)

Estudo avaliando perda da heterozigozidade em regides clinicamente inalteradas
adjacentes a CCEs orais mostrou que havia alteracdes genéticas em cerca de um terco delas
(TABOR et al., 2001). Na mesma linha, Van Houten et al. (2002) encontraram presenca de
mutacdes em TP53 em 63% de margens de CCEs de cabeca e pescoco clinicamente sadias,
engquanto Hande et al. (2015) detectaram alta expressdo de p53 em bidpsias espelhadas de
pacientes portadores de CCEs orais, realizadas em areas inalteradas clinicamente. Ainda
avaliando agentes importantes no ciclo celular, a ciclina D1 também se encontrou hiperexpressa

em areas adjacentes ao tumor (1ZZ0 et al., 1998).

Acrescentam-se, ainda, alteracbes na quantificacdo de telomerase em areas
adjacentes ao tumor e clinicamente inalteradas (YAJIMA et al., 2004), além de encurtamento
dos telémeros (BOSCOLO-RIZZO et al., 2015). Comportamento analogo foi encontrado ao se
avaliarem citoqueratinas (MANE et al., 2012), mostrando comportamento idéntico a area
tumoral. A vascularizagdo em tecidos vizinhos ao tumor também pode estar aumentada (EL-
GAZZAR; MACLUSKEY; OGDEN, 2005). Outro estudo avaliando expressao de MGMT, p16
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e APC em margens tumorais de CCEs orais encontrou perfil semelhante entre regido tumoral e
margens livres de doenga (KATARZYNA STRZELCZYK et al., 2016). O marcador de
proliferacdo Ki-67 mostrou-se aumentado em mucosa clinicamente livre de tumor e foi
associada a recorréncia da doenca (MONTEBUGNOLI et al., 2011).

Estudo realizado por Li et al. (2015) avaliou, por meio de imunoistoquimica e
citometria de fluxo, a expressdo de p53, p21CIP1/WAF1, elF4E e Ki-67 em tecidos
clinicamente saudaveis de pacientes portadores de CCE oral em distancias diferentes do tumor.
Os grupos foram divididos da seguinte forma: P1 avaliou lesdes localizadas a 0-0,5 cm do
tumor; o grupo P2, de 0,5-1 cm; o grupo P3, de 1-1,5 cm; o grupo P4, de 1,5-2 cm. Nos grupos
P1 e P2, ainda existia tumor em regido submucosa. Nos grupos P3 e P4, houve diminuicdo
gradual de p53, Ki-67 e elF4E, a medida que se distanciava do tumor, enquanto

p21CIP1/WAF1 apresentou comportamento inverso, aumentando gradualmente.

24 MicroRNAs

Em 1993, ocorreu o primeiro relato de detecgdo de RNA de tamanho reduzido, o
lin-4, em andlise genética do nematédeo Caenorhabditis elegan (LEE; FEINBAUM,;
AMBROS, 1993). Nessa época, acreditava-se tratar de uma molécula anémala especifica dessa
larva, em sua fase de desenvolvimento. Entretanto, apds oito anos, os pesquisadores
conseguiram identificar sua presenca em humanos e outros vertebrados e, entdo, estabeleceram
a nomenclatura de microRNAs (LEE, 2001).

Os miRNAs fazem parte do sistema de regulacao pds-transcricional, tendo a fungéo
de se ligarem aos RNAs mensageiros impedindo a traducdo de proteinas (BARTEL, 2009). Por
consequéncia, influenciam processos bioldgicos importantes como proliferacdo celular,
apoptose, resposta imune e carcinogénese (IBORRA et al., 2012; KASINSKI; SLACK, 2011;
WU, etal., 2011).

A biossintese dos miRNAs (Figura 3) inicia-se no nucleo pela transcrigdo génica
auxiliada pela RNA polimerase 11, originando uma molécula precursora chamada pri-miRNA.
Em seguida, ha a clivagem do pri-miRNA pela enzima RNAse Il Drosha juntamente com a
proteina Pasha, originando o pré-miRNA. Este é, entdo, transportado para o citoplasma pela

exportina-5, onde é processado pela RNase 111 Dicer, gerando um microRNA de fita dupla com
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aproximadamente 22 nucleotideos. O préximo evento € a incorporagdo a um complexo
multimérico RISC (RNA-induced silence complex), que permanece ligado a uma das fitas
produzidas, formando o microRNA final (HA; KIM, 2014).

Figura 3 - Biossintese dos microRNAs.
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llustracdo do processo de formacdo dos microRNAS a partir da transcricdo génica, no nucleo,
formacdo de pri-microRNAs, seguido de modificacdo para Pre-microRNAs, migracdo para
citosol, separacdo em Unica fita, finalizando sua funcéo na regulacédo da translacao de proteinas
acarretada por ligacdo ao RNA mensageiro. Fonte: Dzik, (2013).

Eles tém sido amplamente envolvidos na patogénese de varias doengas, incluindo
0 cancer. A alteracdo da expressdo de microRNAs tanto aumentada como diminuida esta
relacionada a importantes fatores influenciadores na patogénese das neoplasias: quando
aumentados, contribuem para diminuigédo da codificagdo de genes supressores tumorais; quando
diminuidos, podem influenciar no aumento da codificacdo de proteinas oncogénicas
(BERINDAN-NEAGOE et al., 2014). Nos primeiros estudos envolvendo microRNA,
acreditava-se que, por se localizarem em regides fragilizadas do genoma, poderiam estar
associados ao risco de desenvolvimento de neoplasias malignas (CALIN, etal., 2004). Estudos
posteriores tém provado que existem perfis especificos de microRNAs para iniciacdo e
progressao do cancer e que eles sdo expressos diferentemente em neoplasias localizadas em
sitios distintos, podendo funcionar como biomarcadores (CALIN, GEORGE ; CROCE, 2006).

Uma das principais dificuldades em avaliar carcinomas de cabeca e pescoco é o fato

de ser um grupo heterogéneo de neoplasias com etiologia multifatorial, promovendo o
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surgimento de lesGes com caracteristicas diferentes (BABU et al., 2011). Os diversos
precursores de microRNA bem como os agentes envolvidos no seu processamento, como Dicer
e Drosha, podem influenciar na desregulacio do microRNA nessas neoplasias
(MURALIDHAR et al., 2011; ZHANG, X. et al., 2009).

Véarios miRNAs tém-se mostrado hipoexpressos ou hiperexpressos no carcinoma
de células escamosas de cabeca e pescoco. Os microRNAS hipoexpressos tém a funcao de
genes supressores tumorais, enquanto os hiperexpressos apresentam funcdo de oncogenes. Os
principais microRNAs citados na literatura como alterados para essa neoplasia sdo miR-21,
miR-31, miR31*, miR-134, miR-196a, miR-146a, miR-155 e miR-7, porém outros miRNAs ja
foram analisados (MIN et al., 2015). Esquema resumindo os principais miRNAs estudados no
CCE oral, seu grau de expressdo e fungdo estad apresentado na figura 4.

Figura 4 - Resumo dos miRNAs descritos na literatura avaliados no Carcinoma de Ceélulas
Escamosas de Cabeca e Pescoco e suas fungbes no cancer
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Sintese do comportamento de alguns microRNAs estudados em Carcinoma de Células
Escamosas de cabeca e pescoco, evidenciando seus comportamentos quanto a expressao.
Fonte: Adaptado de Min et al., (2015).

O miR- 21 ¢ um miRNA citado muito frequentemente na literatura, em estudos de
desordens malignas e potencialmente malignas intraoral e de cabeca e pescogo. Esse microRNA
regula varios genes conhecidos como supressores tumorais, como PTEN (MENG et al., 2007),
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PDC4 (Programed cell death 4) (REIS et al., 2010), trompomiosina, RECK (Reversion-
inducing cysteine-rich protein with kazal motifs) (JUNG et al., 2012) e DKK2 (Dickkopf 2)
(KAWAKITA et al., 2014). QOutras cascatas relacionadas a STAT3, AP-1 (activated protein-
1), fator nuclear I (NFI), maspin ( mammary serine protease inhibitor), Faz-L, inibidor tecidual
da metaloproteinase 3 (TIMP3), ANP32A, MMP, c-JUN, ERK, MAPK foram descritas por
(FENG; TSAO, 2016) (Figura 5).

Figura 5 - Alvos do miRNA-21 envolvidos na carcinogénese.
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Relacdo dos possiveis alvos do microRNA-21 e suas expressdes em neoplasias malignas.
Fonte: adaptado de Feng e Tsao, (2016).

Estudo de Cervigne et al. (2009) buscou identificar o perfil de miRNAs de
leucoplasias que progrediram para CCE. Apos analise, identificou 109 microRNAS expressos
diferentemente em leucoplasias que se transformaram em lesGes malignas e em CCEs. Os
microRNAs miR-21, miR-181b and miR-345 aumentaram progressivamente a medida que a
lesdo aumentava a sua severidade, sugerindo que eles funcionariam como possivel assinatura
para identificar lesbes progressivas. Outro estudo, realizado subsequentemente, encontrou
resultados semelhantes em relacéo a maior expressao desses microRNAs em CCE comparados

com displasia e tecido normal (BRITO et al., 2014).

O miR-31 encontra-se hiperexpresso em varias neoplasias malignas localizadas em
figado (BANDRES et al., 2006), carcinomas colorretais (SLABY et al., 2008), mama (YAN,
L.-X. et al., 2008) e lingua (WONG, T.-S. et al., 2008). Entretanto, em neoplasias de prostata,
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pode estar hipoexpresso e contribuir para carcinogénese por mecanismos diferentes (LIN et al.,
2013). Reforcando seu efeito pleiotropico, pode assumir, ainda, funcéo supressora tumoral em
carcinomas de es6fago com alta expressdo de p21 (NING et al., 2014) e em carcinomas de
pulméo (KIM et al., 2015).

O miR-31 e seu precursor miR-31* também vém se mostrando hiperexpressos em
leucoplasia oral e CCEs orais (CHANG et al., 2013; CHATTOPADHYAY et al., 2016). Em
CCEs de cabeca e pescoco, foi observada a acdo desse miRNA sobre o fator inibidor de hipdxia
(FIH), permitindo a acdo do fator indutor de hipdxia, que, por sua vez, promove a transcri¢éo
de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), aumentando a angiogénese tumoral (LI1U
etal., 2010). Outro estudo sugere que esse miRNA também estaria envolvido na imortalizacédo
celular desde os estagios iniciais da carcinogénese e influenciando diretamente na

transformacgdo maligna (LIU et al., 2010).

Estudo de Hung et al. (2016) avaliou desordens potencialmente malignas que
progrediram para malignidade e identificou que o miR-31 esta significantemente aumentado
nessas lesdes. Sugeriu que este microRNA pode funcionar como método para screening de
lesGes de alto risco de progressao bem como para aquelas que apresentam alto risco de recidiva.
Identificou, ainda, que o miR-21 também se encontra hiperexpresso em desordens

potencialmente malignas, mas ndo prediz risco de evolucao.

Outro trabalho avaliando desordens potencialmente malignas e cancer sugeriu que
0s microRNA miR-31, miR-31*, miR-7 e miR-204 estariam aumentados nos CCEs orais,
enguanto miR-133a e miR-206 se apresentariam reduzidos. J& em leucoplasias, todos se
encontraram hiperexpressos (CHATTOPADHYAY et al., 2016).

Tem sido sugerido que o microRNA-17 também se apresenta como importante ator
nas neoplasias malignas, promovendo crescimento e invasdo pelo aumento da proliferagéo
celular e imortalizagcdo, como descrito por YANG et al. (2013), avaliando tumores de prostata.
Um alvo importante desse microRNA € p21, inibidor da atividade dos complexos ciclina-CDK2
E CDKA4, essencial para regulacdo do ciclo celular. Assim, as células passam da fase G1 para
fase S do ciclo celular de maneira indiscriminada, promovendo a proliferagdo celular (WONG,
etal., 2010). Adicionalmente, a familia E2F, que também atua no ciclo celular, pode ser inibida
por esse microRNA. O supressor tumoral PTEN € outro alvo desse miR-17, também regulando

a via PI3K/AKT, promovendo a imortalizacédo celular (YANG et al., 2013). Em carcinomas de
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lingua e cabeca e pescogo, foi observada uma hiperexpressdo de miR-17 (HUI et al., 2010; YU;
LI, 2016).

Por outro lado, em carcinomas de esdfago, 0 miR-17 pode funcionar como agente
inibidor de migracdo e invasdo através do silenciamento da cascata do TGF-p (JING et al.,
2016).

Outro trabalho sugerindo assinatura de leucoplasias que progridem para
malignidade encontrou quatro microRNAs diferentemente expressos: miRNAs-208b-3p
(hiperexpresso), 204-5p, 129-2-3p e 3065-5p (hipoexpressos). Esse estudo, diferentemente dos
anteriormente citados, avaliou leucoplasias sem displasias ou com baixos graus de displasia,
propondo que a alteracdo nesses microRNAs seria um fator relevante na avaliacdo de lesdes
com risco de progressdao para CCE que ndo apresentam atipia histolégica proeminente
(PHILIPONE et al., 2016).

MicroRNA 10a esta hipoexpresso em carcinomas de esdéfago (INOUE et al., 2010),
gastrico (JIA et al., 2014), carcinomas renais metastaticos (HEINZELMANN et al., 2011) e em
leucemias mieloides crénicas (AGIRRE et al., 2008). Entretanto, em outras neoplasias como
carcinoma hepatocelular (VARNHOLT et al., 2007) e leucemia mieloide aguda, o miR-10a
encontra-se hiperexpresso (GARZON et al., 2008). O efeito regulatério desse microRNA em
carcinomas tem sido relacionado ao aumento de proliferagdo, migracéo e invasdo (CHEN, et
al., 2012). O trabalho de Hui et al. (2010) avaliou expressao de microRNAs em carcinomas de
cabeca e pescoco, tendo encontrado, dentre outros resultados, uma hipoexpressdo de miR-10a.
Foi sugerido, em céancer gastrico, que a diminuicdo de miR-10a pode ser justificada pela

metilagdo do DNA nas areas de transcri¢do desse microRNA (JIA et al., 2014).

