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RESUMO 

 
Os microRNAs (miRNAs) são moléculas que participam de diferentes processos 

fisiológicos e quando desregulados podem favorecer o desenvolvimento de diversas 

doenças como o carcinoma de células escamosas oral (CCEO) e o glioblastoma 

(GBM). Alterações na família miR-181 já foram descritas em diversos tipos de 

cânceres, incluindo o CCEO e o GBM. Além disso, alterações em outras vias como a 

via de TGF-β, de MMP7 e de Sonic Hedgehog (Shh) que já foram associadas ao 

desenvolvimento, invasão, agressividade e resistência no CCEO, e no GBM. Portanto, 

o objetivo do estudo foi de avaliar a relação entre a família miR-181 e as vias de TGF- 

β e MMP7 no CCEO e Shh no GBM. Primeiramente avaliamos a expressão da família 

miR-181 e de seus alvos TGFBRII e MMP7 por PCR quantitativo (qPCR) em duas 

linhagens de CCEO (SCC9, SCC25), comparadas a uma linhagem de queratinócitos 

normal (HaCat). Em seguida a expressão destes miRNAs foi avaliada em 12 amostras 

de pacientes portadores de CCEO comparadas a 11 amostras de mucosa oral normal. 

Posteriormente, realizamos um ensaio in vitro para avaliar por qPCR a expressão do 

miR-181a/181c, utilizando uma linhagem de astrócitos normal e uma linhagem de 

GBM (GBM11) tratadas com Shh exógeno e com GANT-61(um inibidor da via). Como 

resultados, não encontramos diferença significativa na expressão de TGFBRII e 

MMP7 no CCEO comparado às amostras normais. TGFBRII mostrou correlação com 

metástase em linfonodos regionais, nos pacientes CCE3 e CCE4. Além disso, 

TGFBRII apresentou correlação positiva com miR-181a. Não houve correlação entre 

MMP7 e os dados clínicopatológicos dos pacientes. Nas análises do GBM, 

observamos hipoexpressão do miR-181a/c na linhagem GBM11 quando comparada 

com a linhagem de astrócitos (p<0,0001). Após o tratamento, observou-se a 

hiperexpressão do miR-181a no grupo de GBM tratado com Shh quando comparado 

com o grupo controle (p=0,013), mas não houve diferença na expressão desse miRNA 

quando as células foram tratadas com GANT-61, indicando que a modulação de Shh 

sobre esse miRNA não ocorre através da via canônica de Shh. Dessa forma, os dados 

gerados nesse estudo parecem apontar para um importante papel da família miR-181 

na regulação do processo de carcinogênese no CCEO e no GBM. 

Palavras-chave: microRNAs, Câncer oral, Glioblastoma, Sonic Hedgehog, TGF-β 



1 

 

ABSTRACT 

 
MicroRNAs (miRNAs) are molecules that participate in different physiological 

processes and when unregulated they can favor the development of several diseases 

such as oral squamous cell carcinoma (OCC) and glioblastoma (GBM). Changes in 

the miR-181 family have already been described in several types of cancers, including 

CCEO and GBM. In addition, alterations in other pathways such as the TGF-β, MMP7 

and Sonic Hedgehog (Shh) pathways that have already been associated with 

development, invasion, aggressiveness, and resistance in CCEO and GBM. 

Therefore, the aim of the study was to evaluate the relationship between the miR-181 

family and the TGF-β and MMP7 pathways in CCEO and Shh in GBM. We first 

evaluated the expression of the miR-181 family and its targets TGFBRII and MMP7 by 

quantitative PCR (qPCR) in two strains of CCEO (SCC9, SCC25), compared to a 

normal keratinocyte strain (HaCat). Then the expression of these miRNAs was 

evaluated in 12 samples from patients with OSCC compared to 11 samples from 

normal oral mucosa. Subsequently, we performed an in vitro assay to evaluate the 

expression of miR-181a/181c by qPCR, using a normal astrocyte lineage and a GBM 

lineage (GBM11) treated with exogenous Shh and with GANT-61 (a pathway inhibitor). 

As a result, we found no significant difference in the expression of TGFBRII and MMP7 

in CCEO compared to normal samples. TGFBRII showed a correlation with regional 

lymph node metastasis in patients CCE3 and CCE4. In addition, TGFBRII was 

positively correlated with miR-181a. There was no correlation between MMP7 and the 

clinicopathological data of the patients. In the GBM analyses, we observed a 

hypoexpression of miR-181a/c in the GBM11 lineage when compared to the astrocyte 

lineage (p<0.0001). After treatment, there was an overexpression of miR-181a in the 

GBM group treated with Shh when compared to the control group (p=0.013), but there 

was no difference in the expression of this miRNA when the cells were treated with 

GANT-61, indicating that the modulation of Shh on this miRNA does not occur through 

the canonical Shh pathway. Thus, the data generated in this study seem to point to an 

important role of the miR-181 family in the regulation of the carcinogenesis process in 

CCEO and GBM. 

Keywords: microRNAs, Oral cancer, Glioblastoma, Sonic Hedgehog, TGF-β 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A epigenética consiste em diversos mecanismos de regulação da 

expressão gênica em que não há alteração das sequências de nucleotídeos da 

molécula de DNA (ESTELLER, 2008.). As alterações epigenéticas permitem a 

estimulação ou inibição de vias de sinalização e moléculas associadas a 

manutenção da homeostase ou ao desenvolvimento de doenças (RIDEOUT III et 

al., 2001; ZHANG et al., 2020). Dentre os diferentes mecanismos epigenéticos 

destaca-se a regulação desempenhada pelos microRNAs (miRNAs), pequenas 

moléculas de RNA que não codificam proteínas, com importante papel na 

regulação pós-transcricional (MOHR ; MOTT, 2015). A expressão dessas 

moléculas foi associada a progressão, invasão e metástase em diversos tipos de 

cânceres e foram associadas a regulação da via de Shh e TGF-β (AKHTAR et al., 

2015; BUTZ et al., 2012; GUAN et al., 2011; GUO et al., 2016; LIU et al., 2016). 

Apesar do perfil de expressão dos miRNAs ser tecido específico, é possível 

observar que em certas doenças o mesmo grupo de miRNAs apresenta-se 

alterado, como ocorre no carcinoma de células escamosas oral (CCEO) e no 

glioblastoma (GBM) (IORIO ; CROCE, 2009). 

O câncer corresponde a mais de 100 doenças malignas caracterizadas 

pela proliferação desordenada das células, perda de diferenciação e escape do 

processo de apoptose (INCA, 2020). As alterações observadas durante a 

progressão dessa doença abrangem mutações genéticas, modificação do perfil 

epigenético e desregulação de vias de sinalização (HANAHAN ; WEINBERG, 

2011). A via de Shh e TGF-β são importantes vias embrionárias, mas que já foram 

descritas desreguladas durante o processo de carcinogênese favorecendo a 

proliferação, invasão e indiferenciação das células tumorais (AKHURST et al., 

2017; COCHRANE et al., 2015). A interação da via de Shh e TGF-β ocorre durante 

processos fisiológicos como a embriogênese, mas também foi descrito durante o 

desenvolvimento tumoral (ALVAREZ et al., 2002; GUO ; WANG, 2009; JOHNSON 

et al., 2011). Na carcinogênese essa interação ativa processos importantes para a 

agressividade dos tumores como a transição epitélio mesenquimal (TEM) que 

favorece a migração das células tumorais (JAVELAUD et al., 2011; JAVELAUD et 

al., 2012). 
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O CCEO é o tipo histológico mais frequente de câncer da cavidade oral, 

corresponde a 90% de todos os casos e acomete na sua maioria homens acima 

de 40 anos (Barasch et al., 1998; IARC, 2020). Além disso, o CCEO é considerado 

um tumor altamente agressivo e invasivo com altas taxas de recidivas e metástase 

mesmo quando o diagnóstico é feito nos estágios iniciais da doença 

(CHATTERJEE et al., 2019). Esse comportamento pode ser explicado pela 

heterogeneidade do CCEO desencadeada pelas alterações genéticas e 

epigenéticas que se observa nesse tumor (BAVLE et al., 2016). Além disso, o 

tratamento do CCEO que abrange cirurgias mutilantes afeta a qualidade de vida e 

o prognóstico do paciente, e faz dessa doença um problema de saúde pública 

(SHRIDHAR et al., 2016). 

O GBM é o tipo histológico mais frequente de tumor cerebral em adultos e 

o mais agressivo, e corresponde aproximadamente a 50% dos tumores malignos 

do SNC. O GBM se desenvolve a partir de células gliais e apresenta rápido 

crescimento infiltrativo, proliferação microvascular, indiferenciação celular e 

necrose. A necrose diferencia histologicamente o GBM dos gliomas de baixo grau 

e reduz consideravelmente a taxa média de sobrevida dos pacientes (LOUIS et al., 

2016; NØRØXE et al., 2016). Os sintomas variam de acordo com a localização e 

o tamanho do tumor, os mais frequentes incluem náuseas, cefaleia e déficit 

neurológico. 

Portanto, o objetivo do estudo é avaliar como as alterações na expressão 

da família miR-181 modulam a via de TGF- β e Shh, e, consequentemente, 

influencia no desenvolvimento do CCEO e do GBM. Dessa forma, o estudo das 

alterações no perfil de expressão da família miR-181 e das vias de Shh e TGF-β, 

é essencial para a melhor compreensão da carcinogênese no CCEO e no GBM, 

bem como para identificação de moléculas como alvo terapêutico e biomarcadores 

para diagnóstico dessas doenças. 

 

 
REVISÃO DE LITERATURA 

 
 miRNAs 

 

Os miRNAs fazem parte de um grupo de RNAs não codificantes que possuem 

funções regulatórias (AMBROS, 2004). Essas moléculas variam de 18 a 22 
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nucleotídeos e regulam a expressão gênica ao se parearem ao seu RNA mensageiro 

alvo, na região não traduzida da extremidade 3’ (UTR 3’, do inglês, untranslated region 

3’), induzindo a clivagem e/ou repressão da tradução (BARTEL, 2004). Os miRNAs 

possuem importante papel em diversos processos celulares como proliferação, 

diferenciação, imunidade, apoptose e carcinogênese (COWLAND et al., 2007). 