O miR-29c apresenta possivel relacdo com a sensibilidade a apoptose, por meio da
regulacdo do receptor de morte Fas. Ele se encontra hipoexpresso em carcinomas de pulmao
(MATSUSHIMA,; ISHIYAMA, 2016), nasofaringe (SENGUPTA et al., 2008), bexiga (FAN
et al., 2014) e figado (BAE et al., 2014), estando hiperexpresso em cancer de laringe (GUAN
et al., 2015). Em estudo realizado por Liu, et al. (2016), observou-se relacdo desse microRNA
com diminuicdo da proliferagdo e inducdo da apoptose. Também tem sido relacionado com
inibicdo da angiogénese (HU et al., 2015). Todavia, estudo envolvendo cancer gastrico mostra
que esse microRNA pode estar envolvido com a iniciacdo de células malignas (HAN et al.,
2014). A hiperexpressdo de miR-29c foi relatada em CCEs de lingua agressivos, cujos

portadores das lesGes tinham menos de 30 anos. Além deste, let-7¢, miR-130a, miR-361, miR-
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99a e let-7d também apresentaram niveis mais elevados nesse perfil de lesbes (HILLY et al.,
2016). Outro estudo avaliando CCEs de cabeca e pesco¢co mostrou que esse microRNA
encontra-se diferentemente expresso em carcinomas metastaticos e nao metastaticos
(SERRANO, NICHOLAS et al., 2012).

2.5 STAT3

Os Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcricdo, do inglés Signal transducer
and activator of transcription (STAT), sdo uma familia de fatores de transcricdo residentes no
citoplasma de forma latente. Foram inicialmente descobertos em 1994, por sua relagédo com a
fase aguda da inflamacdo (AKIRA et al., 1994). Os membros integrantes dessa familia de
fatores sdo STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b e STAT6 (FURQAN et al.,
2013). Os STATSs atuam tanto de forma fisiolégica na resposta imune, desenvolvimento
embrionario e organogénese quanto na proliferagdo celular, transformacdo, metéstase e
angiogénese (GELETU et al., 2013; LEVY, 1999). Os genes responsaveis por codificar essa
familia de moléculas estdo localizados em trés regides cromossémicas distintas, sendo o do
STATS3 localizado no cromossomo 12. O STAT3 é uma proteina que pesa 92 quilodaltons,
composta por 770 aminoacidos, estruturalmente composta por: um dominio N-terminal
composto por “coiled-coil” (duplas hélices paralelas); um dominio de ligacdo ao DNA; um
dominio de ligacdo; um dominio SH2; um dominio de ativagdo da tirosina; e um dominio de
transativacdo, cada um com funcdes especificas. A funcéo de cada sitio esta descrita no quadro

abaixo (Figura 6):
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Figura 6 - Funcdes dos sitios de STAT3

Dominio Funcéo

Dominio amino-terminal Formacdo de homodimeros entre STATS

néo fosforilados em repouso

“Ciled-coil” Interacdo com outras proteinas e fatores de

transcricao

Ligacdo ao DNA Ligacdo do STAT ao sitio especifico do
gene a ser transcrito no DNA

Dominio de Ligacédo Manutencdo da conformacao adequada
entre dominio de dimerizacao e dominio

de ligacdo ao DNA.

SH2 Envolvimento na formacao do dimero de
STAT ativado
Dominio de ativacdo da tirosina Fosforilacdo desse dominio - fundamental

para ativagdo de STAT

Dominio de Transativacdo Ativacdo transcricional dos genes-alvo por

meio da interacdo com reguladores.

Sintese dos sitios que compdem a molécula de STAT3 e suas fun¢des. Fonte: Wen; Darnell,
(1997)

O STAT3 é uma molécula capaz de transmitir sinais da superficie para o nicleo da
célula. Para isso, ele necessita ser ativado através de fosforilacdo. Alguns receptores associados
a tirosina-quinases localizados na membrana plasmatica, como fator de receptor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR), receptor fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e fator estimulador de colonias
-1 podem mediar o processo de fosforilacdo de STAT3. Outra possibilidade é a ativacdo dessa
molécula por tirosina-quinases ndo associadas a receptores, como Src ou abl, ou por receptores
de citocinas como IL-6R ou IFN-a (Interferon alfa). Este, por sua vez, associado a JAK (janus-
quinases ativadas) pode catalisar a rea¢do. Diversas quinases nao associadas a tirosina também
ja foram descritas como ativadores de STAT3 como MAPK e mTOR (KAMRAN; PATIL;
GUDE, 2013; MATIKAINEN et al., 1999).

Concluindo a ativacdo, ha uma acetilacdo da molécula de lisina por uma histiona-
acetiltransferase. Esse processo provavelmente esta envolvido na transcricdo e promocéao da
estabilizacdo dos homodimeros (YUAN et al., 2005).



39

Apos fosforilagdo, haverd a ligacdo entre duas moléculas de STAT3, chamada de
homodimerizagdo ou entre uma molécula de STAT3 a outra de STAT1, ocorrendo a
heterodimerizacdo (CARPENTER; LO, 2014). Em sequéncia, havera a migracao para o nucleo,
onde se liga ao DNA, promovendo a transcricdo génica (TAKEDA; AKIRA, 2000).

A cascata de ativacdo de STAT3 pode ser inibida pelo inibidor de sinal de citocina
3 (SOC3) ou por inibidores de STAT ativado (PIAS)(ABBAS et al., 2015).

Embora a maioria dos estudos avaliem a acdo de STAT3 fosforilado, ha evidéncias
de que essa proteina é capaz de adentrar o ndcleo e promover ativacdo génica mesmo na forma

ndo fosforilada e sem dimerizagéo (YANG, J. et al., 2005).

Em células normais, a ativacdo de STAT3 é controlada, sendo um processo que
demora minutos ou algumas horas (MACHA et al., 2011). No entanto, em células tumorais,
tém-se observado maior expressdo de STAT ativado, sugerindo que essa molécula possa
interferir diretamente nos processos neoplasicos malignos (JI et al., 2016). Tem sido encontrada
hiperativacdo de STAT3 em linfomas, leucemias, mielomas mdltiplos (BOWMAN et al.,
2000), carcinomas de mama (GARCIA et al., 2001), prostata (LOU et al., 2000) e cabeca e
pescoco (KIJIMA et al., 2002). Nas neoplasias malignas, STAT3 foi relacionado a transcricéo
de genes que acarretam angiogénese, por promoverem o aumento da transcricao de VEGF, além
de apoptose e desregulacdo do ciclo celular por alterarem a expressao de Bcl-2, Bel-XL, Mcl-

1, survivina, Ciclina D, entre outros agentes pro-carcinogénicos (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema de ativagdo de STATS3, genes regulados por ele e funcdes destes na
carcinogénese.
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Esquema detalhando a ativacdo de STAT3, que ocorre apOs a ativacdo de um receptor
localizado na membrana plasmatica. Em seguida, STAT3 adentra o ndcleo e promove a
transcrigdo de varias proteinas que influenciardo a transformacéo celular, proliferacdo, invasao
e angiogénese. Fonte: Adaptado de Kamran, Patil e Gude, (2013)

Nagpal, Mishra e Das (2002) examinaram carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescoco e DPMs que tiveram como fator etiol6gico o fumo mascado, encontrando
marcacéo intensa de STAT3 em 58,9% dos casos. Somente em um caso de DPM foi encontrado
grau intermediario de acimulo de STAT3. Relacionando o estagio do tumor, identificaram alta
densidade de marcacdo em estagios T1 e T2, moderado em T3 e T4 e auséncia de marcagdo em
tecido normal, evidenciando a participacdo de STAT3 em estagios precoces do

desenvolvimento tumoral.

Em estudo avaliando CCEs de cabeca e pescoco, Kijima et al. (2002) observaram
que h& uma ativacao constitutiva de STAT3 nesses tumores, acarretando crescimento celular
promovido por aumento na transcri¢do de Bcl-x e Ciclina D1, proteinas importantes na apoptose
e progressdo do ciclo celular. Corroborando com esse achado, Scheper, Nikitakis e Sauk (2007)

observaram que, ao inibir STAT3, havia decréscimo no crescimento celular e apoptose, e que
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a diminuicdo de survivina estava relacionada com esse processo, sugerindo que a survivina

promove aumento de STAT3 e consequente progressdo tumoral.

Objetivando avaliar a desregulacdo de STAT3 em CCE de cabeca e pescoco,
Sriuranpong et al. (2003) examinaram a relagédo entre receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) em linhagens celulares. Encontraram ativacdo de STAT3 na maioria das
linhagens, porém somente trés linhagens, das dez estudadas, foram positivas para EGFR.
Mesmo nos CCEs positivos para EGFR, a ativacdo de STAT3 nédo dependia desse receptor. O
bloqueio do receptor gp130 acarretou reducdo dos niveis de STAT3, sugerindo que a ativacdo
de STAT3 no CCE de cabeca e pescoco € dependente de IL-6.

Shah, et al. (2006) estudaram o perfil imunoistoquimico de STAT3 em CCEs orais
e correlacionaram-no com variaveis clinico-patoldgicas. Marcacdo positiva, seja nuclear ou
citoplasmatica, foi encontrada em 62% dos casos, havendo marcacao somente nuclear em 44%.
O percentual de marcagdo em tumores avancados foi maior do que naqueles em estagios
iniciais. Entretanto, em lesdes avanc¢adas, a intensidade de marcacéo diminuiu. Além do estagio
da doenca, houve correlacdo de STAT3 com a presenca de linfonodos comprometidos e o
tamanho do tumor. Avaliando analise de sobrevida, concluiram que a marcagdo de STAT3 seria
fator prognostico independente de sobrevida sem recorréncia e tempo de sobrevida em
pacientes apresentando doenca em estagio inicial. Em estudo posterior, evidenciaram que
STAT3 pode funcionar como preditor de progressao de hiperplasias para displasias orais
(SHAH, et al., 2007).

Estudo avaliando a imunomarcacdo de STAT3 fosforilado (pSTAT3) em
leucoplasias com e sem displasia e carcinoma de células escamosas orais demonstrou maior
perfil de marcacgdo nuclear de pSTAT3 nessas lesdes do que em tecido normal, sugerindo que
este seria um marcador de pior prognostico em CCEs orais. Observou, ainda, associacdo entre
pSTAT3 nuclear e consumo de tabaco (MACHA et al.,, 2011). Corroborando com a
hiperativacdo de STAT3 em CCEs orais, Klosek et al. (2004) encontraram imunomarcagéo pra
pSTAT3 em 62 de 84 amostras estudadas.

Em busca de desvendar 0os mecanismos que promovem o crescimento celular em
CCEs de cabeca e pescogo, Squarize et al. (2006) encontraram correlacdo positiva entre
acumulo nuclear de pSTAT3, NFkappaB e IL-6, havendo diminui¢do de STAT3 e IL-6 durante
bloqueio de NFkappaB.
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Como varios estudos demonstraram a a¢éo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-
6, em CCEs orais, Kurago et al. (2008) levantaram a hipdtese de que lipopolissacarideos (LPS)
produzidos por bactérias que colonizam os CCEs orais, juntamente com 0s mondcitos, estariam
envolvidas no processo de manutencdo de mediadores pro-inflamatérios que contribuem para
a progressdo tumoral. Identificaram que LPS tem a capacidade independente de promover o
estimulo a liberac@o de quimiocinas que recrutam monacitos, assim como secre¢do de IL-6 e
VEGF. Adicionalmente, o nivel de STATS3, que nas células tumorais era baixo, foi aumentado
a medida que IL-6 foi estimulada. Concluiram, assim, que mondcitos e colonizacdo bacteriana

podem contribuir para a progressao desses tumores.

A quimiorresisténcia também esta associada ao aumento da expressao de STAT3.
Zhou et al. (2014), apés avaliacdo de 43 CCEs orais, classificados entre cisplatinas resistentes
e sensiveis, encontraram aumento da expressdo de STAT3 e miR-21 em amostras resistentes a
cisplatina. Relacionam a hiperexpressdo de miR-21 e a diminuic¢éo da expressdo de seus alvos,
como PTEN, TIMP3 (Metalloproteinase inhibitor 3) e PDCD4 a regulacao positiva de STAT3.

Outras vias ativadas mediadas por STAT3 também foram estudadas, como a
quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2). Gkouveris et al. (2014) identificaram
um reducdo dose-dependente no crescimento e viabilidade de células escamosas malignas
quando inibiram ERK 1/2 e este, por sua vez, apresenta correlacdo negativa com STAT3
fosforilado na porgéo Ser727.

A relacdo de STAT3 com metastases e progndsticos de CCEs localizados em lingua
foi examinada por Zhao et al. (2012), sendo identificada correlacdo significante entre
metastases, recorréncia e sobrevida e a marcacdo por STAT3. Por outro lado, ao se inibir

STATS3, as células diminuiam sua mobilidade e atividade invasiva.

Darvin et al. (2015), avaliando o comportamento de linhagem YD-38, originada a
partir de CCE de gengiva, identificaram que o antioxidante acido tanico é capaz de promover a
permanéncia das células cancerigenas no estagio G1 do ciclo celular e o envio dessas para

apoptose. Tal efeito se da pela inibi¢do da cascata Jak2/STATS3.

O exato mecanismo que promove a hiperativacdo de STAT3 em neoplasias
malignas ainda ndo foi completamente elucidado, mas acredita-se que as moléculas
sinalizadoras para ativacdo de STAT3 estariam aumentadas ou que STAT3 estaria

constitutivamente aumentado em neoplasias malignas (KIJIMA et al., 2002). Estudos mostram
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que ha uma provavel associagdo entre a expressdo aumentada de IL-6, ativando a via STATS,
que contribui para a progressédo tumoral e a diminuicdo da efetividade da quimioterapia em
carcinomas de células escamosas de cabeca e pesco¢o (JOHNSTON et al., 2015). Por outro
lado, a inibicéo do receptor de IL-6 atraves da utilizacdo do anticorpo tocilizumab foi associada
a diminuicdo da expressdo de STAT3 fosforilado (SHINRIKI et al., 2009). Fatores como
radiacdo solar, radiacdo ultravioleta, estresse, fumo ou infec¢des também podem influenciar a
ativagdo de STAT3 (KAMRAN; PATIL; GUDE, 2013).

2.6 Interleucina-6

A inflamacdo desempenha papel importante no desenvolvimento de varios
canceres. Uma das hipoteses € que as células inflamatorias secretam mediadores que estimulam
a proliferacdo celular e manutencdo do microambiente favoravel ao desenvolvimento de
neoplasias. Uma citocina frequentemente presente em neoplasias malignas e que pode estar
envolvida nesse processo é a IL-6 (KUMARI et al., 2016).

A IL-6 é uma citocina multifuncional produzida e secretada por varios tipos
celulares, que pertence a uma familia de mediadores que apresentam um receptor de sinais
chamado gp130. Ela se liga a um receptor de citocina tipo 1 especifico chamado de IL-6R, que
é formado por sitio de ligacdo gp80, também chamado de receptor alfa (ou CD126) e uma regido
gp130 (ou CD130), responsavel pela transducdo do sinal (CULIG, 2013; GUO et al., 2012).
Quando ocorre a ligacdo de IL-6 com IL-6R, inicia-se a dimerizacdo das cadeias gp130,
resultando na ativacdo de JAK. Este, quando ativado, tem a capacidade de mediar outras vias,
como STATs, Ras-MAPK, PI3K-Akt, entre outras, dai a sua caracteristica pleiotrépica
(HEINRICH et al., 2003; SHINRIKI et al., 2011) (Figura 8). Alternativamente, em células onde
ndo ha IL-6R na membrana, outro tipo de receptor soltvel, chamado de IL-6sR, esta presente
nos fluidos corporais e, ao ligar-se a IL-6, promove a ativacdo de gpl30 diretamente na
membrana plasmatica, sendo esse processo nomeado trans-sinalizacdo (CULIG, 2013). As
principais células produtoras de IL-6 s&o macrofagos, mastocitos, células dendriticas, linfocitos
B e T. Outras células ndo hematopoiéticas como fibroblastos, células endoteliais e células
epiteliais também podem secretar essa citocina (NAGASAKI et al., 2014).
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Figura 8 - Interacdo IL-6 - IL-6R e implica¢Oes na carcinogénese
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Ligacdo IL-6-1L-6R promovendo ativacéo de vias JAK/STAT, MAPK e Akt, que acarretam
crescimento celular, supressao de apoptose e angiogénese. Fonte: Culig (2013).

Fungbes importantes mediadas por essa citocina podem estar envolvidas no
desenvolvimento de neoplasias como migracao, invasdo, crescimento, proliferacdo, apoptose,
angiogénese e diferenciacdo. Inicialmente, sua atuacdo era relacionada somente a resposta
imune e inflamatéria (KISHIMOTO, 2005), porém outras funcbes fundamentais na regulacéo
de respostas fisiologicas, como manutencdo de hepatdcitos, de células hematopoiéticas, do
esqueleto, sistema cardiovascular, placenta, sistema nervoso e enddcrino, foram sendo
desvendadas (KUMARI et al., 2016).

Estimulos como radiacdo ionizante, ultravioleta, espécies reativas derivadas de
oxigénio, virus, produtos bacterianos e outras citocinas podem desencadear o aumento de IL-6.

Todos esses apresentam consequéncias semelhantes aos tecidos: danos ou estresse (KUMARI
et al., 2016).

Os niveis sericos de IL-6 apresentam-se em 1pg/ml em situacdes de normalidade.
Entretanto, em vdrias situagdes como ciclo menstrual (ANGSTWURM; GARTNER;
ZIEGLER-HEITBROCK, 1997), atividade fisica (REIHMANE; DELA, 2014) e gestacdo
(KESKI-NISULA et al., 2004) pode-se observar aumento desses niveis.
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Estudos mostram o aumento de sua expressdo sérica em neoplasias, podendo ser
produzidas tanto por células tumorais quanto do estroma de diversas neoplasias malignas como
carcinoma de ovario (FERRARESI et al., 2016), eséfago (DONG et al., 2016) e pancreas
(MACE et al., 2016). O nivel aumentado dessa citocina tem sido relatado aos piores
prognosticos e recorréncia (DUFFY et al., 2008). Outro fato a ser observado é que a irradiacdo
e 0 uso de alguns quimioterapicos acarretam aumento de IL-6 em células tumorais e estromais,
levando a resisténcia terapéutica (FURQAN et al., 2013; SIVEEN et al., 2014; WU, C.-T. et
al., 2013).

Avaliando os niveis séricos em CCEs, Jablonska, Piotrowski e Grabowska (1997)
encontraram niveis séricos aumentados de IL-6 em CCEs orais comparados com controle e
incremento gradual desses niveis com a evolugédo do estagio clinico da doenca. Em outro estudo
longitudinal com amostra de 444 pacientes ndo tratados, foram encontrados niveis séricos
médios de 13pg/m, com niveis méaximos de 453 pg/ml. Correlacionaram os niveis de IL-6 com
sobrevida e concluiram que este pode ser utilizado como fator prognoéstico independente, sendo
gue niveis mais elevados dessa citocina sdo relacionados com menor sobrevida e altas taxas de
recorréncia (DUFFY et al., 2008).

Estudo de coorte avaliando niveis séricos de IL-6 pré-tratamento demonstrou que
estes encontravam-se mais altos em pacientes portadores de CCEs orais do que em pacientes
saudaveis ou portadores de DPM. Os niveis de IL-6 foram maiores em tumores de maiores
proporcdes, maior estadiamento, com invasdo dssea e maiores profundidades de invasdo. Altos
niveis de IL-6 também foram associados a menor sobrevida independente do tipo de tratamento
utilizado. Anélise de regressao logistica multivariada indicou que os niveis séricos de IL-6
podem ser utilizados como predictor independente de prognéstico de sobrevida e sobrevida
livre de doenca (CHANG, et al., 2013). Outro trabalho avaliando niveis séricos de IL-6 pré-
tratamento identificou correlacdo entre essa citocina e os niveis de proteina C reativa e relacdo
neutrofilo-linfocito (divisdo do numero absoluto de neutréfilos pelo ndmero absoluto de
linfocitos). Os trés fatores avaliados foram passiveis de utilizagdo como marcadores
prognosticos para resposta a quimioterapia com 5-Fluorouracil e sobrevida (NAKASHIMA et
al., 2016).

A saliva € outro fluido corporal na qual se podem avaliar os niveis de IL-6. Rhodus
et al. (2005) quantificaram citocinas pro-angiogénicas, dentre elas, a IL-6, em saliva de
pacientes portadores de DPMs orais e identificaram que ha um aumento de IL-6 nessas lesdes,
mostrando sua participagdo desde os estagios iniciais da carcinogénese. Brailo et al. (2006)
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confirmaram a existéncia de niveis aumentados de IL-6 em saliva de pacientes com leucoplasias
orais acrescentando a informacao de que ndo h& correlacdo entre niveis salivares de IL-6 e
tamanho e localizacdo de leucoplasias. Avaliando o perfil de IL-6 salivar em pacientes
portadores de CCEs orais nos periodos pré, trans e pos-tratamento Sato et al. (2010) observaram
aumento dos niveis de IL-6 durante o tratamento e decréscimo ndo estatisticamente significante
apos finalizacdo. Em sequéncia, publicaram novo trabalho correlacionando niveis salivares de
IL-6 pos-tratamento com as recorréncias locorregionais, identificando que pacientes com
recidivas precoces apresentam niveis mais altos de IL-6. Entretanto, ndo encontraram relacéo
entre niveis pré-operatdrios e recorréncia. Também foram encontrados niveis pds-operatorios
mais altos nos pacientes cuja recorréncia ocorreu tardiamente. Concluiram, entdo, que a analise
sequencial de IL-6, em periodos pds-operatorios, pode ser utilizada como marcador para

diagnostico de recorréncias precoces e tardias (SATO et al., 2015).

Tendo em vista que a IL-6 é uma citocina pré-inflamatoria e, como tal, pode estar
aumentada em processos inflamatorios cronicos, Sharma et al. (2011) examinaram os niveis
salivares de IL-6 em pacientes portadores de leucoplasia com displasias orais associadas ou ndo
a doenca periodontal. Demonstraram niveis aumentados de IL-6 em pacientes com leucoplasia
associada a doenca periodontal e niveis progressivos de IL-6 foram encontrados com 0 aumento
da severidade das displasias. Outro fator elevador dos niveis de IL-6 salivar foi o uso do fumo.
O estudo sugere que outros fatores inflamatdrios orais podem estar relacionados ao aumento
dos niveis de IL-6 na saliva e que hd uma possibilidade de contribuicdo destes para a progressao

tumoral.

A utilizacdo dos niveis de IL-6 salivar como marcador para deteccdo de lesbes
malignas e desordens potencialmente malignas em cavidade oral foi alvo do estudo de Panneer
Selvam e Sadaksharam (2015). Trés grupos de 25 pacientes com leucoplasias, CCEs orais, €
ndo portadores de lesdo foram selecionados. Apos analise pelo método ELISA, foi encontrada
diferenga estatisticamente significante entre os trés grupos, confirmando a possibilidade de

utilizacdo de IL-6 salivar como marcador para diagnostico.

Comparando os niveis séricos e salivares de IL-6, IL-1p e TNF-0, em pacientes
com CCEs orais e leucoplasias, Brailo et al. (2012) obtiveram concentragdes mais altas de IL-
6 e IL-1P na saliva de individuos com CCEs do que em leucoplasias e no controle. Entretanto,
ndo identificaram diferencas nos niveis séricos. Sugerem, entéo, que os niveis salivares de IL-
6 podem ser usados como marcadores de evolugdo maligna em desordens potencialmente

malignas orais. Resultado parcialmente concordante foi descrito por St John et al. (2004),
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quando avaliou MRNAS e niveis proteicos de IL-6 em CCEs orais e de orofaringe, encontrando

niveis aumentados dessa citocina em saliva e sangue.

Buscando identificar funcionamento da IL-6 em tecidos tumorais, Woods et al.
(1998) constataram relacdo entre os niveis de IL-6 e IL-1 secretados por carcinomas de células
escamosas orais, mostrando que IL-1 promove aumento da secre¢do de IL-6. Concluiram,

ainda, que células que apresentam DNA de HPV ativo ndo alteram a expressdo de IL-6.

Nakano et al. (1999) avaliaram expresséo tumoral de IL-6 e TNF-a em CCEs orais,
e observaram que havia uma concentracdo dessa interleucina em macréfagos do estroma
tumoral e em células tumorais, principalmente na regido de fronte, sugerindo a producdo de IL-
6 pelas células tumorais. Em tumores mais extensos, 0s niveis de IL-6 apresentaram-se maiores.
Também apontaram decréscimo nos niveis dessa citocina em pacientes que passaram por
tratamentos efetivos com radiacdo ionizante ou quimioterapicos. Kayamori et al. (2010)
confirmam que a IL-6 é produzida ndo somente por células tumorais, mas também pelas células

estromais como fibroblastos e osteoclastos localizados na interface tumoral.

No trabalho de Wang, et al. (2002), niveis aumentados em tecidos tumorais tanto
de IL-6R (quantificados através de imunoistoquimica) quanto de niveis aumentados mMRNAS
de IL-6 (avaliados através de hibridizacdo in situ), foram identificados em CCEs orais. A
hiperexpressao de IL-6R foi associada aos tumores maiores e graus histologicos mais severos,
enquanto maiores expressdes de mRNA de IL-6 relacionaram-se com tumores que promoveram
metastases linfonodais a distancia e ao desenvolvimento de segundos tumores primarios
(WANG et al., 2002).

Estudos de Shinriki et al. (2009) avaliaram o bloqueio de receptores de IL-6 em
carcinomas orais e observaram que ocorria uma diminui¢do de angiogénese tumoral, podendo
funcionar como alvo terapéutico. Em estudos subsequentes, demonstraram que alta expresséo
de IL-6, identificada através de imunoistoquimica, estava associada a metastases linfonodais
pela inducdo da transcri¢do do fator linfogiogénico VEGF-C, avaliado pelo método de PCR.
Sugeriram, para tanto, que IL-6 agiria ativando a cascata PI3K-Akt, que aumentaria os niveis
de mRNA de VEGF-C (SHINRIKI et al., 2011).

Outro estudo avaliou a acao de tristetrapolina (TTP), uma molécula capaz de regular
a acdo de algumas citocinas, em CCEs de cabega e pescoco. Para tanto, realizou tissue
microarray, avaliando, atraves de imunoistoguimica, fragmentos de tecido tumoral e normal de

pacientes pré-tratamento. Encontrou correlacdo inversa ente imunomarcacdo de IL-6 e



48

tristetrapolina, sendo que os pacientes com tumores mostrando alta marcagéo para IL-6 e baixa
pra TTP apresentaram menor sobrevida. Ressalta, ainda, que alta marcacdo de IL-6 esta
envolvida na progressdo desses tumores, estando relacionada com pior progndstico e
recorréncia tumoral (VAN TUBERGEN et al., 2011).

Jinno et al. (2015) analisaram a relacdo entre expressao tumoral de IL-6 em CCEs
orais e progressao tumoral, quimiorresisténcia e progndstico. No grupo em que se obtiveram
altos niveis de marcacéo de IL-6, foi identificada maior prevaléncia de metastases linfonodais
e a distancia. Esses tumores manifestaram pior resposta a quimiorradioterapia pré-operatoria e
prognostico desfavoravel. Nos tumores que exibiam alto percentual de marcacdo para IL-6,
foram detectados altos niveis de IL-6R e STAT3. Sugerem, assim, que IL-6 pode estar
envolvida na resisténcia das células neoplasicas ao tratamento e que pode ser indicativo de
resposta diminuida & quimiorradiagdo e prognostico desfavoravel. Estudo realizado
previamente por outro grupo de pesquisadores detalhou o mecanismo de aumento de
radiossensibilidade e sensibilidade ao 5-fluorouracil, utilizado como quimioterapico,
mostrando relacdo direta entre resisténcia aos agentes terapéuticos e a producao de fatores de
crescimento e pro-angiogénicos e IL-1, IL-6, IL-8, VEGF e MMP-9. Evidenciou, ainda, que

.....

aumento da sensibilidade das células neoplasicas a quimiorradiacdo (TAMATANI et al., 2004).