A biogênese do miRNA se inicia com a sua transcrição no núcleo celular pela 

polimerase II, majoritariamente, e o posterior processo de clivagem do miRNA primário 

(pri-miRNA) pelo complexo Drosha, que gera o miRNA precursor (pré-miRNA), 

estrutura em forma de hairpin (Figura 1). O pré-miRNA é transportado para o 

citoplasma através da Ran-GTPase exportina-5. No citoplasma, o pré-miRNA é 

clivado pelo complexo formado pela enzima Dicer, dando origem a uma dupla fita com 

aproximadamente 22 nucleotídeos. Uma das fitas origina o miRNA maduro, que é 

incorporado ao complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC, do inglês RNA- 

induced silencing complex), que apresenta como um dos seus componentes a 

proteína Argonauta (AGO) (BARTEL, 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED et al., 2017). 

Figura 1: Biogênese dos miRNAs. 
 

 

Legenda: O pri-miRNA é transcrito no núcleo da célula e posteriormente clivado pelo 

complexo Drosha que dá origem ao pré-miRNA. O pré-miRNA é transportado para o 
citoplasma da célula e em seguida é clivado pela Dicer dando origem a uma dupla fita com 
aproximadamente 22 nucleotídeos. O miRNA maduro é anexado ao complexo RISC, e a outra 
fita é degrada (adaptado de LIN ; GREGORY,2015). 
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O mecanismo de ação dos miRNAs está relacionado com o grau de 

complementaridade das fitas de RNA mensageiro (RNAm) alvo e o miRNA. Quando 

o grau de complementaridade for próximo de 100%, o mecanismo utilizado é a 

degradação do RNAm através da via dos RNAs de interferência (siRNA), via utilizada 

pelo Reino Plantae. Porém, quando o grau de complementaridade é imperfeito, o 

mecanismo de ação é a repressão do processo de tradução do mRNA, usado nos 

metazoários (NAVEED et al., 2017). 

Uma vez que a complementaridade das fitas de RNAm alvo e do miRNA não 

é total na maioria das células eucariotas, um mesmo miRNA pode regular diferentes 

mRNA. Dessa forma, estima-se que essas moléculas sejam responsáveis por regular 

30% dos genes que codificam proteínas (LEWIS et al., 2005). Isso faz com que os 

miRNAs sejam classificados como os reguladores de genes mais abundante no 

organismo (SASSEN et al., 2008). 

A alteração no perfil de expressão dos miRNAs está associada a diversas 

doenças, dentre elas o câncer (LIN ; GREGORY, 2015). No desenvolvimento das 

neoplasias malignas, os miRNAs podem assumir função de supressão tumoral, no 

combate às células tumorais, ou de oncogenes (oncomiR), favorecendo o 

desenvolvimento do câncer. Os estudos relacionando os miRNAs e o câncer são feitos 

comparando o perfil de expressão dessas moléculas em células tumorais, e células 

normais. Basicamente, possuem função oncogênica, quando regulam proteínas 

supressoras tumorais, e função supressora, quando inativam possíveis proteínas 

oncogênicas (ZHANG et al., 2007). 

 MICRORNA E CÂNCER 
 

O câncer, também denominado de neoplasia maligna, faz parte das Doenças 

e Agravos Não Transmissíveis (DANT) e corresponde a segunda maior causa de 

morte no mundo (OPAS, 2018). No ano de 2018, foram responsáveis por 9,6 milhões 

das mortes registradas nesse período. Dos 18 milhões de novos casos no ano de 

2018, 52,3% corresponderam ao sexo masculino e 47,7% ao sexo feminino (IARC, 

2018). As neoplasias malignas representam um problema de saúde pública devido às 

altas taxas de incidência e mortalidade associada a essas doenças, e por se 

constituírem uma das principais causas de morte prematura (INCA, 2020). Cerca de 

70% dos casos de morte por câncer ocorrem em países de baixa e média renda, e 

esses países são os mais vulneráveis às complicações socioeconômicas 
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desencadeadas pelo câncer visto que apenas 26% apresentam serviços de patologia 

e menos de 30% apresentam serviços de tratamento disponíveis para os pacientes 

(OPAS, 2018). 

A neoplasia maligna é caracterizada pela proliferação celular descontrolada e 

desordenada, com perda de diferenciação celular e do mecanismo de apoptose. 

Essas alterações ocorrem devido a mutações genéticas e epigenéticas que propiciam 

um ambiente favorável para o desenvolvimento do câncer. Dessa forma, essas células 

possuem capacidade de invadir tecidos vizinhos e de migrar para outros órgãos, 

levando ao processo denominado de metástase (PEREZ-ORDOÑEZ et al., 2006). Os 

principais fatores de risco para o desenvolvimento do câncer estão associados 

principalmente a causas comportamentais e alimentares e incluem tabagismo; 

etilismo; infecção viral; baixo consumo de frutas e legumes; sedentarismo; e exposição 

à radiação (ISLAMI et al., 2018). 

O câncer se desenvolve a partir de mutações no DNA, que desencadeiam 

alterações genéticas e epigenéticas, resultando na inativação de genes supressores 

tumorais ou ativação de proto-oncogenes, ou ambos (PEREZ-ORDOÑEZ et al., 2006). 

Após a fase inicial da carcinogênese, para o tumor se desenvolver e alcançar potencial 

de invasão, cascatas moleculares associadas a proliferação celular, apoptose, 

angiogênese e metástase, deverão ser ativadas para garantir um microambiente 

favorável (ARGIRIS et al., 2008). Estudos têm demonstrado a importância da transição 

epitélio-mesenquimal (TEM) na agressividade de diversos tipos de câncer, como em 

osteossarcomas, gliomas e tumores de mama (ZHAO et al., 2018; WANG et al., 2018; 

CANTINI et al., 2019). 

Dentre os principais eventos epigenéticos envolvidos na carcinogênese, 

destaca-se a alteração no perfil de expressão dos miRNAs, moléculas envolvidas na 

iniciação, promoção, invasão, metástase e resistência à quimioterapia (ZHANG et al., 

2012; ALI SYEDA et al., 2020). Os miRNAs atuam sobre vias de sinalização e 

moléculas que durante a carcinogênese induzem processos como o estresse celular, 

o suprimento limitado de oxigênio, a inflamação e a TEM, e consequentemente, 

favorecem o microambiente tumoral (JEFFRIES et al., 2019; LIN, 2019; LIU et al., 

2021). Dentre os miRNAs que se destacam no desenvolvimento tumoral, a família 

miR-181 já foi descrita com expressão aberrante em diversos tipos de tumores, 

incluindo câncer de mama, próstata, CCEO e GBM, onde podem atuar como 
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supressores tumorais ou oncomiR (SLABY et al., 2010; YANG et al., 2011; JI et al., 

2014; YOO et al., 2016; ZHIPING et al., 2017; INDRIERI et al., 2020). 

1.1.3 miR-181 
 

A família miR-181 é composta por seis diferentes genes (miR-181a1, miR- 

181a2, miR-181b1, miR-181b2, miR-181c e miR-181d) que dão origem a quatro 

sequências maduras (miR-181a, miR-181b, miR-181c e miR-181d) (JI et al., 2009). A 

família miR-181, segundo CHEN e colaboradores (2004), possui importante papel na 

regulação da resposta imune e possuem importante função na miogênese 

(NAGUIBNEVA et al., 2006). 

O miR-181a é altamente expresso no timo, e sua expressão leva ao 

aumento/enriquecimento de células CD4+ e CD8+. Isso indica que esse miRNA 

contribui para o desenvolvimento de células T, ou seja, controla a resposta imune 

adaptativa (PEDERSEN ; DAVID, 2008). No câncer, este miRNA pode se apresentar 

como um supressor tumoral ou um oncomiR. Em gliomas, tanto miR-181a como miR- 

181b, atuam como supressores tumorais (SHI et al. 2008). Neste modelo, células 

transfectadas com mimico de miR-181a foram submetidas à altas doses de radiação, 

e uma maior sensibilidade à radioterapia foi observada (CHEN et al., 2010). No câncer 

de mama, miR-181a atua como um oncomiR, é regulado positivamente por TGF-β e 

está associado ao potencial metastático nesse tipo de tumor (TAYLOR et al., 2013). 

Todavia, no CCEO, atua como supressor tumoral através da inibição de k-ras (SHIN 

et al., 2011). 

O miR-181b atua como supressor tumoral no câncer colorretal e em 

malignidades hematopoiéticas, como a leucemia mielóide aguda (ZHAO et al., 2016, 

LI et al., 2012). Apesar de ser considerado um supressor em diversos tipos tumorais, 

foi descrito hiperexpresso no carcinoma papilar de tireóide (LI et al., 2014). Além disso, 

no câncer de estômago, o miR-181b também foi descrito como um oncomiR, pois sua 

expressão foi induzida pela via de TGF- β favorecendo o processo de metástase 

tumoral através da TEM (ZHOU et al, 2016). Também é apontado como bom 

biomarcador no CCEO, visto que sua hiperexpressão está associada à progressão de 

leucoplasias para o CCEO invasivo atuando como um oncogene nesse tipo de tumor 

(CERVIGNE et al., 2009). 
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O miR-181c já foi descrito como um importante regulador em diversos tipos 

tumores. No câncer de mama, esse miRNA promove a proliferação das células 

tumorais ao inibir a fosfatase homóloga à tensina (PTEN, do inglês phosphatase and 

tensin homolog), um gene supressor tumoral com funções reguladoras no crescimento 

e sobrevivência celular (ZHANG et al., 2015). No câncer de ovário, ele atua como um 

supressor tumoral inibindo a proliferação, migração e metástase das células tumorais, 

ao diminuir os níveis de PRKCD, proteína importante na regulação da apoptose (YAO 

et al., 2015). O miR-181c também atua como um supressor tumoral no glioblastoma 

ao regular negativamente o gene Notch2 e dessa forma, diminui a capacidade de 

proliferação, invasão e autorrenovação das células tumorais (RUAN et al., 2015). 

Outro estudo demonstrou que o miR-181c, no glioblastoma, inibe a TEM regulando 

negativamente os componentes da via TGF-β (HE et al., 2016). No CCEO, foi 

observado por Wong e colaboradores, (2008) a hiperexpressão desse miRNA. 

Contudo, ainda há poucos estudos correlacionando o miR-181c em tecidos tumorais 

de CCEO. 

O miR-181d possui importante papel no desenvolvimento de diferentes tipos 

tumores. No osteossarcoma, a hipoexpressão do miR-181d foi associada a um pior 

prognóstico, o que indica uma função de supressor tumoral nesse tipo de câncer 

(CHEN et al., 2018). No GBM, o miR-181d também atua como um supressor tumoral 

ao inibir a expressão da proteína MGMT tornando os GBMs mais suscetíveis à 

temezolomida (TMZ), um quimioterápico amplamente utilizado no tratamento desse 

tumor (ZHANG et al., 2012). No câncer de mama, foram identificadas vesículas 

derivadas de fibroblastos associados ao câncer contendo miR-181d que favorece o 

ambiente tumoral e aumenta a agressividade das células cancerígenas (WANG et al., 

2020). No câncer oral associado ao HPV, o miR-181d foi descrito hipoexpresso com 

função de supressor tumoral ao inibir a expressão do oncogene K-ras, além disso, se 

apresentou como um potencial biomarcador de diagnóstico nesse tumor (LEE et al., 

2015). 

CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS ORAL 
 

O CCEO é o tipo histológico mais frequente de câncer que acomete a 

cavidade oral, correspondendo a 90% dos casos (BARASCH, 1998). De acordo com 

a Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) para o ano de 2020, foram 

estimados 377.713 casos novos de câncer de lábio e cavidade oral no mundo (IARC, 
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2020). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o triênio 

2020/2022 apontam para o surgimento de 15.190 novos casos de câncer oral, sendo 

11.180 dos casos em homens e 4.010 em mulheres (INCA, 2020). O CCEO é 

considerado um problema de saúde pública no mundo inteiro, em virtude do impacto 

físico e psicossocial causado ao paciente, tanto pela doença, quanto por seu 

tratamento, que envolve na maioria dos casos, cirurgias extensas e mutilantes. Tais 

fatores irão influenciar diretamente no prognóstico e na sobrevida do paciente 

(SHRIDHAR et al., 2016). 

O CCEO se desenvolve a partir de uma desordem potencialmente maligna 

como as leucoplasias e eritroplasias, causadas pela exposição a agentes 

cancerígenos (SHRIDHAR et al., 2016), que se desenvolvem, principalmente no 

assoalho bocal e na língua, mas podem acometer outros sítios anatômicos, como 

palato duro, trígono retromolar, gengivas e mucosa labial (SHAH ; LYDIATT, 1995; 

AKANUMA et al., 1999; SCULLY ; PORTER, 2000). A exposição à carcinógenos, 

como álcool e tabaco são os principais fatores etiológicos do CCEO, que levam a 

alterações genéticas e epigenéticas, responsáveis por transformar a lesão 

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

Apesar do avanço no diagnóstico e no tratamento de diversos tipos de câncer, 

ainda existe uma alta taxa de mortalidade e morbidade de indivíduos com CCEO. 

Dessa forma, há uma busca para identificar fatores com relevância no prognóstico, 

com o objetivo de atender melhor às demandas de cada paciente. Esses fatores 

podem estar relacionados com idade, consumo de tabaco e álcool, atraso no 

diagnóstico, condições socioeconômicas, comorbidades, sítio anatômico, estágio da 

doença, espessura do tumor, disseminação extracapsular, diferenciação histológica e 

marcadores moleculares (MASSANO et al., 2006). 

A detecção da lesão com potencial de malignidade, quando feita em seu 

estágio inicial, diminui tanto a taxa de morbidade, quanto a taxa de mortalidade de 

pacientes portadores de CCEO. Contudo, a maioria dos casos de câncer oral são 

detectados nos estágios mais avançados da doença (SHRIDHAR et al. 2016), com 

percentual de 82% para sobrevida de 5 anos em pacientes com doença em estágio 

inicial e 49% nos estágios mais avançados (GUERRA et al., 2005). 

Atualmente, a grande barreira para o acompanhamento da progressão do 

câncer oral é o fato de não existirem biomarcadores genéticos e epigenéticos que 
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auxiliem no diagnóstico precoce da doença, apesar do fácil acesso à cavidade oral 

para detecção das desordens potencialmente malignas. Dessa forma, a descoberta 

de novos marcadores, para detecção precoce e para avaliação de respostas a terapias 

serão extremamente úteis, com a finalidade de estabelecer tratamentos menos 

invasivos, implicando em uma menor morbimortalidade e uma melhor qualidade de 

vida para este paciente. 

Na carcinogênese oral, estudos têm demonstrado alterações genéticas 

relacionadas a breakpoints em regiões cromossômicas, a mutações na família do 

oncogene Ras e C-myc, além de alterações nos genes supressores de tumor p53 e 

E-caderina (CALIFANO et al., 2000). Além disso, as alterações epigenéticas são 

consideradas eventos precoces no desenvolvimento do câncer oral, incluindo 

modificação de histonas, hipermetilação e regulação pós-transcricional por miRNAs 

(KULKARNI ; SARANATH, 2004; SHAW et al., 2006). 

EVENTOS MOLECULARES RELACIONADOS À CARCINOGÊNESE ORAL 
 

Estudos têm demonstrado que os miRNAs desempenham um papel crítico na 

regulação da TEM no câncer oral (LIU et al., 2013; MIN et al., 2015; SUN et al., 2016). 

A TEM é um processo fisiológico caracterizado pela transformação das células 

epiteliais em células mesenquimais (KALLURI ; WEINBERG, 2009). Este fenótipo 

migratório está envolvido no desenvolvimento embrionário, no processo de 

cicatrização de feridas, reparo tecidual, e também contribui patologicamente para a 

fibrose e favorece o desenvolvimento tumoral (OHTA et al., 2007; NAKAYA et al., 

2008; RASOOL et al., 2017; VALD-NIELSEN et al., 2019). As vias moleculares que 

estão envolvidas neste processo incluem, além da alteração na expressão de 

miRNAs, a perda de adesão célula-a-célula, reorganização dos microfilamentos de 

actina e expressão de metaloproteinases de matriz (MMPs) (KRISANAPRAKORNKIT 

; IAMAROON, 2012). 
 

Esse processo já foi associado à via TGF-β, um ativador dos fatores de 

transcrição indutores da TEM (HELDIN et al., 2012). A via de TGF-β, também é capaz 

de regular os níveis de MMPs, enzimas que degradam a matriz extracelular, 

exercendo importante papel na invasão e migração das células tumorais 

(MOUSTAKAS ; HELDIN, 2016). 
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A via de TGF-β possui um importante papel na homeostase das células 

epiteliais. A ação canônica de TGF-β consiste na ligação de TGF-β aos seus 

receptores de membrana específicos do tipo I (TGFBRI) e do tipo II (TGFBRII) que 

possuem atividade serina treonina-quinase (Figura 2) (FENG ; DERYNK, 2005). A 

ligação ao TGFBRII leva à fosforilação de TGFBRI e consequentemente à ativação de 

proteínas denominadas de SMADs, que irão se deslocar para o núcleo, e por sua vez, 

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

Figura 2: Via de Sinalização TGF-β. 

 
Legenda: TGF-β se liga ao seu receptor de membrana do tipo II que ativa e fosforila o receptor 

de membrana do tipo I. A sinalização intracelular é propagada pelas proteínas SMADs, 
SMAD2 e 3 são ativadas pelo receptor do tipo I, essas duas proteínas formam um complexo 
com SMAD4 capaz de se deslocar para o núcleo da célula e ativar a transcrição gênica 
(adaptado de My Cancer Genome, 2019). 

Já foi demonstrado em linhagens de CCEO que a desregulação na via de 

TGF-β pode induzir a migração e invasão nestas células, por ativação do fenótipo TEM 

(QUAN et al., 2013). A perda de expressão de TGFBRII pode promover a metástase 

no carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço (CCECP). A perda de 

TGFBRII observada por imunohistoquímica foi correlacionada com a redução nos 
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níveis de RNA mensageiro de TGFBRII, sugerindo que esta perda de expressão no 

CCECP poderia estar ocorrendo em nível pré-traducional (LU et al., 2006). 

A interação entre a via de TGF-β e os miRNAs tem sido investigada. Dentre 

os miRNAs regulados por TGF-β estão miR-181a/b/c (WANG et al., 2010; CARRELLA 

et al., 2015). Estudos em linhagens celulares tumorais revelaram que a via TGF-β 

aumenta a expressão do miR-181a e promove metástase no câncer de mama 

(TAYLOR et al., 2013). No câncer de estômago, TGF-β aumenta a expressão de miR- 

181b induzindo o processo de metástase (ZHOU et al., 2016). Por sua vez, o miR- 

181c foi associado a via TGF-β em células-tronco e células embrionárias de 

camundongos (REDSHAW et al., 2013). Entretanto, dados de bioinformática e 

estudos in vivo, demonstraram que miR-181a/b também são capazes de regular a via 

de TGF-β, tendo como alvos TGFBRI, TGFBRII e SMAD3 (CHEN et al., 2018). 

A via de TGF-β também foi descrita com importante papel na indução e 

ativação das MMPs, contribuindo para o processo de TEM (KANOAKA et al., 2018; 

KILARI et al., 2018). As MMPs fazem parte de uma família de enzimas zinco 

dependentes que degradam os componentes da matriz extracelular e da membrana 

basal (CURRAN ; MURRAY, 2000). As MMPs possuem papel importante em 

processos fisiológicos, como: cicatrização, angiogênese, morfogênese, remodelação 

óssea e comunicação celular (NAGASE et al., 2006). 