A acdo da IL-6 como agente atuante na transi¢do epitélio-mesénquima foi avaliada
por Yadav et al. (2011). Nesse processo, ha uma diminuicdo da adesdo intercelular e da
polaridade, resultando na capacidade de migracdo e invasdo. O microambiente tumoral
provavelmente exerce funcdo importante na aquisicdo do fendtipo migratério. Ao realizar
tratamento de culturas celulares com IL-6, houve aumento do marcador mesenquimal vimentina
associado a diminuicdo de e-caderina, responsavel pela adesdo celular, através da via
JAK/STAT. Por sua vez, quando ha supressdo de STAT3, esse processo mediado por IL-6
cessa. Estudo posterior realizado por Wu, et al. (2016) confirmou a acdo de IL-6 na transigédo
epitélio-mesénquima e que esta estd envolvida diretamente na ativagdo das vias
PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK e JAK/STAT3 (WU, et al., 2016).

Gasche et al. (2011) estudaram o papel da inflamagdo mediada por IL-6 na
metilacdo do DNA em CCEs orais. Apos inducdo de IL-6, houve aumento na metilacdo em
genes supressores tumorais, resultando em silenciamento e hipometilacdo global em LINE-1

(long interspersed nucleotide element-1).
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Considerando que multiplas vias estdo envolvidas no desenvolvimento de
neoplasias potencialmente malignas e malignas de cavidade oral bem como o fato de néo estar
claro o comportamento, do ponto de vista molecular, dos tecidos adjacentes as lesdes displasias
e cancer, fazem-se necessarios estudos que busquem auxiliar na identificacdo destas

desregulacdes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar a associacgdo entre os microRNAs miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31
e expressao de IL-6 e STAT3, em desordens orais potencialmente malignas, no carcinoma de

células escamosas e campo de cancerizacdo destes.

3.2 Objetivos especificos:

e quantificar a expressdo de miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31 em carcinoma de
células escamosas, displasias orais e regido perilesional;

e correlacionar a expressdao dos microRNA miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31 com
variaveis clinicas e histopatoldgicas em carcinoma de células escamosas, displasias
orais e regido perilesional;

e quantificar o percentual e a intensidade de marcagdo de STAT3 e IL-6 e correlaciona-
los as variaveis clinicas e histopatoldgicas em carcinoma de células escamosas e
desordens potencialmente malignas orais;

e analisar a relacdo entre expressdo de STAT3 e IL-6 em carcinomas de células escamosas
e displasias orais;

e investigar a correlagdo entre miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31, STAT3 e IL-6 em
carcinoma de células escamosas e displasias orais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados de acordo com a Declaracéo
de Helsinque e do Cadigo de Nuremberg, obedecidas as Normas de Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (Res. CNS 466/12) do Conselho Nacional de Salde, respeitando as normas éticas e

os direitos dos pacientes.

Antes de iniciar a coleta, os pacientes foram esclarecidos sobre a pesquisa e,
aqueles gue concordaram em participar, assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndices A e B). Para os blocos arquivados no Laboratério de Patologia Bucal
da Universidade Federal do Ceard, foi procedida assinatura de termo de fiel depositario pelo
responsavel pelo servico (Apéndice C).

Este projeto foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa Humana
da Universidade Federal do Ceara e aprovado sob protocolo 20778614.8.0000.5054.

4.2 Célculo Amostral

Baseado no percentual do niumero de casos de CCE que apresentaram baixa expressao
de microRNA da familia miRNA-29c¢ (75%) versus o0 nimero de casos com alta expresséo desse
microRNA (25%) (COUTINHO-CAMILLO et al., 2015), em relacdo & mucosa normal,
estimou-se serem necessarios 23 casos de carcinomas de células escamosas e 23 casos de
mucosa normal para obter uma amostra representativa com 90% de poder e 95% de confianga
a hipotese nula do trabalho (método Fleiss com correcdo de continuidade). Tendo em vista que
0 presente estudo também objetivou avaliar desordens potencialmente malignas,
acrescentaram-se 23 casos de displasias orais. Devido a escassez de trabalhos e de resultados
extremamente conflitantes sobre a expressao de microRNAs no cancer de boca, os autores

optaram por utilizar uma proporcao de 2:1, sendo avaliados 46 casos de CCE.
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4.3. Critérios de inclusao

Foram selecionados pacientes que apresentaram lesdes de Displasia Epitelial
(leucoplasia, eritroplasia ou queilite actinica) e Carcinoma de Células Escamosas Orais que
procuraram as clinicas de Estomatologia e Cirurgia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Ceara, com lesdes apresentando mais de 1cm.

Para os controles, foram selecionados pacientes portadores de terceiros molares
inferiores inclusos, sem historia de fumo ou consumo de alcool e que passariam por exodontia
desses elementos.

Os blocos histopatoldgicos confeccionados a partir das biopsias desses pacientes

também foram utilizados para anélise em hematoxilina e eosina e rea¢do de imunoistoquimica.

4.4 Critérios de exclusao

Foram excluidos da pesquisa:

e pacientes que apresentaram lesGes muito pequenas, cuja remocdo de fragmento
para analise molecular prejudicasse o exame histopatoldgico;

e pacientes que foram submetidos a tratamento prévio de radioterapia ou
quimioterapia de cabeca e pescoco;

¢ Dblocos parafinados contendo fragmento tecidual ndo representativo da lesdo ou
com baixa qualidade de conservacéo;

e pacientes com histéria de pericoronarite, para aqueles selecionados como

amostra de mucosa normal.

4.5 Critérios de retirada

Foram retirados da amostra;

e pacientes com diagnéstico clinico de leucoplasia apresentando auséncia de displasia apds
analise histoldgica.
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e lesbes diagnosticadas clinicamente como leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica ou
carcinoma de células escamosas e que apresentaram conclusdo histopatolégica diferente
destas.

e fragmentos teciduais emblocados em parafina que ndo foram adequadamente fixados e que
apresentaram coloracdo imunoistoquimica deficiente.

e blocos parafinados que ndo apresentavam remanescentes representativos da lesao.

4.6 Coleta das amostras

Foram coletados dois fragmentos de mucosa da regido correspondente a lesdo,
sendo um fixado em formol neutro a 10% para analise histopatoldgica e outro conservado em
RNA later® e armazenado em freezer -80° C. Do mesmo individuo, foi coletado, ainda, um
fragmento de mucosa integra, distando 1 (um) centimetro da &rea lesional (carcinoma de células
escamosas ou lesdo potencialmente maligna), em local clinicamente saudavel, o qual foi

conservado em RNA later® e congelamento a -80° C.

Para o grupo controle foi coletada uma amostra proveniente da mucosa gengival de
recobrimento de terceiros molares inferiores inclusos, sem histria de pericoronarite,
previamente ao procedimento de exodontia de terceiros molares. A amostra de tecido normal
seguiu 0 mesmo protocolo de armazenamento, visando a manutencdo da integridade do RNA

presente.

No momento do exame inicial, foram anotados dados sobre fatores de risco para o
desenvolvimento de lesGes malignas intraorais como historia de fumo, consumo de alcool,
exposicdo a radiacdo solar e historia de doencas sexualmente transmissiveis. Adicionalmente,
informacdes sobre a localizacao da les&o, idade e sexo foram catalogadas. Para fins estatisticos,
apos coleta dos dados, a variavel localizacdo foi agrupada, de acordo com as lesdes mais
prevalentes em: 1. lingua, 2. assoalho bucal e 3. rebordo alveolar, gengiva, fundo de sulco e
palato. A variavel idade também foi reunida em: mais de 60 anos e menos de 60 anos, tendo
em vista a faixa etaria de maior acometimento de CCEs orais. Quanto ao sexo, foi considerado

masculino e feminino em todas as analises.
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4.7 Andlise Histopatoldgica

4.7.1 Técnica

A técnica para confeccdo de laminas histologicas foi baseada no método
preconizado por Junqgueira e Carneiro (2013). Apos fixacdo em formol a 10% por periodo
minimo de 24 horas, os tecidos coletados passaram por processamento histoldgico. Este
consiste na clivagem do material a ser analisado, seguido por desidratacdo em gradiente
alcodlico crescente (70%, 95%, 100%), diafanizagdo com a utilizacéo de xilol, infiltracdo por
parafina, processo este realizado em histotécnico automatizado (PT05, Luptec®), finalizando
com a incluséo da peca em blocos parafinados. Posteriormente, os blocos foram cortados em
microtomo na espessura de 5 um e depositados sobre laminas histoldgicas. Os cortes seguiram
para estufa e, na sequéncia, para banhos em xilol, objetivando remover a parafina. Para
reidratacdo, foram realizados banhos em gradiente alcoolico decrescente, apds o qual passaram
por coloracdo pelo método da hematoxilina-eosina. Concluida a coloracgéo, os cortes passaram
novamente pelo processo de desidratacdo e banhos em xilol, completando o processo com a
montagem com balsamo do Canadéa e laminula. Apds confeccdo da lamina, foi realizada anélise

microscopica para conclusdo diagnostica.

4.7.2 Avaliacao

Para avaliagdo histologica, as laminas foram examinadas, incialmente, em
microscopio optico (Olympus CX 31, Olympus Corporation, Japao), utilizando-se aumentos de
200x e 400x.

Os carcinomas de células escamosas foram classificados, em relacdo ao grau de
diferenciacdo, de acordo com os critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude
em: bem diferenciado, moderadamente diferenciado e pobremente diferenciado (BARNES et
al., 2005). Adicionalmente, foram coletados dados referentes ao padrdo de infiltracdo tumoral,
a presenca de ceratinizacao e a presenca de coilocitose, sinal sugestivo de presenca de HPV. A

coilocitose é visualizada por meio da coloragdo com hematoxilina-eosina em microscopia
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Optica, nas células epiteliais com presenca de nucleos picnoticos envoltos por halos claros
(KOSS: DURFEE, 1956).

As lesdes com diagnostico clinico de potencialmente malignas coletadas foram
avaliadas quanto a presenca de displasia, sendo aquelas sem esta alteracdo removidas da
amostra. As displasias foram classificadas em leve, moderada e severa, considerando as
alteracdes arquiteturais e intensidade das atipias citologicas encontradas nos fragmentos
coletados. Quando as alteragdes celulares apresentaram-se em camada basal e parabasal, foram
classificadas como leve; quando se estendiam até a camada média, foram classificadas como
moderadas; e quando ocupavam todo o epitélio, foram classificadas como severas (BARNES
et al., 2005). Informacdes sobre a presenca e intensidade de inflamacéo subepitelial também

foram observadas.

4.8 Analise molecular

4.8.1 Técnica

4.8.1.1 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido seguindo as orientacdes do protocolo do kit de extracédo
High Pure RNA Isolation (Roche Applied Science®).

Foram adicionados 50 mg de tecido congelado e 400 ul de Binding Buffer a 20%
em um microtubo estéril, seguindo o conjunto para centrifugagdo por dois minutos em méxima
velocidade. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e transferido para outro microtubo estéril.
Colheram-se 150 pl de material previamente preparado ao qual foram adicionados 312 ul de
Binding Buffer, passando a mistura por rapida homogeneizacdo em vortex. Na sequéncia, foram
acrescentados 200 ul de Binding Enhancer, passando, em seguida, por vortex em trés vezes de
cinco segundos. Apos adaptacao do High pure filter tube a um tubo de 2 ml, foi pipetado todo
0 material na parte superior e, em seguida, centrifugado por trinta segundos a 13.000 g,

descartando-se o sobrenadante. Duas doses seguidas de Washing Buffer foram acrescentadas,
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sendo a primeira de 500 pl e a segunda de 300 pl, seguidas por centrifugacéo por trinta segundos
a 13.000 g e descarte do sobrenadante. Finalmente, foi procedida nova centrifugagéo por um
minuto, com finalidade de promover a secagem total do filtro. Um microtubo de 1,5 ml com
High pure filter tube recebeu o produto total e, a ele, foram agregados 50 pl de Elution Buffer,
sendo o conjunto incubado em temperatura de 20°C por um minuto. Em seguida, a amostra foi

centrifugada durante um minuto e, ao final, foi obtido o RNA total.

Finalizado o processo de extracdo, foi realizada a quantificacdo do RNA extraido,
sendo suas concentracdes determinadas no equipamento Qubit®2.0 (Life Technologies, Foster
City, CA, US). O RNA total extraido foi diluido em agua livre de RNase para concentracao

final de 5 ng/uL e armazenado a -80°C.

4.8.1.2 PCR em tempo real qualtitativa (QRT-PCR)

A quantificagdo de miRNAs por RT-PCR ocorre em dois passos:

1) reacdo de Transcriptase Reversa, a qual converte 0 RNA em cDNA (DNA
complementar) especifico a regido de interesse utilizando um de primer RT, o qual possui um

stem-loop que se liga & por¢do 3’ da molécula de miRNA e ¢ transcrita reversamente (cDNA);

2) amplificacdo de moléculas por reagdo em cadeia de polimerase com sondas

Tagman.
1) Reacdo de Transcriptase Reversa

Para reacdo de Transcricdo Reversa (TR), foi utilizado o kit TagMan® Micro-RNA
RT (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA), segundo as instrugbes do fabricante,
avaliando miR-29c, miR-17, miR-31 e miR-10a. Para cada 15 pL de transcriptase, foram
adicionados 3 pL de primer, 5 pL de amostras de RNA e 7 pL de solugdo Master Mix (tabela
1), sendo o preparado levado para termociclador (tabela 2). O produto da Transcriptase Reversa
(cDNA) foi estocado a -20°C para 0 uso subsequente.