A MMP7, também chamada de Matrilisina, desempenha um papel importante 

na remodelação tecidual, visto que, possui ampla atividade proteolítica e ativa outras 

MMPs (MÄKINEM et al., 2014). Essa molécula também possui hiperexpressão em 

diversos tipos de tumores incluindo o CCEO, estando associada com invasão e 

metástase (TAKAHARA et al., 2017). 

 

A MMP7 também está sujeita a regulação epigenética, especialmente pelos 

miRNAs. Essa correlação já foi descrita no câncer gástrico por infecção pela 

Helicobacter pilori, em que os miRNAs miR-128 e miR-146a diminuíram a expressão 

da MMP3 e da MMP7 (YANG et al., 2018). A MMP7 também demonstrou ser um alvo 

do miR-143 no câncer colorretal, inibindo a proliferação das células tumorais (YU et 

al., 2017). Enquanto, no câncer hepatocelular, o miR-489 inibiu a expressão da MMP7, 

e consequentemente diminuiu a migração e invasão desse tumor (LIN et al., 2017). 
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O CCEO é uma doença que acomete pessoas idosas como mais jovens, 

apresenta um mal prognóstico, quando diagnosticado em estágios mais avançados, e 

possui altas taxas de mortalidade (WARNAKULASURIYA ; KERR, 2021). Dessa 

forma, o CCEO se caracteriza como um problema relevante de saúde pública. Como 

descrito na literatura, o desenvolvimento desse tumor está associado a alterações 

específicas em vias moleculares e no perfil de miRNAs (LU et al., 2006; CERVIGNE 

et al., 2009; SHIN et al., 2011; QUAN et al., 2013). Portanto, a melhor compreensão 

dos mecanismos associados ao seu desenvolvimento é de extrema importância para 

o aprimoramento de intervenções terapêuticas mais específicas, com menor impacto 

para a recuperação do paciente e a descoberta de novos marcadores para 

rastreamento e progressão do CCEO. 

 GLIOBLASTOMA 
 

De acordo com os dados do Globocan/IARC no ano de 2018, o câncer de SNC 

ocupou a 18ª posição dentre os cânceres mais incidentes no mundo, com um total de 

296.851 novos casos (IARC, 2022) (Figura 3). Os tumores do SNC correspondem a 

1,4 a 1,8% de todos os cânceres no mundo sendo mais comum em homens do que 

em mulheres (FARMANFARMA et al., 2019; INCA, 2020). O GBM é uma neoplasia 

maligna primária do sistema nervoso central (SNC) e se desenvolve a partir de uma 

célula não neuronal denominada de células da glia (PAW et al., 2015). 

Figura 3: Incidência de Câncer no Mundo 

 

Legenda: Taxas de incidência padronizadas por idade estimadas em 2020, em todo o mundo, 

ambos os sexos, todas as idades. (IARC, 2022) 
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Existem 3 diferentes tipos de células gliais, os oligodendrócitos, responsáveis 

pela mielinização, as microgliais, que são as células de defesa do SNC, e os 

astrócitos, as células gliais mais abundantes. Os astrócitos possuem a função de 

manter a homeostase metabólica e no caso de lesões ou resposta a patógenos eles 

podem ser ativados e mudarem seu fenótipo. Esse processo de ativação do astrócito 

é altamente regulado, no entanto, em casos de desregulação, estudos demonstraram 

sua associação com a promoção de malignidade dessas células (YANG et al., 2013). 

Os gliomas são classificados de acordo com as semelhanças histológicas com 

as células gliais, com a localização do tumor e com a agressividade das células 

neoplásicas. Os astrocitomas são os tumores mais semelhantes aos astrócitos e são 

classificados em astrocitomas de grau I à IV, sendo os de grau I e II menos agressivos 

e considerados na sua maioria tumores benignos. Os astrocitomas de grau III e IV são 

mais agressivos e classificados como tumores malignos (LOUIS ; CAVENEE, 1997). 

Os GBMs são astrocitomas de grau IV e de todos os gliomas, são os mais agressivos 

(INCA,2020). 

O GBM corresponde ao 3° tumor mais frequente na histopatologia do SNC 

sendo o tumor maligno mais comum. A incidência do GBM aumenta com a idade 

sendo mais comum em pessoas mais velhas com idade entre 75 e 84 anos, na faixa 

etária de 0-19 anos representa 3% de todos os tumores cerebrais. Apesar do avanço 

das abordagens terapêuticas, o GBM continua a ser um tumor incurável com 

tratamento complexo que consiste na ressecção cirúrgica, seguida por radioterapia e 

quimioterapia concomitante (TAMIMI et al., 2017). 

Apesar do avanço no tratamento de diversos tipos de cânceres, o tratamento 

do GBM ainda representa um desafio para a neuro-oncologia. Isso se deve ao rápido 

desenvolvimento de metástases acompanhadas por recorrências rápidas após 

sessões de tratamento desse tumor. Além disso, a estrutura anatômica do SNC 

dificulta o acesso para administração de medicamentos. Apesar do tratamento incluir 

ressecção cirúrgica, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida de 5 anos desses 

pacientes não passa de 10% (LOUIS et al., 2016). Além disso, mesmo com a 

introdução do TMZ em 2005, um alquilante que atravessa a barreira hematoencefálica 

(BHE) e leva a apoptose das células tumorais no GBM, não houve melhora na 

sobrevida total dos pacientes (WOEHRER et al., 2014). 
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A carcinogênese no GBM é um processo complexo e multifatorial que se 

desenvolve a partir de alterações que desencadeiam ganho de função dominante em 

oncogenes e perda de função em genes supressores tumorais que são responsáveis 

pelo desenvolvimento e progressão do câncer (HANAHAN ; WEINBERG, 2000). 

Dessa forma, as células humanas normais são transformadas em células com alto 

grau de malignidade. Essa transformação é desencadeada pelas alterações genéticas 

e epigenéticas que alteram vias de sinalização e modificam a progressão do ciclo 

celular, os mecanismos de reparo do DNA, a diferenciação celular e a apoptose 

(RAMDASI, 2016). 

Dentre as alterações epigenéticas observadas no GBM destaca-se a 

modificação de histonas, metilação do DNA e regulação pelos miRNAs. A regulação 

dos miRNAs no GBM pode ocorrer direta ou indiretamente em oncogenes ou em 

genes supressores tumorais e desencadear alterações no processo de proliferação, 

diferenciação e agressividade das células tumorais. Estudos demonstraram que a 

hipoexpressão do miRNA let-7 e miR-134 está associado a um pior prognóstico no 

GBM por atuarem como supressor do oncogene K-ras que promove o crescimento 

das células tumorais (ZHANG et al., 2014). Os miR-181a/b/c também são importantes 

supressores tumorais descritos em gliomas, além de interagirem com a via de 

sinalização de Shh, que se encontra desregulada favorecendo o processo de TEM, 

resultando em um fenótipo mais agressivo das células cancerígenas (GIBERT et al., 

2014; HE et al., 2016; RUAN et al., 2015; WANG et al., 2015). 

A via de Hedgehog (Hh) possui importante papel na comunicação intercelular 

durante o desenvolvimento, além de ser essencial para organogênese, homeostase e 

regeneração em mamíferos. A sinalização de Hh depende de uma organela sensorial 

muito especializada chamada de cílio primário, encontrada em quase todos os tipos 

celulares (CARBALLO et al., 2018). 

A via canônica de Shh depende da ligação direta dessa proteína no receptor 

transmembrana Patched-1 (ptch1) que regula Smoothened (Smo), uma proteína 

semelhante ao receptor acoplado a proteína G (BLOTTA et al., 2012). Patch1 ao ser 

ativado deixa de inibir Smo que transloca e se acumula na membrana do cílio primário. 

Smo regula a ativação das proteínas GLI (GLI do inglês, Glioma-associated oncogene 

homolog) que são recrutadas e deslocadas para o núcleo da célula para ativar a 

transcrição gênica (Figura 4) (ANDERSON, 2010; DENEF et al., 2000; GOETZ ; 

RIMIKUS et al., 2016). 
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Figura 4: Via canônica de Shh. 

 
Legenda: Na ausência do ligante Shh, ptch1 impede a localização e ativação de Smo na 

membrana ciliar. Nesse contexto, há a formação de um complexo associado a microtúbulos 
composto por SUFU e Kif7 que sequestram GLI e impedem seu deslocamento para o núcleo 

da célula para ativar a transcrição gênica. No entanto, na presença de Shh ptch1 deixa de 

inibir Smo que por sua vez interrompe o complexo inibitório liberando as proteínas GLI 
(CARBALLO et al., 2018). 

A desregulação das vias de sinalização importantes na embriogênese, 

incluindo a via de Hh, são associadas ao desenvolvimento de tumores cerebrais. 

Mutações específicas nos principais componentes da via de Hh, como o receptor 

Ptch1, Smo e o fator de transcrição GLI1 possuem diferentes funções no 

desenvolvimento tumoral, além de serem essenciais na manutenção das células- 

tronco cancerígenas (COCHRANE et al., 2015; WICKING ; MCGLINN, 2001). A 

correlação entre os processos da tumorigênese e embriogênese, como a proliferação, 

diferenciação e migração, torna relevante a compreensão dos papéis que essas vias 

desempenham durante a progressão do câncer (MA et al., 2010). 

O uso de inibidores da via de Shh constitui uma abordagem terapêutica 

promissora uma vez que essa via está desregulada em diversos tipos de câncer, 
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incluindo o GBM. Muitos esforços têm sido empregados no desenvolvimento de 

drogas que inibem Smo, e apesar de alguns já estarem em fase de ensaio clínico, os 

diversos efeitos colaterais e as mutações que levam a resistência dessas drogas, 

limitam seu uso (ATWOOD et al., 2015; GHIRGA et al., 2018; INFANTE et al., 2016). 