Tabela 1- Componentes do Master Mix para reacdo de Transcriptase Reversa

Componentes do Master Mix Quantidade (15 pl reacéo).
100mMdNTPs (com dTTP) 0.15
multiScriber™Transcriptase Reversa 50 U/uL 1.00
Tampao 10X Transcriptase Reverse 1.50
Inibidor de Rnase a 20 U/pL 0.19
Agua livre de nuclease 4.16

Volume total 7.00

Fonte: AppliedBiosystems

Tabela 2 - Discriminagdo dos tempos e temperaturas programados no termociclador

Etapas Tempo Temperatura (°C)
Desnaturacéo 30 16
Hibridizacéo 30 42
Elongagéo 5 85
Resfriamento 00 4

Fonte: AppliedBiosystems

2) Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real
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Para a reacdo de PCR, os cDNAs foram diluidos a 5 ng e submetidos a reacéo de
amplificacdo para anélise dos miRNAs com sondas e reagentes TagMan® Universal Master
Mix Il (AppliedBiosystems), utilizando-se o equipamento Rotor-Gene Q (QIAGEN). Todas as
reacOes foram executadas em triplicata em um mesmo momento. O RNA sintético RNU6B
(Splicing de pre-mRNAs) (Applied Biosystem, Foster City, CA) foi utilizado como enddgeno,
a fim de propiciar uma quantificagéo relativa, corrigindo variag0es na eficiéncia da reacéo e
promovendo a normatizacdo dos resultados (GEE et al., 2011). Cada reacdo contou com uma
amostra sem RNA para avaliar possivel contaminacdo. Os testes foram realizados em triplicata

para cada amostra, utilizando-se como dado final a média dos 3 Cycle Tresholds (CT).

4.8.1.3 Imunoistoquimica

4.8.1.3.1 Interleucina -6

Apbs desparafinizacdo em estufa a 65°C por uma hora, os cortes foram reidratados
em série crescente de alcool até lavagem em agua corrente. A recuperacdo antigénica se fez por
calor em micro-ondas, durante vinte minutos, em solucdo de citrato pH 6.0. Ap6s lavagens
com tampado fosfato-salino (Phosphate buffer saline — PBS), realizou-se bloqueio da peroxidase
enddgena com solucdo de perdxido de hidrogénio 3% diluido em PBS. Apds lavagens, realizou-
se a incubacdo com o anticorpo primario anti-IL-6 (Abcam), na dilui¢do 1:20, durante oito
horas. Em seguida, procederam-se lavagens com PBS e incubacdo com anticorpo biotinilado
anti-rabbit-mouse (Nicherei) por vinte minutos e complexo biotina-peroxidase (Abcam) por
mais vinte minutos. Apos lavagens subsequentes, as amostras foram reveladas com 3,3-
diaminobenzidina (DAB) por cinco minutos, contracoradas com hematoxilina de Harris por dez
segundos, desidratadas e montadas com Enthelan. Como controle positivo, utilizou-se uma

amostra de linfonodo e, como controle negativo, a supressdo do anticorpo primario da reacéo.

4.8.1.3.2 STAT3

Inicialmente, realizou-se o0 processo de desparafinizacdo em estufa a 65°C por uma

hora, seguido de reidratacdo em gradiente alcoolico crescente até lavagem em agua corrente. A
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recuperagdo antigénica foi realizada pelo calor, em panela de presséo, utilizando-se como
tampdo o citrato (pH 6). O blogqueio da peroxidase endégena foi realizado com peroxido de
hidrogénio a 3%, por dez minutos. A reacdo de imunoistoquimica foi realizada pelo método
semiautomatizado, utilizando-se o equipamento Leica Bond Max. O anticorpo primario
utilizado foi o phospho-STAT3 (ThermoFisher®, policlonal), na diluicdo 1:800, por trinta
minutos. Apés lavagens, foi realizada incubacdo do primeiro passo do sistema de polimero
(Bond Polymer Refine Detection, DS9800, Leica®) por dez minutos, seguida do segundo passo
por dez minutos. A revelacdo da reacdo foi realizada com DAB por dez minutos. As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Harris por dez minutos, seguidas de lavagem com
agua por cinco minutos. Foi finalizado o processo com a montagem de laminas utilizando
Enthelan. Como controle positivo da reacéo, foi utilizada adenocarcinoma de célon e, como
controle negativo, foi omitido o anticorpo primario, seguindo o mesmo protocolo previamente

descrito.

4.8.2 Avaliacdo molecular

4.8.2.1 Avaliacdo imunoistoquimica

Inicialmente, imagens digitais dos preparados histoldgicos foram capturadas de
forma padronizada, utilizando-se, para tanto, camera (DFC 295) acoplada a microscépio de luz
(Leica® DM 200). A principio, foi realizada uma varredura inicial do tumor, utilizando
pequeno aumento (40 vezes), com a finalidade de identificar as zonas de maior marcacdo. Em
seguida, utilizando aumento de 200 vezes, foram selecionados cinco campos aleatdrios em cada
amostra e capturadas imagens digitais coloridas dos campos escolhidos. As imagens foram
armazenadas no formato Windows® Bitmap (BMP).

A imunoistoquimica para IL-6 foi classificada em positiva ou negativa, com base

na metodologia utilizada por Kamperos et al. (2016).

Para analise de STAT3 foram quantificadas as células marcadas pelo anticorpo,
avaliando o local de marcacdo, se nuclear ou citoplasmatica, com o auxilio do software ImageJ
(Figura 9). Também foram computadas as células negativas para calculo do percentual de
células marcadas em relagéo ao total de células e aquisicdo do Label Index (LI). O percentual
de marcacdo total (nuclear + citoplasmaética) foi, entdo, classificado em escores (0-10% = escore
0; 11-30%= escore 1; 31-50%= escore 2; 51-70%= escore 3; 71-100%= escore 4). Também foi
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avaliada a intensidade de marcagdo em cada caso e classificada em negativa (escore 0), leve
(escore 1), moderada (escore 2) ou intensa (escore 3). ApoOs a aquisicdo dos escores de
percentual e intensidade, foi realizada a soma dos escores, sendo considerada marcacao positiva
a lesdo com escore total maior ou igual a 3 (MACHA et al., 2011). Nas displasias, foram
quantificadas células positivas e negativas somente nas camadas que apresentavam alteraces
citoarquiteturais, sendo procedida analise em displasias leves nas camadas basal e parabasal,
em displasia moderada até a camada média; e em displasias severas foi quantificada toda a

extensdo do epitélio.

4.8.2.2 Avaliagao de miRNAs

Os dados dos microRNA foram avaliados de duas formas distintas:

1- comparagdo entre AC; de tecido normal, perileséo e lesdo;

2- comparagéo de 244 entre lesGes e perilesio.

Inicialmente, os valores dos CTs que correspondem ao numero de ciclos em que a
quantidade de DNA amplificado atinge quantidade suficiente para emitir fluorescéncia acima
do valor pré-determinado para o grupo de amostras (Figura 10) foram quantificados em relacédo
a RNUG6D, utilizado como RNA endogeno padrdo. O ACt foi, entdo, calculado através do CT
da amostra diminuida do CT do RNU6b no mesmo tecido, gerando um dado normalizado (ACt=
Ct expressio do gene no tecido lesional — Ct expressdo do gene controle, RNUSb, no mesmo tecido). ESS€ Valor foi utilizado

para realizacdo da primeira estatistica.
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Figura 9 - Contagem de células marcadas e ndo marcadas com auxilio do software ImageJ

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 10 - Curva de PCR evidenciando CT da primeira amostra a amplificar

1 2 3 &4 8 8 7 8 9 W 1 12 10 W % W 7T N N DD 2D NS DIDT DD N N R D NN NY N 0|
Cyem

Fonte: Elaborado pelo autor

Objetivando avaliar o fold change, que determina quantas vezes 0 microRNA
avaliado esta aumentado ou diminuido em relacéo ao tecido normal, foi realizado o calculo de

2AACt Para tal andlise, foi calculada a média de todos os ACTs do grupo
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tumor/displasia/perilesdo diminuidos do ACT do tecido normal do mesmo gene

(CHATTOPADHYAY et al., 2016; PFAFFL, 2001).

4.9 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando o software Statistical Packcage for
the Social Sciences (SPSS) verséo 17.0 para Windows, considerando uma confianca de 95%
para todas as avaliagdes.

Os dados categoricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e analisados por meio do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher. Os dados
quantitativos foram analisados por meio do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirrnov,
expressos em forma de média e desvio-padréo, comparados por meio do teste de Mann-Whitney

e correlacionados por meio da correlacdo de Spearman (dados ndo paramétricos).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao clinico-patologica

No presente estudo, foram coletados um total de 21 displasias epiteliais orais
(DEOs), 47 carcinomas de células escamosas (CCEs) e 21 amostras de tecido controle. Dos
CCEs levantados, 43 (91,5%) eram moderadamente diferenciados e apenas quatro (9,5%) bem
diferenciados. Das displasias, 11 (52%) foram classificadas como leve, sete (33,3%) moderadas
e trés (14,7%) severas.

Avaliando o padréo de infiltracdo dos carcinomas através da microscopia éptica em
laminas coradas pela técnica da hematoxilina-eosina, 27 (73,7%) apresentavam-se em lencois
ou ninhos, enquanto dez (26,3%) exibiam padrdo cordonal. Dos CCEs, 17 (47,4%) eram
ceratinizantes e vinte (52,6%) ndo produziam ceratina.

A presenca de inflamacéo subepitelial nas displasias também foi avaliada, estando
ausente em um caso (6,3%), leve em seis casos (37,5%), moderada em dois casos (12,5%) e
intensa em sete (43,8%).

Com relacdo ao sitio de localizacdo das lesbes, a maior parte dos CCEs (44,7%)
apresentava-se em lingua, assim como as displasias (47,6%). Outros sitios de localizacdo das
lesGes foram gengiva, rebordo alveolar, palato duro, fundo de sulco e assoalho.

A idade média dos pacientes estudados nos trés grupos foi de 52+21 anos (mediana
= 57 anos, minima = 16, maxima = 84).

Com relacéo ao sexo, no grupo CCE, 32 (67,3%) pacientes eram do sexo masculino
e 15 (32,7%) do sexo feminino; no grupo displasias, havia 12 mulheres (57,1%) e nove homens
(42,9%). No grupo-controle, 12 amostras pertenciam ao sexo masculino (57,1%) e nove ao sexo
feminino (42,9%),

O fumo foi um fator de risco observado em 38 pacientes (77,6%) portadores de
CCEs e 18 (85,7%) de displasias. Com relacdo ao consumo de alcool, 19 pacientes (38,8%)
apresentando CCE e dez (47,6%) do grupo displasia faziam uso de bebidas alcodlicas. A
presenca de sinais histologicos sugestivos de presenca HPV foi observada em sete (14,3%)
CCEs e duas (10%) displasias. A exposicdo solar intensa foi relatada por trés (6,1%) dos

pacientes portadores de CCE. Os dados expostos encontram-se sintetizados na tabela 3.
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Tabela 3 — Perfil das amostras de CCE e displasias em relacdo as variaveis clinicas de
localizagdo, sexo, idade e exposicdo a fatores de risco

Lesdo
CCE Displasia  p-Valor
Localizacao
Lingua 21 10 40,073
44, 7% 47,6%
Rebordo/gengiva/fundo de 12 5
Sulco /palato 25,5% 23,8%
Mucosa Jugal/Mucosa Labial 5 6
10,6% 28,6%
Assoalho bucal 9 0
19,1% ,0%
Sexo
Feminino 15 12 40,055
32,7% 57,1%
Masculino 32 9
67,3% 42,9%
Exposicao a fatores de risco
Fumo 38 18 40,434
77,6% 85,7%
Alcool 19 10 30,491
38,8% 47,6%
Exposicéo solar 3 0 40,549
6,1% ,0%
Coilocitose 7 2 41,000
14,3% 10,0%
Idade 61,70+14,20 57,70+13,52 10,748

p<0,05; *teste exato de Fisher ou qui-quadrado (frequéncia absoluta e percentual); "Teste Mann-
Whitney, (médiatdesvio-padrao).

5.2 Avaliacdo dos miRNAs

5.2.1 — Avaliacio de miRNAs pela variagio de ACts

A expressdo de miR-31 mostrou-se significantemente aumentada nos CCEs
(3,56+0,51) e nas displasias orais (3,87+£0,49) em relacdo ao grupo controle (-0,10+0,80)
(p<0,001). Com relagdo ao miR-17, houve aumento significativo gradual de sua expresséo do
grupo controle (2,31+0,62) para a displasia (4,59+0,43) e para o CCE (7,11+0,47) (p<0,001).
O miR-10a mostrou-se hipoexpresso, porém com aumento em sua expressao no grupo das
displasias epiteliais (-0,83+0,52) e do CCE (-0,79+0,32) em relagdo ao grupo controle

(-4,04£0,57). J& o miR-29c ndo mostrou diferenca significante entre o grupo controle
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(+0,51+0,55) e as displasias (+0,24+0,63), mas os CCEs (+2,06+0,32) mostraram-se
significantemente com maior expressao que ambos 0s grupos (p=0,006) (Tabela 4).

Tabela 4 - Variacdo de microRNASs nos grupos-controle, displasia e carcinoma de células
escamosas orais

Controle Displasia Neoplasia  p-Valor
miR 31 -0,10+0,80 +3,87+0,49*  +3,56+0,51*  <0,001
miR 17 +2,31+0,62 +4,59+0,43* +7,11+0,47*f  <0,001
miR 10a  -4,04+0,57 -0,83+0,52*  -0,79+0,32* <0,001
miR 29¢  +0,51+0,55 +0,24+0,63 +2,06%0,32*f 0,006

*p<0,05 versus Controle; $p<0,05 versus Displasia. ANOV A/Bonferroni (MédiatEPM).

No grupo CCE, ndo houve diferenga significante entre a expressdao de miR-31

(p=0,830), miR-17 (p=0,495), miR-10a (p=0,210) e miR-29c (p=0,309) entre lesdo e perilesao.
No grupo de displasias, apesar de igualmente ndo haver diferenca entre a expressao perilesional
ou lesional dos miR-31 (p=0,618) e miR10a (p=0,167), houve aumento da expressdo de miR17
e miR29c no tecido perilesional (+6,52+0,28 e +2,19+0,52, respectivamente) em relacdo ao

tecido

lesional

respectivamente) (Tabela 5).

(+4,59+0,43 e +0,24+0,63,

respectivamente) (=0,003 e p=0,038,

Tabela 5 - Quantificacdo de miRNAs em tecidos lesionais e perilesionais de displasias e
carcinomas de células escamosas orais

Displasia CCE
Perilesdo Lesdo p-Valor Perilesdo Lesdo  p-Valor
miR31  +3,33+1,11 +3,87+0,49 0,618 +3,38+0,51 +3,56+0,51 0,830
miR 17  +6,52+0,28 +4,59+0,43 0,003 +6,59+0,42 +7,11+0,47 0,495
miR 10a +0,27+0,52 -0,83+0,52 0,167 -0,07+£0,46 -0,79+0,32 0,210
miR 29¢  +2,19+0,52 +0,24+0,63 0,038 +2,85+0,91 +2,06+0,32 0,309

*p<0,05, teste t de Student (MédiatEPM).

5.2.2- Avaliacdo de microRNAs pelo método 2-44¢

Os miRNAs miR-17, miR-31, miR-29c e miR-10a encontram-se hiperexpressos em
relacdo ao tecido normal tanto em CCEs quanto em displasias orais. Houve aumento
estatisticamente significante de miR-17 (6,5 vezes aumentado) e miR-29c (4,8 vezes
aumentado) no CCE em relagdo ao grupo de displasias (Tabela 6).
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Tabela 6 - Perfil de expressdo de miRNAs em CCEs e displasias orais em relagdo ao "fold
change"

Lesdo
CCE Displasia  p-Valor
mMiRNA
miR- 17 51,274£82,00 7,80%6,03 0,005*
miR- 31 51,60+89,40 33,61+28,39 0,526
miR- 29c 7,49+14,33  1,55+2,39 0,014*
miR- 10a 16,36+35,24 43,58+64,92 0,528

*p<0,05; Teste Mann-Whitney, (médiatdesvio-padréo).

Avaliando o comportamento do tecido clinicamente saudavel perilesional de
displasias, com excecdo de miR-17, ndo houve diferenca entre tecidos perilesionais e lesdes,
mostrando comportamento molecular semelhante a despeito das diferencas clinicas. O miR-17
mostrou-se 23 vezes aumentado em regido de perileséo das displasias e 7,8 vezes maior na lesdo
de displasia, quando comparados com o tecido normal. Verificou-se que no miR-17, ha um
incremento de sua expressdo em areas clinicamente saudaveis (perilesdo) seguido de uma
diminuicdo da expressao quando a lesdo displésica ja é observada clinicamente. Contudo,
ressalta-se que, ainda ha aumento em relacéo ao tecido normal. Enfatiza-se que no grupo CCE,
este microRNA apresenta-se hiperexpresso, tanto em areas de lesdo (51,27+82,00) como
perilesdo (47,84+89,85) (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7- Perfil de expressao de microRNAs em lesdes e tecido perilesional de CCE e
displasia oral em relacdo ao "fold change™

Lesdo Perileséo p-Valor
CCE
miR- 17 51,27+82,00 47,84+89,85 30,940
miR- 31 51,60+89,40 23,12+30,81 30,444
miR- 29¢ 7,49+14,33 25,76+70,38 30,553
miR- 10a 16,36+35,24 31,96+52,47 30,423
Displasia
miR- 17 7,80+6,03 23,53+19,34 40,024*
miR- 31 33,61+28,39 67,73+59,44 30,297
miR- 29¢c 1,55+2,39 3,9746,61 30,257
miR- 10a 43,58+64,92 60,70+70,84 30,267

*p<0,05; *Teste Mann-Whitney, (médiatdesvio-padrao).

O padréo de crescimento tumoral também ndo mostrou diferenca em relacdo a

expressao de microRNA (Tabela 8). ldade, sexo, fumo, alcool, alteracbes morfoldgicas
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sugestivas de presenca HPV ou gradacao histologica ndo alteraram a expressdo dos miRNAs
estudados nos CCEs. Avaliando as displasias, houve maior expressao de miR-29c em lesdes de
displasia localizadas em lingua do que naquelas que se desenvolveram em outros sitios.
Entretanto, ndo houve diferenca entre 0s miRNAs estudados e as demais variaveis clinicas
(Tabela 9).

Tabela 8 - Expressdo de microRNAs em relagéo ao padréo de crescimento tumoral

Crescimento tumoral
Lencois/Ninhos  Cordbes  p-Valor

mMiRNA
17 47,56+82,02 37,55+32,27 0,862
31c 65,32+100,91 17,65+30,57 0,298
29c 6,31+13,61 2,28+1,54 0,912
10a 18,97+42 91 4,15+6,05 0,110

p<0,05; Teste Mann-Whitney, (médiatdesvio-padréo).



Tabela 9 - Influéncia dos dados clinicos no perfil de expressdo de microRNAs em displasias
epiteliais orais e carcinoma de células escamosas orais.
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Displasia Neoplasia
miR 31 miR 17 miR 10a miR 29¢ miR 31 miR 17 miR 10a miR 29¢

Idade

Até 60 anos +2,98+1,15 +3,85+1,01 -0,95+1,05 +0,85+0,84 +3,82+0,87 +6,51+0,85 -0,58+0,42 +2,30+0,48

> 60 anos +4,39+0,36 +5,03+0,32 -0,77£0,59  -0,12+0,88 +3,43+0,64 +7,40£0,56 -0,90+0,44 +1,95+0,41

p-Valor 0,167 0,192 0,870 0,474 0,719 0,377 0,653 0,610
Sexo

Masculino  +4,09+0,85  +4,49+0,35  -0,84+0,53 +0,72+0,59 +3,79+0,60 +7,64+0,57 -0,77+£0,43 +2,23+0,44

Feminino +3,7540,62  +4,65+0,66 0,83+0,79  0,04+0,95 +3,10£0,95 +6,04+0,76 0,85+0,46 +1,73+0,38

p-Valor 0,747 0,863 0,993 0,576 0,527 0,106 0,908 0,466
Fumo

Sim +4,31+0,60  +4,5240,56  -0,42+0,72  +0,82+0,70 +3,45+0,53 +7,40+0,54 -0,90+0,40 +2,04+0,39

Né&o +2,93+0,78 +4,75%0,68 -1,73+0,38  -1,02+1,24 +3,99+£1,44 +5,95+0,78 -0,37+0,35 +2,14+0,28

p-Valor 0,195 0,807 0,256 0,183 0,677 0,218 0,52 0,907
Alcool

Sim +4,16+1,19 +3,85+1,04 -0,7941,04  +0,73+0,57 +3,25+0,80 +7,87+£0,79 -0,63%£0,62 +2,66+0,43

Néo +3,7410,50  +4,94+041  -0,85%0,63 +0,01+0,89 +3,7940,67 +6,55+0,55 -0,91+0,35 +1,62+0,44

p-Valor 0,702 0,249 0,959 0,612 0,603 0,164 0,676 0,105
Coilocitose

Sim +1,50+3,24 +1,60+2,71 -2,1242,02  +1,37+1,35 +2,47£1,34 +7,50+0,73 -0,02+0,76 +2,35+1,10

Néo +4,15+¢0,42  +4,94+0,32  -0,68+0,55 +0,11+0,69 +3,7620,55 +7,03+0,54 -0,94+0,36 +2,01+0,32

p-Valor 0,561 0,431 0,414 0,555 0,365 0,719 0,309 0,704
Gradacéao

Grau 1?2 +4,20+0,51 +4,70+0,54 -0,30£1,04  0,30£1,10 +0,90+1,80 +6,57+1,44 0,98+0,83 +1,80+1,06

Grau 2P +5,29+0,45 +5,27+0,29 -0,25+0,96 +0,60+1,13 +3,70£0,52 +7,15+0,51 -0,86+0,35 +2,08+0,34

p-Valor 0,138 0,357 0,972 0,584 0,218 0,727 0,921 0,806
Localizagédo

Lingua +5,04+0,26 +5,15+0,45 +0,35+0,87 +1,91+0,79* +3,7240,79 +7,43+0,87 0,22+0,58 +2,28+,47

Mucosa +3,61+0,70 +4,54+0,49 1,32+0,80 0,72+1,12 +4,49+2,47 +6,56%£1,35 1,26+0,44 +0,81+,97

Outros +2,73+1,58 +3,87+1,73 1,52+1,02 0,10+0,38 +2,99+0,71 +6,99+0,64 0,98+0,43 +2,39+,46

p-Valor 0,458 0,810 0,380 0,044 0,658 0,856 0,470 0,368

*p<0,05, teste t de Student ou ANOVA/Bonferroni; MédiatEPM;

8Grau 1: CCE = bem diferenciado, displasia = leve;
VGrau 2: CCE = moderadamente diferenciado, displasia = moderada ou severa
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5.3 Imunoistoquimica

Com relacdo a imunoexpressdo de IL-6, houve marcacdo intensa em todas as
amostras de displasia e carcinoma, sendo que 28,2% dos CCEs e 17,6% das displasias
apresentaram marcagdo multifocal, enquanto as demais amostras mostraram marcacgao positiva
difusa (Tabela 10) (Figura 11).

A marcacdo para STAT3 foi positiva em 33 amostras de CCE (84,6%) e 15
amostras de displasia (88,2%). Houve marcacdo citoplasmatica mais frequentemente do que
expressao nuclear tanto em CCEs como em displasias. Com rela¢do aos escores de marcacéo,
foram encontrados valores de dois a seis, ndo havendo diferenca entre CCEs e displasias
(Tabela 10). A intensidade de marcacdo variou de leve a moderada, mostrando-se leve na
maioria dos CCEs (89%) e displasias (81,2%). N&o houve diferenca entre as variaveis sexo,
idade ou fumo (Tabela 11), gradacdo histoldgica (Tabela 12) ou indicios morfologicos
sugestivos de HPV (Tabela 13) no perfil de marcacdo de STAT3. Com relacdo ao padrédo de
crescimento tumoral, foi encontrado maior percentual de imunomarcagdo citoplasmatica em
CCEs que apresentavam invasdo cordonal do que naqueles que se arranjavam em ninhos ou
lencdis (Tabela 14).
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Figura 11 - Painel de imunomarcagéo dos anticorpos IL-6 e STAT3 em mucosa normal, displasias e CCEs

Marcacdo de IL-6 e STAT3 em mucosa normal (A e D, respectivamente), displasia (B e E, respectivamente) e CCE (C e F, respectivamente). Setas
indicam células positivamente marcadas. Aumento de 200x. Fonte: Elaborada pelo.
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Tabela 10 - Perfil microscépico e imunoistoquimico de amostras de CCE e displasia oral.

Lesdo
CCE Displasia  p-Valor
IL6
Positivo multifocal 11 3 40,401
28,2% 17,6%
Positivo difuso 28 14
71,8% 82,4%
STAT3 (escore de marcagao)
Positivo 33 15 41,000
84,6% 88,2%
Negativo 6 2
15,4% 11,8%
STAT3 escore
2 6 2 40,067
15,4% 11,8%
3 7 0
17,9% ,0%
4 7 9
17,9% 52,9%
5 15 5
38,5% 29,4%
6 4 1
10,3% 5,9%
STAT3 citoplasma (%) 59,21+28,43 56,30+28,55 0,581
STAT3 nucleo (%) 7,21+12,80 6,90+10,99 0,950

*p<0,05; 2teste exato de Fisher ou qui-quadrado (frequéncia absoluta e percentual); "Teste
Mann-Whitney, (médiatdesvio-padréo).
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Tabela 11 - Imunomarcacdo de STAT3 em CCEs e displasias relacionadas as variaveis
clinicas sexo e idade

CCE Displasia
Lesdo p-Valor Lesdo p-Valor
STATS3 citoplasma
Feminino 41,43+27,05 1,000 62,17+26,03 1,000
Masculino 62,64+26,58 1,000 47,50+33,83 1,000
p-Valor 0,050 0,050
STAT3 nucleo
Feminino 11,43+15,97 1,000 4,17£9,72 1,000
Masculino 6,95+12,79 1,000 11,00£12,94 1,000
p-Valor 0,095 0,095
STAT3 citoplasma
Até 60 anos 61,65+26,82 1,000 54,67+32,59 1,000

Mais de 60 anos 51,67+29,25 1,000 58,75+25,72 1,000

p-Valor 0,213 0,963
STAT3 nucleo
Até 60 anos 6,71+14,15 1,000 11,33+12,58 1,000

Mais de 60 anos
STATS3 citoplasma

9,92+12,77 1,000 0,25+0,50 1,000

Nao fuma 63,20£27,98 1,000 52,33+28,85 1,000
Fuma 56,33£28,20 1,000 53,33+28,60 1,000
p-Valor 0,440 0,441

STAT3 nucleo
Nao fuma 6,20£7,16 1,000 14,25+10,69 1,000

Fuma 8,42+14,51 1,000
p<0,05; #Teste Mann-Whitney, (médiatdesvio-padrao).

7,67£11,37 1,000

Tabela 12 - Perfil de escore de marcacéo de STAT3 em relagéo a gradacao histologica

Gradacdo_CCE Gradacao_Displasia

Bem Moderadamente - -
diferenciado  diferenciado Vglor Leve Moderada Severa Vglor
STAT3
Positivo 2 31 40,421 7 4 4 40,365
66,7% 83,7% 77,8% 100,0% 100,0%
Negativo 1 6 2 0 0
33,3% 16,3% 22,2% ,0% ,0%

p<0,05; 2teste exato de Fisher ou qui-quadrado (frequéncia absoluta e percentual).
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Tabela 13 — Perfil dos escores de marcacdo de STAT3 para CCEs com presenca de coilocitose

CCE
Coilocitose  Coilocitose
() (+)
STAT3
Positivo 30 3
85,7% 75,0%
Negativo 5 1
14,3% 25,0%

Teste exato de Fisher ou qui-quadrado (frequéncia absoluta e percentual).

Tabela 14 — Escores de marcacdo de STAT3 em relagdo ao padrdo de crescimento tumoral

Crescimento
Lencois/Ninhos  Cordbes  p-Valor

STAT3
Positivo 22 10 20,162
75,8% 100,0%
Negativo 7 0
24,2% ,0%
STAT3
Citoplasma 51,40+28,45 72,20+24,32 0,048*
Nucleo 7,00£11,68  6,70+13,96 0,203

*p<0,05; teste exato de Fisher ou qui-quadrado (frequéncia absoluta e percentual); "Teste
Mann-Whitney, (médiatdesvio-padréo).