Além disso, os inibidores de Smo parecem ser ineficazes em tumores que a ativação 

aberrante de Shh está associada a mutações genéticas a jusante de Smo, ou em 

tumores que ativação dos fatores de transcrição GLI é independente de Smo 

(ATWOOD te al., 2015; INAFANTE et al., 2016). 

Dessa forma, novas estratégias terapêuticas têm sido desenvolvidas para 

contornar essas limitações, como o desenvolvimento de drogas capazes de 

antagonizar a forma resistente de Smo, e até mesmo o desenvolvimento de inibidores 

de GLI1 e GLI2 (ALFONSI et al., 2017; HOCH et al., 2015). Nesse contexto, destaca- 

se o composto GANT-61, um inibidor eficaz de GLI1/2 que regula negativamente a 

proliferação celular e suprime a formação de diversos tipos de tumores (LAUTH et al., 

2007; VON HOFF et al., 2009). Além disso, GANT-61 afeta diversas características 

do câncer, como viabilidade celular, apoptose, autofagia, marcadores do processo de 

TEM e das células tronco associadas ao tumor (BENVENUTO et al., 2016; 

GONNISSEN et al., 2016). No GBM, um estudo recente do nosso grupo demonstrou 

que GANT61 foi capaz de induzir a apoptose e autofagia ao aumentar a expressão de 

LC3 II e de caspases 3 e 9 clivadas (CARBALLO et al., 2018). 

A via não canônica de Hh geralmente é independente das proteínas GLI e 

ocorre através de dois mecanismos distintos: tipo I, independente de Smo e associado 

a proliferação e sobrevivência das células, e o tipo II, dependente de Smo que modula 

os níveis de cálcio (Ca2+) e o citoesqueleto de actina (ROBBINS et al., 2012). A via 

não canônica do tipo I, na ausência do ligante Shh, possui efeito antiproliferativo e pró- 

apoptótico, ou seja, regula o ciclo celular assim como a via canônica através da 

modulação da ciclina B1. A via não canônica do tipo II regula a formação do 

citoesqueleto de actina, além de estar envolvida na orientação axonal dos neurônios. 

Essa via é dependente de Smo, independente de GLI e mediada pela ativação de 

pequenas GTPases (Rac1 e RhoA). 

As vias de sinalização intracelular são reguladas por diversos mecanismos 

incluindo processos epigenéticos como a regulação pelos miRNAs, pequenas 

moléculas de RNA que não codificam proteínas. Além disso, a desregulação dessas 
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moléculas afeta o destino celular e implica no desenvolvimento de diversas doenças 

incluindo o câncer (CALIN et al., 2002; SAYE ; ABDELLATIF, 2011). A interação dos 

miRNAs e a via de Shh foi descrita no retinoblastoma, câncer de esôfago e no GBM 

(GU et al., 2014; YANG et al., 2020; ZHAO et al., 2019). 

Estudos em diversos tipos de câncer têm demonstrado a importância de vias 

de sinalização alteradas na progressão, invasão e agressividade tumoral, incluindo as 

vias de Shh e TGF-β. Além disso, essas vias interagem entre si e desencadeiam 

respostas essenciais para o desenvolvimento tumoral (JAVELAUD et al., 2011; 

JAVELAUD et al., 2012). Estudos também apontam a importância da regulação de 

diversos miRNAs nessas vias de sinalização incluindo a família miR-181 que foi 

descrita com perfil de expressão alterado no GBM e no CCEO (AYALA-ORTEGA et 

al., 2016; GIBERT et al., 2014; HE et al., 2016; HUANG et al., 2017; LIU et al., 2013; 

SHIN et al., 2011; TAYLOR et al., 2013;). 

Portanto, uma melhor compreensão sobre vias moleculares envolvidas no 

desenvolvimento do GBM e do CCEO, e principalmente sobre a conexão existente 

entre a via de Shh, TGF-β e os miRNAs se faz importante para auxiliar na identificação 

de novos alvos diagnósticos e terapêuticos, bem como avaliar a prognose dos 

portadores de GBM e CCEO. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

A regulação epigenética mediada pelos miRNAs possui um papel significativo 

na divisão, diferenciação e desenvolvimento celular (O’CARROLL et al., 2007; 

KUMARSWAMY et al., 2011). No entanto, alterações no seu perfil de expressão estão 

associadas ao desenvolvimento de diversos tipos de doenças, incluindo o câncer 

(CALIN et al., 2002). Os miRNAs podem se apresentar com função de supressor 

tumoral ou oncomiR, atuando sobre diferentes vias de sinalização e moléculas 

(ZHANG et al., 2007). 

O câncer do SNC ocupou a 17ª posição entre as neoplasias malignas mais 

frequentes no mundo no ano de 2018, com um total de 296.851 novos casos (IARC, 

2018). No Brasil, essa neoplasia ocupa a 11ª posição entre todos os cânceres e foram 

estimados 11.100 novos casos para cada ano do triênio 2020/2022, sendo 5.870 em 

homens e 5.230 em mulheres (INCA, 2020). 

O câncer oral e de orofaringe ocupa a 16° posição entre as neoplasias malignas 

mais frequentes no mundo, com estimativa para o biênio 2018/2019 de 354.864 casos 

novos; sendo deste total 246.420 homens e 108.444 mulheres (IARC, 2018). No 

Brasil, essa neoplasia ocupa a 12° posição entre todos os cânceres, e constitui o 

quarto tipo de câncer mais frequente em homens na Região Sudeste (INCA, 2018). 

Apesar do avanço no diagnóstico e no tratamento de diversos tipos de 

cânceres, o glioblastoma ainda apresenta sobrevida de 5 anos de apenas 6,7% apesar 

da citorredução cirúrgica, radio e quimioterapia. A baixa eficácia das terapias atuais 

ocorre devido à heterogeneidade molecular dos tumores e a penetração limitada dos 

agentes terapêuticos através da barreira hematoencefálica (BHE) que leva a 

recorrência do GBM (SZOPA et al., 2017). Quanto ao CCEO, a natureza agressiva e 

invasiva, e ainda, em virtude da dificuldade no diagnóstico diferencial entre esta 

doença e outras lesões bucais, as taxas de mortalidade ainda se mantêm elevadas 

(IARC, 2018; INCA, 2018). Além disso, a cirurgia, considerada o tratamento padrão- 

ouro do CCEO, é na maioria das vezes extensa e mutilante, afetando a qualidade de 

vida do paciente. 
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3. OBJETIVO 
 

 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar a correlação da família miR-181 com a via de TGF-β e MMP7 no CCEO, e com a 

via Shh no GBM. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

● Avaliar a expressão de TGFBRII e MMP7 em linhagens e amostras de CCEO 

por qPCR; 

● Correlacionar os resultados da expressão de TGFBRII e MMP7 com miR- 

181a/b, com os dados clínicopatológicos dos pacientes, já obtidos pelo nosso 

grupo. 

● Avaliar a expressão do miR-181a/181c numa linhagem de GBM (GBM11), 

comparada com uma linhagem astroglial humana; 

● Analisar os níveis de miR-181a/181c na linhagem GBM11 tratada com Shh; 
 

● Averiguar o efeito da inibição da via canônica de Shh, com GANT-61 nos níveis 

de miR-181a, na linhagem GBM11; 
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4. METODOLOGIA 
 

4.1 Casuística 
 

Este é um estudo piloto que foi realizado utilizando amostras de pacientes que 

buscaram atendimento na Clínica de Estomatologia e na Clínica de Periodontia do 

Curso de Odontologia da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO, Duque de 

Caxias-RJ, Brasil) no período de (2015 a 2018). A amostra foi composta por 23 

pacientes, sendo 12 pacientes portadores de CCEO e 11 pacientes apresentando 

mucosa oral saudável. Os pacientes portadores de CCEO foram recrutados de acordo 

com a demanda da clínica, e foram avaliados inicialmente através de anamnese e 

exame físico para a coleta dos dados clínicopatológicos e posteriormente submetidos 

ao procedimento de biópsia incisional com finalidade diagnóstica. Durante a biópsia 

diagnóstica foram coletados dois fragmentos de tecido. Um fragmento foi armazenado 

em formol a 10% e destinado às análises histopatológicas no laboratório de Patologia 

Oral da Universidade Federal Fluminense (UFF Niterói-RJ, Brasil). O segundo 

fragmento coletado foi acondicionado em um criotubo contendo RNA Later e 

armazenado a –80 ºC para análises moleculares. Foram também coletadas amostras 

de mucosa oral normal, provenientes de pacientes da Clínica de Periodontia, 

submetidos a cirurgias periodontais, ou cirurgias pré-implantares, seguindo protocolo 

de coleta semelhante ao das amostras de CCEO. 

Neste estudo foram incluídos somente os pacientes com confirmação 

histopatológica de CCEO, ou seja, CCEOs primários e que não sofreram tratamento 

prévio de câncer (cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia). Como critérios de 

exclusão não foram incluídos nesse estudo, pacientes portadores de recidivas de 

câncer oral ou outro tipo histológico de câncer, pacientes que já haviam sido tratados 

anteriormente por câncer, ou outro tipo histológico de câncer de cavidade oral. A 

utilização das amostras foi autorizada como demonstra o Parecer do Comitê de Ética 

em Pesquisa da UNIGRANRIO (nº do parecer: 1.753.202) (ANEXO I). Os dados da 

população foram levantados através da Ficha Clínica (ANEXO II) e o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para utilização das amostras foram 

devidamente assinados por todos os pacientes (ANEXO III). 
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Extração de RNA das amostras 
 

A extração dos RNAs das amostras de CCEO e de tecido normal foi realizada 

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

recomendações do fabricante. Resumidamente, foram adicionados 800 μL de Trizol 

às amostras e em seguida estas foram incubadas com 1,0 μL (20 μg) de glicogênio 

por 5 min a temperatura ambiente. Após esta incubação adicionou-se 160 μL de 

clorofórmio, e em seguida centrifugação por 5 min para separar as fases. A fase 

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

de 0,7 volumes de isopropanol gelado, com incubação à -20 °C overnight. Após este 

período, os tubos foram centrifugados por 30 min a 4 °C a 12.000 rpm. O sobrenadante 

foi descartado e o pellet lavado com 500μl de etanol 70%. O pellet foi seco (30 min a 

temperatura ambiente) e dissolvido em 15 μl de água livre de RNAse. Após esta 

extração, todos os RNAs obtidos foram quantificados no espectrofotômetro Denovix 

DS-11 (Wilmington, DE, USA). 