5.4 — Correlacéo entre microRNAs, STAT3 e IL-6

Observou-se correlagédo positiva em CCEs orais, entre marcacdo multifocal de IL-
6 e miR-10a. Além disso, miR-31, miR-17, miR-29c e 10a apresentaram correlagdo positiva
entre si. A marcagdo citoplasmatica de STAT3 correlacionou-se positivamente com graus
histologicos maiores, enquanto a marcagao nuclear deste correlacionou-se negativamente. Nao

foi possivel correlacionar STAT3 e IL-6 nas neoplasias malignas estudadas.
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Em regido de perilesdo de CCEs orais, foi encontrada correlagéo positiva entre
microRNAs 31 e 17 e entre miR-29¢c e miR-10 enquanto, em regido perilesional de displasia,

houve correlacdo apenas entre miR-29c e miR-10a (Tabela 15).

Avaliando o comportamento desses microRNAs em displasias orais, observou-se
correlagdo positiva entre miR-31 e miR-17 e miR-10a, miR-17 e miR-29c. Ndo houve
correlacdo entre imunomarcagdo de STAT3 e IL-6 e microRNAs, nas amostras de displasia
analisadas (Tabela 16). Adicionalmente, houve correlacdo positiva entre displasias e aumento
expressdo de miR-31, mostrando elevacdo crescente deste microRNA a medida que se

observava aumento do grau histolégico.

O comportamento dos microRNA, STAT3 e IL-6 em displasias e carcinomas esta

esquematizado na figura 12.

Tabela 15 - Correlagdo entre microRNA 17, 31, 29c e 10a em regido perilesional de CCE e de
displasias

CCE Displasia
perileséo perileséo
miR  miR miR  miR
miR 17 miR 31 29¢c 10a miR17 miR 31 29c 10a
miR 17 r - 0,560" 0,332 -0,158 - 0,452 0,048 0,429
p-Valor - 0,008 0,141 0,493 - 0,260 0,910 0,289
miR 31 r - - 0,003 -0,069 - - 0,263 0,310
p-Valor - - 0,991 0,767 - - 0,528 0,456
miR 29¢ r - - - 0,453" - - - 0,778
p-Valor - - - 0,039 - - - 0,023
miR 10a r - - - - - - - -
p-Valor - - - - - - - -

*p<0,05; Correlacdo de Spearman.



Tabela 16 - Correlacdo das caracteristicas moleculares e imunoistoquimicas das amostras de lesdo de CCE e displasia oral

CCE Leséo Displasia Lesé&o

miR- miR- miR- miR- Gradacao miR- miR- miR- miR- Gradacéo

STAT3 17 31 29¢ 10a  histoldgica STAT3 17 31 29c 10a  histoldgica
STAT3 r - 0,045 -0,031 0,029 0,234 -0,138 - 0,348 0,348 0,261 0,435 -0,328
p-Valor - 0,814 0,868 0,872 0,190 0,416 - 0,324 0,324 0,466 0,209 0,199
miR17 r - - 0,341° 0,520 0,356 0,045 - - 0578 0415 0,723" 0,498
p-Valor - - 0,034 0,001 0,024 0,785 - - 0,030 0,240 0,003 0,059
miR31 r - - - 0,037 0,346 0,222 - - - 0,389 0,437 0,711
p-Valor - - - 0,816 0,025 0,162 - - - 0,169 0,118 0,003
miR29¢c r - - - - 0,616" 0,100 - - - - 0,807 0,370
p-Valor - - - - <0,001 0,527 - - - - <0,001 0,175
miR 10a r - - - - - 0,020 - - - - - 0,339
p-Valor - - - - - 0,900 - - - - - 0,216

*p<0,05; ®Correlacdo de Spearman.
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Figura 12 - Sintese esquematica da correlagdo entre microRNAs, STAT3 e IL-6 das amostras
de displasias e CCEs.

DISPLASIA CEC
STAT3 IL-6 STAT3 IL-6
\
\\ "
\ \
< .
miR-29¢c miR-29¢c
\ 4
miR-31 miR-10a miR-17=—miR-10a
; /

*p<0,05; Correlacdo de Spearman.

——————— Localizacdo de STAT3 citoplasmética e nuclear

Observa-se correlacdo positiva entre miR-29c e miR-10a, miR-10a e miR-17, miR-17 e miR-
31 em displasias. No grupo CCE, foi visualizada correlacdo entre miR-29c e .miR-17 e miR-
10a, miR-17 com miR-10a e miR-31. STAT3 e IL-6 apresentaram imunomarcagao positiva em
displasias de carcinomas de células escamosas. Fonte: Elaborada pelo autor.
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6. DISCUSSAO

A observagdo do comportamento dos microRNAs em relacéo as variaveis clinico-
patologicas € importante para que se obtenham informacg6es sobre a agdo destes nos carcinomas
de células escamosas orais, pois, embora ja tenham sido relatadas inumeras funcdes e alvos
desses microRNAs, ainda ndo esta claro o real comportamento no cancer bucal nem nas

desordens potencialmente malignas.

O microRNA-31 vem-se mostrando hiperexpresso em tecidos originados de CCEs
orais (CHATTOPADHYAY et al., 2016; DE SARKAR et al., 2014; HUNG, K. F. et al., 2016;
SEVERINO et al., 2015; SIOW et al., 2014; WONG, T.-S. et al., 2008). Além disso, fluidos
organicos como saliva e plasma de pacientes portadores de cancer oral também apresentaram
niveis aumentados desse microRNA (LIU, C. J. et al., 2012). Os trabalhos mostram, ainda,
aumento de sua expressdo ja em desordens potencialmente malignas (CHATTOPADHYAY et
al., 2016; DE SARKAR et al., 2014; HUNG, K. F. et al., 2016; HUNG, P.-S. et al., 2014,
MAIMAITI et al., 2015; XIAO et al., 2012), como o encontrado no presente estudo, no qual
observou-se hiperexpressao de miR-31 em displasias orais assim como em carcinoma de células
escamosas. Além disso, pdde-se correlacionar aumento gradual desse microRNA a medida que

as displasias progrediam de leve, para moderada e severa.

Quanto ao miR-31, Hung, et al. (2016) e Chattopadhyay et al. (2016) sugerem que
0 aumento deste microRNA esta associado a progressdo de desordens potencialmente malignas
para carcinomas. Outros autores associam 0 aumento na expressdo de diversos outros
microRNAs, como miRs-208b-3p, 204-5p, 129-2-3p e 3065-5p, em leucoplasias sem displasias
ou displasias leves que evoluem para malignidade (PHILIPONE et al., 2016). Os microRNAs
miR-21, miR-181b, miR-345 e miR-375 também ja foram relacionados com as leucoplasias
progressivas (BRITO et al., 2014; CERVIGNE et al., 2009; SHI et al., 2015). Entretanto, neste
trabalho, encontraram-se niveis aumentados miR-31 tanto em displasias quanto em neoplasias,

provavelmente, sem associa¢do com a progressdo de lesbes displéasicas para malignas.

Dentre as provaveis atuacdes de miR-31 na carcinogénese oral, pode-se relacionar
a inducdo da imortalizacdo de queratindcitos, liberacdo de fator induzido por hipdxia
(aumentando a angiogénese, proliferacéo celular, migracéo e transigédo epitélio-mesénquima) e
inibicdo de CXCL12 relacionada ao crescimento tumoral e metdstase (HUNG, et al., 2014;
LIU, et al., 2010).
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O trabalho de Siow et al. (2014) relatou diferenca na expressdo de miR-31 em
relagdo a localizacdo, encontrando maiores niveis desse microRNA em CCE de mucosa jugal.
Entretanto, variaveis como sexo, idade, tamanho do tumor, grau histolégico e padrdo de
crescimento tumoral, assim como no presente estudo, ndo mostraram influéncia em relacéo a
expressdo de microRNAs. N&o encontramos, também, diferenca em relagdo a expressdo de
microRNAs em CCE e localizacdo. Todavia, displasias originadas em lingua apresentaram
maior expressdo de miR-29c. Existem trabalhos que sugerem a participacdo deste microRNA
em eventos importantes para a carcinogénese como imortalizacdo, iniciacdo de células
malignas, angiogénese e apoptose (BAE et al., 2014; FAN et al., 2014; GUAN et al., 2015;
HAN et al., 2014; HU et al., 2015; LIU, M. et al., 2016; MATSUSHIMA,; ISHIYAMA, 2016;
SENGUPTA et al., 2008)

Outras variaveis clinicas, histolégicas ou de exposicdo a fatores de risco ndo
influenciaram a expressao de microRNAs, mostrando que este pode ser considerado um fator
de avaliacdo independente. Ja foi reportado que o perfil de microRNAS expresso em carcinoma
de células escamosas orais nédo é alterado por fatores de risco como o fumo, dados concordantes
com nossos achados (KOLOKYTHAS et al., 2015). Além disso, ndo se encontrou influéncia
da expressao dos microRNAs estudados tanto em displasias como no CCE com a presenca do

achado microscopico de coloicitose, alteracdo morfoldgica sugestiva de associacdo com o HPV.

No presente estudo, 0 microRNA-17 apresentou-se hiperexpresso em CCEs orais,
assim como o encontrado por Wong, T.-S. et al. (2008) e Shi et al. (2015). Este miRNA também
mostrou niveis séricos aumentados em pacientes portadores de cancer de boca (MACLELLAN
etal., 2012). Os niveis aumentados de expressdo desse microRNA também estiveram presentes
em displasias em relacdo ao tecido normal, como descrito por Shi et al. (2015).
Interessantemente, observa-se um incremento estatisticamente significante de miR-17 em
CCEs orais em relacdo as displasias. Dos miRNAs avaliados, esse foi 0 Unico a apresentar
comportamento diferente em relagdo as amostras da regido perilesional, tendo exibido aumento
de expressao em regido adjacente (perilesdo) de displasias em relacéo a propria displasia oral.
Hé provavel associagéo entre microRNA-17 e supresséo da atividade apoptdtica por inibir p21,
indicando sua atuagdo como oncomiR (WU; WU,; LIU, 2016; WU, et al., 2013).
Diferentemente, Chang, et al. (2013) encontraram hipoexpressdo de miR-17 em linhagens
celulares com maior atividade migratoria, sugerindo que esse microRNA teria como alvo a

Integrina B8 (ITGPS), que € um receptor para fibronectina.
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H& poucos trabalhos na literatura relacionando o microRNA-29c com as neoplasias
orais. Ja foi demonstrado que este microRNA esta hiperexpresso em CCEs orais metastaticos
em relacdo aos ndo metastaticos (SERRANO, et al., 2012) e em carcinomas agressivos de
lingua ocorrendo em pacientes jovens (HILLY et al.,, 2016). No céancer de nasofaringe,
apresenta-se, frequentemente, hipoexpresso, estando associado com resisténcia dos tumores a
radiacdo e a quimioterapia com cisplatina (ZHANG, et al., 2013). No presente trabalho,
verificou-se que o0 miR-29c esta hiperexpresso em areas perilesionais de displasias, havendo,
no entanto, diminuicdo da expressdo lesional, quando analisado o método de comparacéo entre
os ACt. Todavia, quando comparado ao tecido normal, esse microRNA permanece
hiperexpresso. HUDCOVA et al., (2016) também encontrou diferenca entre a expressao de
miR-29c em areas lesionais em relacdo a regido perilesional de carcinomas de cabeca e pescoco.
Entretanto, contrariamente ao observado neste trabalho, miR-29c encontrava-se diminuido nos

tecidos adjacentes ao tumor e esse achado esteve associado a piores progndsticos.

Identificou-se, no presente trabalho, aumento significante da expressdo dos
microRNAs miR-17 e miR- 29c entre displasias e CCEs. Sendo assim, o incremento desses
microRNAs pode estar relacionado a progressdo de desordens potencialmente malignas para
CCEs orais. Os microRNAs miR-31 e miR-10a apresentaram grande variagao na sua expressao
e alto desvio padrdo nos grupos, ndo sendo, portanto, obtida diferenca estatisticamente

significante entre CCE e Displasia, mesmo havendo diferenca no valor médio dos grupos.

Ja foi reportada hiperexpressdao de microRNA-10a em carcinoma de células
escamosas oral, semelhantemente ao encontrado neste trabalho (KOZAKI et al., 2008; LIU,
C.-J. etal., 2010). Entretanto, Hui et al. (2010) mostraram hipoexpressdo desse microRNA em
neoplasias malignas de cabeca e pescogo. Carcinomas gastricos e uterinos tambéem
apresentaram perfil de hiperexpressdo de miR-10a, relacionando-se ao risco aumentado de
metastases (CHEN, et al., 2012; ZENG; LI, 2014). No entanto, ainda ndo foi descrito alvo

especifico desse microRNA em neoplasias orais.

Até 0 momento, ndo é do nosso conhecimento a realizagéo de pesquisas que avaliem
a expressdo de microRNAs 10a e 29c em displasias orais, sendo este o primeiro trabalho a
demonstrar a hiperexpressdo destes microRNAs nessas lesdes. Ressalta-se, que miR-10a
apresenta-se quantitativamente semelhante em displasias e CCEs orais, enquanto miR-29c
apresenta aumento significante quando a lesdo displasica progride para a malignidade. O tecido
presente na regido de perilesdo apresenta perfil desses microRNAs semelhante ao encontrado

nas displasias. Levando em consideracdo a primeira andlise estatistica realizada, utilizando-se
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a variacdo dos ACts entre os grupos controle, displasia e CCE, pbde-se identificar
hiperexpressao de miR-29c em area perilesional de displasias em relacdo a &rea lesional assim

como miR-17.

O comportamento dos microRNAs em &rea adjacente ao tumor tem sido pouco
estudado. Varios trabalhos utilizam o tecido perilesional como amostra controle, partindo do
pressuposto de que ndo ha alteracdo de microRNAs nessas areas (DE SARKAR et al., 2014;
OUYANG et al.,, 2013; RAMDAS et al., 2009). Nao obstante, Hudcova et al. (2016)
encontraram diferenca entre tecido perilesional e tumoral, correlacionando a alteracdo da
expressdo de microRNAs em éareas perilesionais a presenca de metéstases linfonodais. Para
analise de microRNAs devem-se obter, inicialmente, amostras de tecidos normais originados
de individuos livres de doenca e ndo expostos aos fatores de risco para a neoplasia a ser
estudada, pois o perfil de expressdo de miRNAs ¢é tecido-especifico, observando-se
comportamento semelhante em tecidos advindos de individuos diferentes (VOLINIA et al.,
2006). Os resultados encontrados no presente estudo corroboram com a teoria do campo de
cancerizacao e mostram que o perfil de expressdo desses microRNAs em amostras perilesionais
ja se encontra molecularmente alterado, apresentando perfil de expressdo semelhante a area de

lesdo e diferente do tecido normal.

Este é o primeiro trabalho do qual se tem conhecimento que identificou correlacéo
entre os microRNAs em desordens potencialmente malignas e no cancer bucal (CCE).
Observou-se, em displasias orais, correlagdo positiva entre microRNAs miR-29¢ e miR-10g;
miR-10a e miR-17; e miR-17 e miR-31 enquanto nos CCEs todos 0os microRNAS relacionaram-
se positivamente entre si. Em areas perilesionais, também é possivel observar a correlacdo entre
miR-10a e miR-29c em displasias, e entre miR-31 e miR-17; miR-10a e miR-29c em lesdes
malignas. A partir disso, pode-se inferir que a correlagéo entre miR-10a-miR29c é um dos
primeiros eventos a ocorrer permanecendo até a transformacao do tecido para malignidade e,

finalmente, na célula cancerigena, identifica-se a correlacdo dos microRNAs 31 e 10a.

A alta expressdao de STAT3 em neoplasias malignas de boca ja foi descrita por
varios autores (FASANARO et al., 2015; KLOSEK et al., 2004; PECTASIDES et al., 2010;
TRIVEDI et al., 2011). A provavel relacdo desse transdutor de sinais com o cancer de boca é
reforcada pelo efeito inibitorio de crescimento de ceélulas malignas acarretado pelo uso de
farmacos inibidores diretos ou indiretos de STAT3 (ADACHI et al., 2012; JIA, et al., 2016;
SEN et al., 2015), podendo estar envolvido, também, na eficacia de tratamentos de quimio e
radioterapia (KALIYAPERUMAL et al., 2015).
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Neste trabalho, STATS3 fosforilado mostrou alta imunomarcagdo em carcinomas de
celulas escamosas orais e em desordens potencialmente malignas tanto em ndcleo quanto em
citoplasma, sendo o padrdo de marcacdo mais frequentemente encontrado o citoplasmatico com
intensidade leve. A deteccdo de STAT3 ativado em regido nuclear e citoplasmatica sugere sua
atuacdo tanto na sinalizacdo quanto na inducdo da transcri¢cdo de genes (ZHAO et al., 2012).
Alguns autores relacionam a marcagdo nuclear de STAT3 com piores progndsticos em cancer
de boca (SHAH, et al., 2006), enquanto outro estudo avaliando lesdes de cabeca e pescoco
sugere comportamento oposto, associando esse padrdo de marcacdo a melhores prognésticos
(PECTASIDES et al., 2010).

Variaveis clinicas de sexo, idade, historia de uso de fumo e etilismo ou gradacao
histologica ndo influenciaram a expressdo de STAT3, semelhante ao relatado por Pectasides et
al. (2010) e Macha et al. (2011). O trabalho de Shah, et al. (2006), no entanto, encontrou
intensidade e percentual de marcacdo diferente em relacdo ao estagio tumoral.

Carcinomas de células escamosas que apresentaram padrdo de crescimento
cordonal mostraram maior expressao citoplasmatica de STAT3 do que aqueles que se
organizam em ninhos ou em lencois. Estudos recentes tém mostrado que tumores com padrdo
de crescimento mais infiltrativo ou com pequenas ilhas de células invasoras exibem maior risco
de recidiva e pior prognostico (ALMANGUSH et al., 2015; STRIEDER et al., 2017).

A expressdo de STAT3 em desordens potencialmente malignas orais tem sido alvo
de poucos estudos. Neste trabalho, demonstrou-se alto percentual de imunomarcacdo em
displasias orais, semelhante ao encontrado em carcinomas e diferentemente da mucosa oral
normal. Macha et al. (2011) encontraram positividade acima de 50% para leucoplasias orais
com e sem displasias, sugerindo que o acimulo de STAT3 nuclear ocorre desde a presenca de
desordens potencialmente malignas. Ja Nagpal, Mishra e Das (2002) identificaram positividade
citoplasmatica em apenas uma das oito amostras de leucoplasia avaliadas em seu estudo. Este
autor analisou ainda CCEs orais e encontrou maior expressdo de STAT3 em tumores de
pequenas propor¢oes e que esta diminui com o0 aumento da lesdo. Embora ndo haja consenso
em relacdo ao comportamento de STAT3 em DPM, o presente estudo sugere que ha alta
ativacao desse transdutor de sinais nessas lesdes e que este pode estar envolvido no processo

de alteracdes celulares que levam a transformacédo maligna.

Neste trabalho, identificou-se alta marcacdo de IL-6 (100%) nas amostras de

displasias e de neoplasias malignas orais. Entretanto, ndo foi possivel correlacionar a
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imunomarcacdo de IL-6 com STAT3 ou com as demais variaveis clinicas, estes dados s&o
concordantes com o estudo de Shinagawa et al. (2016), que avaliou 0 comportamento desses

marcadores em lesdes malignas orais.

Vérias publicagdes apontam para uma alta da expresséo de IL-6 em carcinomas de
celulas escamosas orais, seja em niveis séricos (DUFFY et al., 2008; LOTFI et al., 2015; ST
JOHN et al., 2004), salivares (JURETIC et al., 2013; LISA CHENG et al., 2014; PANNEER
SELVAM; SADAKSHARAM, 2015) ou teciduais (CHEN, et al., 2012; GUERRERA et al.,
2014). O aumento de IL-6 pode estar relacionado a pior progndéstico e radiorresisténcia (GAO;
ZHAO; HALSTENSEN, 2016; JINNO et al., 2015). Por ser uma citocina pleiotrépica, ja foi
relacionada a varias mecanismos importantes para aquisicdo do fendtipo maligno, como
migracdo celular (CHUANG et al., 2014), crescimento tumoral (WANG, et al., 2002),
angiogénese, metéastase e infiltracao tecidual (SUNDELIN et al., 2005).

Assim como para STATS3, pesquisas sobre a avaliacdo do comportamento de IL-6
em desordens potencialmente malignas orais sdo escassas. Em saliva, hd um aumento dessa
citocina em pacientes portadores de displasias orais quando comparados a pacientes livres de
doenca (BAGAN et al., 2016; BRAILO, V et al., 2006; DINESHKUMAR et al., 2016;
JURETIC et al., 2013; PANNEER SELVAM; SADAKSHARAM, 2015; SHARMA et al.,
2011). O Unico trabalho a realizar avaliacdo imunoistoquimica de 1L-6 em displasias orais foi
conduzido por Kamperos et al. (2016), que mostraram, também, alta positividade, em 55,6%
dos casos.

Portanto, 0s nossos resultados evidenciam uma provavel alteracdo epigenética na
mucosa oral previamente exposta a carcindgenos, mesmo em areas onde clinicamente ndo ha
lesdo. Ressalta-se a correlagdo positiva entre 0s microRNAs miR-29¢c e miR-10a tanto em
regido perilesional das displasias e dos CCEs como no préprio CCE. A imunoexpressdo de IL-
6 e STAT encontrada em altos percentuais nas desordens potencialmente malignas pode sugerir
que essas Vias ja se encontram alteradas antes mesmo da instalacdo das neoplasias malignas. O
presente estudo foi de fundamental importancia para a identificacdo de microRNAs que se
encontram diferentemente expressos nas desordens potencialmente malignas e carcinomas de
células escamosas orais. Estudos subsequentes sdo necessarios para desvendar os alvos sobre
0S quais atuam e gue, portanto, apresentam-se desregulados durante a progressao do cancer de
boca. Ha indicios de que 0 miR-29c possa atuar sobre o oncogene Mcl-1 (SAITO et al., 2013)

e regulacdo da metilacdo do DNA (MORITA et al., 2013) enquanto miR-10a pode promover a
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inibicdo do receptor tirosino-quinase EphA4, relacionando-se a transicao epitélio-mesénquima
(YAN, et al., 2013), sendo estes possiveis alvos para futuros trabalhos.
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7. CONCLUSOES

Os miR-10a, miR-17, miR-29c e miR-31 mostraram-se hiperexpressos em
carcinomas de células escamosas e displasias orais quando comparados com o tecido normal.
No carcinoma de células escamosas, observou-se correlagdo positiva entre 0s microRNAs 29¢
e 0 miR-10a, o miR-10acom o0 31 e 17, e 0 miR17 com o0 29c. Ja nas displasias, encontrou-se
correlacdo positiva entre miR-29c com 0 10a, o miR-10 a com 0 17 e 0 miR-17 com o 31.

Houve incremento da expressdo dos miRNAs 17 e 29c, em carcinomas quando
comparados com as desordens potencialmente malignas. Correlagao positiva dos miRNAs 29¢
e 10a foi encontrada no CCE, nas displasias e areas de perilesdo do CCE e displasia.

Nas areas perilesionais das displasias verificou-se maior expressdo de miR-17 em
relacdo ao tecido displasico, enquanto que, na regido adjacente ao CCE, todos os microRNAs
comportaram-se semelhante ao tecido lesional.

IL-6 e STAT3 apresentaram extensa e intensa imunomarcacgdo nas displasias e no

CCE independentemente das variaveis clinicas analisadas.

Figura 13 - Fluxograma final de resultados
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado
“INVESTIGACAO DA ASSOCIAC;AO ENTRE OS miRNAs 10a, 17, 29c e 31 E A
EXPRESSAO DE IL-6 E STAT3 EM LESOES ORAIS POTENCIALMENTE MALIGNAS,
NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS E CAMPO DE CANCERIZACAO. ”

Para tanto, necessitaremos de fragmentos de tecido de pacientes que possuam €ssas
alteraces, para que possamos compara-las. Durante o procedimento de bidpsia, serdo
removidos dois fragmentos de tecido da regido da lesdo, sendo seguido de sutura local. Este
procedimento ndo trara nenhum prejuizo a cicatrizacdo nem trard qualquer desconforto
adicional.

Neste estudo, ndo ha beneficio financeiro para o participante. Vocé tem a liberdade de
retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem prejuizo
para seu tratamento na Instituicdo. Sera guardado sigilo total sobre suas informag6es. Os dados
obtidos serdo analisados em conjunto com outros pacientes, nao sendo divulgada a identificacao
de nenhum participante.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é Carolina
Rodrigues Teofilo, que pode ser encontrada no endereco: Rua Alexandre Baraina S/N — UFC,
no telefone 988041003.

Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informagdes e concorde em
participar, solicitamos que assine no espaco abaixo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 2

Termo de Consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa intitulado “INVESTIGACAO
DA ASSOCIACAO ENTRE OS miRNAs 10a, 17, 29c e 31 E A EXPRESSAO DE IL-6 E
STAT3 EM LESOES ORAIS POTENCIALMENTE MALIGNAS, NO CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS E CAMPO DE CANCERIZACAO”. Para tanto, necessitaremos de
fragmentos de tecido de pacientes que ndo possuam essas alteragdes, para que possamos
comparé-los. Durante o procedimento de exodontia, serd removido um fragmento de tecido da
regido que recobre o seu dente, sendo seguido de sutura local. Este procedimento ndo trara
nenhum prejuizo & cicatrizagdo nem trara qualquer desconforto adicional.

Neste estudo, ndo ha beneficio financeiro para o participante. Vocé tem a liberdade de retirar
seu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem prejuizo para seu
tratamento na Instituicdo. Sera guardado sigilo total sobre suas informacdes. Os dados obtidos
serdo analisados em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de
nenhum participante.

Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas. A principal investigadora € Carolina Rodrigues Tedfilo,
que pode ser encontrada no endereco: Rua Alexandre Baraina S/N — UFC, no telefone
88041003.

Caso vocé se sinta suficientemente informado a respeito das informagbes e concorde em
participar solicitamos que assine no espago abaixo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [ 1

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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APENDICE C — TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

TERMO DE FIEL DEPOSITARIO

Eu, Prof. Dr. Fabricio Bitu Sousa, Chefe do Servico Patologia Bucal, fiel depositario dos
prontudrios e da base de dados deste departamento da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Ceard, campus Fortaleza, declaro que a aluna Carolina Rodrigues
Tedfilo esta autorizada a realizar, nesta instituicio, o projeto de pesquisa “INVESTIGACAO
DA ASSOCIACAO ENTRE OS miRNAs 10a, 17, 29c e 31 E A EXPRESSAO DE IL-6 E
STAT3 EM LESOES ORAIS POTENCIALMENTE MALIGNAS, NO CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS E CAMPO DE CANCERIZACAO”, sob responsabilidade da
pesquisadora Profd. Ana Paula Negreiros Nunes Alves, cujo objetivo geral é realizar uma
avaliacdo molecular de desordens potencialmente malignas e neoplasias malignas de cavidade

oral.

Ressalto que estou ciente de que serdo garantidos os direitos, dentre outros assegurados
pela resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde, de:

1) Garantia da confidencialidade, do anonimato e da néo utilizacdo das informacdes em
prejuizo dos outros.

2) Que ndo havera riscos para o sujeito de pesquisa.

3) Emprego dos dados somente para fins previstos nesta pesquisa.

4) Retorno dos beneficios obtidos atraves deste estudo para as pessoas e a comunidade
onde foi realizado.

Informo-lhe ainda, que a pesquisa somente sera iniciada apos a aprovacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Cearé para garantir a
todos os envolvidos os referenciais basicos da bioética, isto €, autonomia, ndo maleficéncia,

benevoléncia e justica.