 Cultura de células 
 

Foram utilizadas neste estudo uma linhagem tumoral derivada de CCEO de 

língua (SCC-9) e uma linhagem de queratinócitos normais (HaCaT), provenientes da 

American Type Culture Collection (ATCC -www.atcc.org), a linhagem tumoral de GBM 

(GBM11) e os astrócitos humanos (AST) foram caracterizados no laboratório 

conforme descrito para outras linhagens celulares (FARIA et al., 2006). As células de 

GBM11 foram obtidas através de biópsia cirúrgica de um homem de 57 anos com 

GBM primário recorrente tratado com TMZ e radioterapia concomitantemente. O 

astrócitos humano foram obtidos do lobo temporal de um paciente epilético que foi 

submetido a cirurgia. Ambos pacientes deram consentimento por escrito para o 

estudo. 

Estas linhagens foram cultivadas em meio Dulbecco suplementado com F2 

(DMEN/F12) (Gibco-Thermo Fisher Scientific - Waltham, Massachusetts, E.U.A.), 

suplementado com glicose 3,5 mg/mL, penicilina 0,1mg/mL, estreptomicina 

0,14mg/mL e soro fetal bovino (FBS) a 10%. As células cultivadas foram mantidas a 

37°C e 5% de CO2. Para a linhagem tumoral de GBM e AST, em todas as condições, 

foi utilizado uma concentração de 20µM de GANT-61 (Tocris Bioscience – Bistrol, UK) 

e a concentração de 2ng/mL de rh-Shh (Peprotech – São Paulo, BR), N-terminus em 

DMEN/F12 a 5% de FBS. As células foram tratadas durante 48 horas em duas 
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condições distintas: com 2ng/mL de rh-Shh diluído em MWS 5% ou com 20µM de 

GANT-61 diluído em MWS 5%. As células controle foram cultivadas apenas com MWS 

5%. 

Após este período, o RNA destas células foi extraído, confeccionados os 

cDNAs e posteriormente foi realizada a avaliação da expressão dos genes e dos 

miRNAs por qPCR. 

Extração do RNA total das linhagens 
 

O RNA total foi extraído usando o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as 

amostras foram homogeneizadas com 1000 μL de Trizol e 1,0 μL de glicogênio (20 μg 

/ μL) e incubadas por 5 min em temperatura ambiente. Em seguida, 200 μL de 

clorofórmio foram adicionados a este homogenato e submetidos à centrifugação a 

12.000 rcf por 5 min para separação de fases. A fase superior foi transferida para um 

novo tubo e lavada com isopropanol 100% e etanol 70%. Ao final desse processo, o 

pellet de RNA foi ressuspendido em 15 μL de água livre de nuclease e quantificado 

por espectrofotometria em espectrofotômetro DeNovix DS-11 (DeNovix, Wilmington, 

DE, EUA). 

 Desenho dos Primers 
 

Para as análises da expressão de TGFBRII e MMP-7 foram desenhados 

primers utilizando as ferramentas in silico Nucleotide (NCBI), University of California 

Santa Cruz (UCSC) Genome Browser e Gene Runner. O gene GAPDH foi utilizado 

como normalizador da reação de qPCR. 

Confecção dos cDNAs para TGFBRII/MMP7 
 

Para a confecção das moléculas de cDNAs, cerca de 2,0 μg de RNA total foram 

submetidos à ação da enzima SuperScript III (Thermo Fisher Scientific - Waltham, 

Massachusetts, E.U.A) conforme as condições fornecidas pelo fabricante. 

Resumidamente, ao RNA foi adicionado 1 μL de primer OligodT (500 μg/mL), 1 μL de 

dNTPs (10 mM) e água DEPC suficiente para 13 μL. Essa mistura foi incubada a 65 

°C durante 5 min. Em seguida, adicionou-se 4 μL de 5 X First Strand Buffer, 1 μL de 

DTT (0,1 M), 1 μL de RNAse out (40 U/mL) e 1 μL de da enzima SuperScript III (200 

U/μL) perfazendo um volume final de reação de 20 μL. A reação foi incubada a 50°C 

por 1 hora e depois inativada através de incubação a 70 °C por 15 min. Terminada a 
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reação, o produto da síntese foi diluído 10 X pela adição de 180 μL de água livre de 

RNAse. 

 Confecção de cDNAs para miR-181a/181b/181c 
 

A confecção dos cDNAs de cada miRNA analisado e do endógeno RNU48 foi 

realizada com o kit MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e 

primers Taqman para cada miRNA analisado. Foram necessários 0.15 μL de dNTPs, 1 

μL de Multiscribe™ RT enzyme (50 U/ μL), 1.5 μL de Buffer 10 X, 0.19 µL de RNAse 

inhibitor (20 U/μL), 4.6 μL de água, 3 μL de primer (miR-181a IDOO2317, miR-181b 

ID462578, miR-181c IDOO2333, RNU48 cat#001006). As condições para a 

amplificação foram: 16 ºC por 30 min, 42 ºC por 30 min, 85 ºC por 5 min. 

 Análise por qPCR 
 

Para a avaliação da expressão de TGFBRII/MMP7 foi utilizado o sistema Sybr 

Green por qPCR. As reações foram realizadas em triplicata, em presença de um 

controle negativo com volume total 20 μL para cada reação e o método da expressão 

relativa 2-ΔΔCq (Livak e Schimittgen, 2001), no aparelho QuantStudio 7 (Applied 

Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA). O gene GAPDH foi utilizado com controle 

da reação. 

Para a avaliação da expressão do miR-181a, miR-181b e miR181c por qPCR 

foi utilizado o sistema de detecção Taqman (Thermo Fisher Scientific) que consiste na 

utilização de dois primers e uma sonda específicos para o transcrito em análise. As 

reações foram relaizadas em triplicata com um controle negativo e foi utilizado o 

cálculo da expressão relativa de acordo com o método do 2-ΔΔCt (LIVAK ; 

SCHMITTGEN, 2001). O volume total de cada replicada foi de 20 μL que consistiu em 2 

μL de cDNA, 7 μL de água, 10μL 2 ✕ TaqMan® Gene Expression Master Mix 

(Thermo Fisher Scientific) e 1,0 μL de cada ensaio TaqMan. As reações foram 

realizadas no aparelho QuantStudio 7 (Thermo Fisher Scientific) e as condições para 

a amplificação foram: 50 ºC por 2min, 95 ºC por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95 

ºC por 15 s e 60 ºC por 1min. O valor de corte para considerar a diferença de 

expressão foi de duas vezes. 

 Análise Estatística 
 

Os registros das informações referentes aos dados demográficos, clínicos, e 

histopatológicos foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha 
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do Microsoft Excel. As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa 

estatístico para computador SPSS version 22.0. A análise entre da expressão dos 

miRNAs, dos genes alvo, bem como, a associação com os dados clínicopatológicos 

coletadas foram realizados utilizando o teste estatístico Mann-Whitney, Kruskal Wallis 

e a correlação de Spearman. Foi considerado o nível de significância para valores de 

p˂0,05. 
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5. RESULTADOS 
 

 Análise de MMP7 e TGFBRII nas linhagens celulares de CCEO 
 

Inicialmente foram realizadas as análises de MMP7 e TGFBRII nas linhagens 

celulares SCC9 e SCC25, por qPCR, e comparamos com a linhagem Hacat (Figura 

5). Nesta análise, observamos uma redução de aproximadamente 1,5 vezes na 

expressão de MMP7 na linhagem SCC25, no entanto, não houve amplificação desse 

gene durante a qPCR para a linhagem SCC9 (Figura 5a). Observamos um aumento 

de aproximadamente 20 vezes de TGFBRII na linhagem SCC9, no entanto, 

observamos redução de aproximadamente 10 vezes da expressão deste gene, na 

linhagem SCC25 em relação à linhagem de queratinócitos normais (Figura 5b). 

Figura 5: Análise de MMP7 e TGFBRII nas linhagens tumorais SCC9 e SCC25 
 

Legenda: (a) Avaliação de MMP7 e de (b) TGFBRII nas linhagens SCC9 e SCC25 

comparadas com a linhagem Hacat. As reações foram feitas em triplicata. GAPDH foi utilizado 
como normalizador da reação. 

 

 
Padrão de expressão de miR-181a e miR-181b em linhagens de CCEO 

 

Em seguida, foram analisadas a expressão do miR-181a e miR181b nas 

linhagens tumorais SCC9 e SCC25, por qPCR, e comparamos com a linhagem Hacat 

(Figura 6). Nesta análise, observamos uma redução de aproximadamente 2,5 vezes 

na expressão de miR181a na linhagem SCC9, e redução de aproximadamente 5 

vezes desse miRNA na linhagem SCC25 (Figura 6a). Na análise do miR-181b, 

observamos perfil de expressão heterogêneo entre as duas linhagens, com aumento 

de aproximadamente 6,5 vezes desse miRNA na linhagem SCC9 e redução de 

aproximadamente 11 vezes na linhagem SSC25 (Figura 6b). 
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Figura 6: Análise do miR-181a/b nas linhagens tumorais SCC9 e SCC25 
 

 

Legenda: (a) Avaliação de miR-181a e de (b) miR-181b nas linhagens SCC9 e SCC25 
comparadas com a linhagem Hacat. As reações foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado 
como normalizador da reação. 

 
 

 Comparação entre as expressões de MMP7 e TGFBRII e miR-181a/b 
 

Em seguida, comparamos a expressão de MMP7 e TGFBRII com a expressão 

do miR-181a e miR-181b nas linhagens celulares (Tabela 1). Na linhagem SCC9, 

observamos uma relação inversamente proporcional entre a expressão de TGFBRII 

(hiperexpresso) e miR-181a (hipoexpresso). Uma relação diretamente proporcional a 

entre TGFBRII e miR-181b foi observada na linhagem SCC9, pois ambos se 

apresentaram aumentados nessa linhagem. Não foi possível comparar a expressão 

desses miRNAs com o gene MMP7 em SCC9, visto que não houve amplificação desse 

gene durante a qPCR nessa linhagem. Na linhagem SCC25, observamos uma relação 

diretamente proporcional de TGFBRII, miR-181a e miR-181b, que se apresentaram 

todos com expressão reduzida nessa linhagem. MMP7 não apresentou diferença de 

expressão na linhagem SCC25. 

Tabela 1: Comparação da expressão de MMP7 e TGFBRII e miR-181a/b 
 
 

TGFBRII MMP7 miR-181a miR-181b 

SCC9 20,308 # 0,409 6,592 

SCC25 0,101 0,898 0,170 0,093 

Legenda: #, indetectável 
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Avaliação de TGFBRII, MMP7, miR-181a/b em pacientes portadores de CCEO 
 

Dados demográficos e clinicopatológicos dos pacientes portadores de 

CCEO 

Foram analisadas 12 amostras de pacientes portadores de CCEO, sendo 8 do 

sexo masculino (66,6%) e 4 do sexo feminino (33,3%), com idades variando de 58 a 

86 anos (média de idade = 73 anos). 

Quando os pacientes foram questionados sobre hábitos importantes para o 

desenvolvimento da carcinogênese oral como etilismo e tabagismo, 41,6% dos 

pacientes declararam-se tabagistas e 66,6% etilistas. Foi observada uma exposição 

concomitante ao álcool e tabaco em 41,6% dos pacientes. 

Quanto ao sítio anatômico, neste estudo, a região de maior acometimento foi a 

língua (58,33%), seguida do assoalho bucal (16,67%). A análise histopatológica 

revelou que 83,34% (n=10) dos pacientes apresentavam CCEO com grau 

moderadamente-diferenciado, 8,33% (n=1) bem-diferenciado e 8,33% (n=1) pouco- 

diferenciado. 
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Tabela 2: Dados demográficos e clinicopatológicos dos pacientes portadores de CCEO 

 

 
Amostra 

 
Localização 

 
Tabaco 

 
Álcool 

 
Gênero 

Idade 
(anos) 

Diferenciação 
histológica 

OSCC2 AB S S M 73 MD 

OSCC3 L-CO N N M 69 MD 

OSCC4 L-CO N S F 81 BD 

OSCC7 AB N S M 81 PD 

OSCC12 L-CO S S M 58 MD 

OSCC14 L-CO N N F 86 MD 

OSCC15 FV N N M 74 MD 

OSCC16 L-CO S S M 62 MD 

OSCC17 L-CO S S M 84 MD 

OSCC20 L-CO N S M 70 MD 

OSCC22 FV N N F 67 MD 

OSCC23 RA S S F 75 MD 

 
Legenda: OSCC, paciente portador de CCEO;Localizações: L-CO, língua-cavidade oral; AB, assoalho de boca; ORO, orofaringe; FV, fundo de vestíbulo; GEN, 

gengiva; RA, rebordo alveolar. Diferenciação: BD, bem-diferenciado; MD, moderadamenediferenciado; PD, pouco diferenciado. 
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 Análise de TGFBRII e MMP7 nas amostras normais e de CCEO 
 

Inicialmente foram realizadas as análises de MMP7 e TGFBRII nas amostras 

de CCEO comparadas com amostras de pacientes normais (Figura 7). Entretanto, 

das 11 amostras de mucosa oral saudável, somente 9 amplificaram o gene MMP7, e 

7 amplificaram TGFBRII. Quanto às amostras de CCEO, do total de 12 amostras, 

somente 8 amplificaram MMP7, e 8 TGFBRII. 

Nestas análises, observamos hiperexpressão de MMP7 (Figura 7a) em 44,4% 

(4 amostras de 9) das amostras normais e 37,5% (3 amostras de 8) das amostras de 

CCEO. Já a hipoexpressão de MMP7, foi encontrada em 22,2% (2 amostras de 9) das 

amostras normais, e em 37,5% (3 amostras de 8) das amostras de CCEO. TGFBRII 

apresentou-se hiperexpresso em 42,85% (3 amostras de 7) das amostras normais e 

25% (2 amostras de 8) nas amostras de CCEO (Figura 7b). A hipoexpressão de 

TGFBRII foi observada em 28,5% (2 amostras de 7) das amostras normais e 62,5% 

(4 amostras de 8) das amostras tumorais. Entretanto, de forma geral, não 

encontramos diferenças significativas na expressão de MMP7 e TGFBRII nas 

amostras de CCEO comparado às amostras de mucosa oral normal (Figura 7). 

Contudo, na análise de Spearman encontramos uma tendência de correlação inversa 

entre a expressão de TGFBRII e MMP7 (r= - 0,600 e p= 0,08) nas amostras 

analisadas. 

Figura 7: Análise de MMP7 e TGFBRII nas amostras normais e de CCEO. 
 

 

 

 
Legenda: (a) Avaliação de MMP7 e de (b) TGFBRII nas amostras de CCEO comparadas com 

as amostras normais. As reações foram feitas em triplicata. GAPDH foi utilizado como 
normalizador da reação. Não foram observadas diferenças significativas entre a expressão de 
MMP7 e TGFBRII entre o grupo normal e o CCEO. 
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 Comparação da expressão de miR-181a/b com MMP7 e TGFBRII 
 

Em seguida, avaliamos a expressão dos miR-181a/b juntamente com a 

expressão dos genes alvos (Figura 8 a Figura 11). Ao comparar a expressão de miR- 

181a com MMP7 (Figura 8), observamos expressão diretamente proporcional em 

55,6% (5 amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras 

de CCEO. Contudo, encontramos expressão inversamente proporcional em 44,4% (4 

amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras de 

CCEO. 

Figura 8: Comparação entre miR-181a e MMP7, em amostras de CCEO e de 

mucosa oral saudável 

 

 
Legenda: As reações foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da 

reação. Amostras de mucosa oral saudável foram utilizadas como comparação para o cálculo 
da expressão relativa. A maioria das amostras apresentou expressão diretamente 
proporcional entre MMP7 e miR-181a. 

 
 

Na comparação entre miR-181b e MMP7 (Figura 9), observamos expressão 

diretamente proporcional em 55,6% (5 amostras de 9) das amostras normais e 80% 

(4 amostras de 5) das amostras de CCEO. Por outro lado, notamos expressão 

inversamente proporcional em 44,4% (4 amostras de 9) das amostras normais e 20% 

(1 amostra de 5) das amostras de CCEO. 
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Figura 9: Comparação entre miR-181b e MMP7, em amostras de CCEO e de 

mucosa oral saudável 

 

 
Legenda: As reações foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da 

reação. Amostras de mucosa oral saudável foram utilizadas como comparação para o cálculo 
da expressão relativa. A maioria das amostras apresentou expressão diretamente 
proporcional entre MMP7 e miR-181b. 

Na análise da correlação dos miR-181a com TGFBRII (Figura 10), 

encontramos expressão diretamente proporcional em 71,4% (5 amostras de 7) das 

amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das amostras de CCEO. Por outro 

lado, observamos expressão inversamente proporcional em 28,6% (2 amostras de 7) 

das amostras normais e em 50% (4 amostras de 8) das amostras de carcinoma. 

. 
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Figura 10: Comparação entre miR-181a e TGFBRII, em amostras de CCEO e de 

mucosa oral saudável. 

 
Legenda: As reações foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da 

reação. Amostras de mucosa oral saudável foram utilizadas como comparação para o cálculo 
da expressão relativa. A maioria das amostras apresentou expressão diretamente 
proporcional entre TGFBRII e miR-181a. 

 
 

Na análise do miR-181b e TGFBRII (Figura 11), observamos expressão 

diretamente proporcional em 42,8% (3 amostras de 7) das amostras normais e em 

60% (3 amostras de 5) das amostras de CCEO. No entanto, notamos expressão 

inversamente proporcional em 57,2% (4 amostras de 7) das amostras normais e 40% 

(2 amostras de 5) das amostras tumorais. 
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Figura 11: Comparação entre miR-181b e TGFBRII, em amostras de CCEO e de 

mucosa oral saudável 

 

Legenda: As reações foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da 

reação. Amostras de mucosa oral saudável foram utilizadas como comparação para o cálculo 
da expressão relativa. A maioria das amostras apresentou expressão diretamente 
proporcional entre TGFBRII e miR-181b. 

 
 

Baseados nesses resultados bastante heterogêneos entre as amostras, não é 

possível inferir se miR-181a e/ou miR-181b participa(m) da regulação de MMP7 ou de 

TGFBRII nas amostras analisadas. Entretanto, na análise de Spearman 

encontramos correlação positiva moderada entre a expressão de TGFBRII e o miR- 

181a nas amostras analisadas (r=0, 629, p= 0,012). 

 
 

 Avaliação do miR-181a/c nas linhagens celulares 
 

 Padrão de expressão de miR-181a e miR-181c no glioblastoma 
 

miR-181a e mir-181c podem se apresentar tanto como supressores tumorais 

quanto como oncogenes, dependendo do tipo tumoral. Entretanto, alguns trabalhos 

sugerem que em gliomas, miR-181a e miR-181c atuam como supressores tumorais 

(RUAN et al., 2015; SHI et al. 2008). Portanto, averiguamos os níveis destes miRNAs 

na linhagem GBM11, por qPCR, e comparamos com a cultura de astrócitos humanos. 

Nesta análise foi observada uma redução significativa de 87,72% de miR181a (Figura 

12) e de 95% de miR-181c (Figura 12) quando comparados com a linhagem astroglial 
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humana (p<0,0001) (Figura 12), indicando uma hipoexpressão destes miRNAs na 

linhagem de GBM. 

Figura 12: Hipoexpressão de miR-181a/181c na linhagem GBM11 
 
 
 

Legenda: Cultura de GBM11 e astrócitos humanos mantida até semiconfluência in vitro. A 

expressão dos miRNAS 181a e c foi realizada por PCR quantitativo e comparados com os 
astrócitos humanos. (a) níveis do miR-181a (p<0,0001); (b) níveis do miR181c (p<0,0001). 

Em ambas as condições observamos uma hipoexpressão dos miRNAs, nas células da 
linhagem GBM11. N=3. 

 

 
 Papel da via de Sonic na expressão de miR-181a e miR-181c 

 

A ativação da via de Shh está associada ao desenvolvimento de alguns tumores 

cerebrais e manutenção das células-tronco tumorais (COCHRANE et al., 2015; 

WICKING; MCGLINN, 2001). Por esta razão, avaliamos a expressão do miR-181a e 

181c, por qPCR, na linhagem de GBM11 tratadas com 2 ng/mL de Shh comparada 

com grupo controle (Figura 13). Observamos um aumento significativo (p=0,013) de 

81,25% de miR-181a, no tratamento com Shh (Figura 13). Entretanto, na avaliação 

da expressão do miR-181c não observamos diferença significativa após o tratamento 

com Shh (Figura 13). A ativação da via de SHH aumenta o nível de 181a, na linhagem 

GBM11. 
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Figura 13: Análise de miR-181a/181c na linhagem GBM11 após tratamento com 

Shh 
 

 

Legenda: Cultura de GBM11 mantida até semiconfluência in vitro, tratada com [2ng/mL] de 
Shh por 48h. (a) avaliação do miR-181a (p=0,013); (b) avaliação do miR181c. O tratamento 

com Shh induz um aumento de mir-181a, entretanto, não foi observado diferença significativa 
do miR-181c na linhagem GBM11 tratada com Shh (p=0,33). N=3. 

 

 
A ação canônica de Shh depende da ativação da proteína GLI1(ANDERSON, 

2010; DENEF et al., 2000; GOETZ; RIMIKUS et al., 2016). Portanto, para analisar uma 

possível ação da via canônica de Shh na expressão de miR181a, em GBM11, 

tratamos as células com 20µM de GANT-61, um inibidor eficaz de GLI1/2 (LAUTH et 

al., 2007; VON HOFF et al., 2009). O tratamento foi mantido por 48 horas, em seguida, 

analisamos os níveis de miR181a e miR-181c por qPCR (Figura 14). Embora 

tenhamos observado um ligeiro aumento de 37,5% nos níveis de miR-181a, esta não 

foi significativa (Figura 14). Não observamos diferença significativa na expressão do 

miR-181c após o tratamento com GANT-61 (Figura 14). Este resultado sugere uma 

possível participação de vias independentes de GLI, no evento observado. 
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Figura 14: Análise de miR-181a/181c na linhagem GBM11 após inibição da via de 

Shh 
 

 
Legenda: Cultura de GBM11 mantida até semiconfluência in vitro, tratada com [2ng/mL] de 

Shh ou [20µM] de GANT-61, por 48h. (a) expressão de miR-181a e (b) miR181c. não foi 
observado diferença significativa do miR-181a (p=0,1) ou miR-181c (p=0,09) no grupo tratado 

com GANT-61. Indicando que a inibição de GLI não afeta significativamente os dois miRNAs. 
N=3. 
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6. DISCUSSÃO 
 

Como descrito anteriormente, a regulação epigenética desempenha um 

importante papel no processo de carcinogênese (CALIN et al., 2002; ZHANG et al., 

2007). Apesar do perfil de expressão dos miRNAs depender do tipo celular e da 

diferenciação e desenvolvimento de um tecido específico, é possível observar 

determinados miRNAs aberrantemente expressos em diferentes tipos de cânceres, 

como por exemplo, no CCEO, no GBM e no câncer de mama (IORIO ; CROCE, 2009). 

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo avaliar a correlação da família 

miR-181 com a via de TGF-β e a MMP7 no CCEO, uma vez que são processos 

importantes no desenvolvimento da carcinogênese oral, contribuindo para a 

agressividade nesse tipo de tumor (QUAN et al., 2013; TAKAHARA et al., 2017). Além 

disso, o estudo avaliou a correlação da família miR-181 com a via de Shh no GBM, 

visto que a via de Shh é capaz de promover a sobrevivência, invasão e angiogênese 

das células cancerígenas (CHEN et al., 2011; WANG et al., 2012). 

No presente estudo, 66,66% (n=8) da população de CCEO foi constituída pelo 

sexo masculino com uma proporção de aproximadamente 2:1 entre os sexos, este 

resultado se assemelha aos dados mundiais (IARC, 2018). Esse perfil pode ser 

explicado pela maior exposição do gênero masculino aos fatores de risco do CCEO. 

Contudo, essa proporção vem diminuindo ao longo dos anos, pois as mulheres têm 

mudado seus hábitos, se expondo aos mesmos fatores que os homens, como o 

consumo de álcool e tabaco (JOHANSON et al., 2000; SALIHU et al., 2014). Em relação 

à idade, as taxas variam de acordo com a região, neste estudo, 91,66% (n=11) dos 

pacientes possuíam mais de 60 anos, resultado semelhante à população americana 

(KHAMMISSA et al., 2014). 

No presente estudo, observamos que 41,66% (n=5) dos pacientes declararam- 

se tabagistas, 66,66% (n=8) etilistas e 41,66% (n=5) faziam uso de tabaco e álcool 

concomitantemente. O tabaco mata por ano 7 milhões de pessoas no mundo (WHO, 

2017), e 150.200 no Brasil (DROPE et al., 2018), seu uso está associado ao 

desenvolvimento de diversos tipos de câncer, incluindo o CCEO (WHO, 2008). O uso 

em conjunto do tabaco e do álcool é responsável por 90% dos casos de CCECP, e é 

explicado pelo sinergismo produzido pela combinação dessas substâncias (SHAH ; 

LYDIATT, 1995). 
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Quanto ao sítio anatômico, neste estudo, a região de maior acometimento foi a 

língua (58,33%), seguida do assoalho bucal (16,67%). Esse resultado corrobora com 

estudos que demonstraram a língua como sítio anatômico de maior incidência do CCEO 

(SHAH ; LYDIATT, 1995; AKANUMA et al., 1999). Muitos estudos têm descrito a 

relevância da localização do tumor no prognóstico e na sobrevida do paciente 

(MASSANO et al., 2006; SILVERMAN ; GORSKY, 1990). Um estudo de Leite e 

Koifman, (1998) demonstrou altas taxa de mortalidade em pacientes com CCEO 

localizados na língua e assoalho bucal, isso pode ser explicado pela facilidade de 

disseminação dos tumores nessas regiões, o que leva ao desenvolvimento de 

metástases regionais. 

A análise histopatológica revelou que 83,34% (n=10) dos pacientes 

apresentavam CCEO com grau moderadamente-diferenciado, 8,33% (n=1) bem- 

diferenciado e 8,33% (n=1) pouco-diferenciado. Esses dados corroboram com um 

estudo conduzido no University College London Hospital (UCLH), que demonstrou que 

o grau de diferenciação histopatológica predominante foi o moderadamente- 

diferenciado, 50% das amostras (JERJES et al., 2010). Um estudo conduzido na Índia 

encontrou resultados distintos, 83,34% (n=10) das amostras tratava-se de CCEO bem- 

diferenciado, e somente 3,3% (n=1) de CCEO moderadamente-diferenciado (NADAF 

et al., 2016). 

Muitos fatores moleculares estão associados ao processo de carcinogênese, 

dentre eles a desregulação da via TGF-β e da expressão das MMPs. A via TGF-β 

possui importante papel na homeostasia das células epiteliais, mas já foi associada ao 

desenvolvimento de diversos tipos de tumores, como o CCECP (LU et al., 2004). Dessa 

forma, esse estudo se propôs a analisar TGFBRII, receptor de membrana de TGF-β, 

que já foi apresentado como um importante fator na carcinogênese oral. Na avaliação 

de TGFBRII nas linhagens tumorais, nossos resultados apresentaram perfil de 

expressão heterogêneo, aumentado na linhagem SCC9 e diminuído na linhagem 

SCC25. Estudos têm demonstrado que a via de TGF-β no CCEO apresenta função 

tanto de supressor tumoral, inibindo a proliferação das células cancerígenas, como de 

promotor tumoral, induzindo a TEM (PIEK ; ROBERTS, 2001; MINCIONE et al.,, 2008; 

ANDL et al., 2014; TAKAHASHI et al., 2020). Dessa forma, nosso resultado na linhagem 

SCC25 corrobora com a literatura que descreve a perda da expressão de TGFBRII 

como a alteração mais comum nessa via durante a progressão do CCEO, o que leva à 
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diminuição da apoptose mediada por esse receptor (MENG et al., 2011). Em nossos 

resultados, o aumento da expressão de TGFBRII na linhagem SCC9 não corrobora com 

a literatura, no entanto, estudos descrevem a ação de TGF-β no estroma tumoral 

induzindo a TEM favorecendo os processos de invasão e metástase das células 

cancerígenas (CIRILLO et al., 2017; LI et al., 2018; HAGA et al., 2021). 

Em nossas amostras, observamos hipoexpressão de TGFBRII em 62,5% (n=5) 

dos pacientes portadores de CCEO e hiperexpressão em 25% (n=2). Esse resultado 

corrobora com os dados da literatura que correlacionaram a diminuição da expressão 

de TGFBRII com o aumento da angiogênese e inflamação no CCECP (LU et al., 2006). 

Outro estudo que avaliou 86 amostras de CCEO demonstrou que 70,1% delas 

apresentaram hipoexpressão de TGFBRII e a sua diminuição estava associada com 

um pior índice de sobrevida (p= 0,012), dessa forma, constituindo-se um fator 

prognóstico promissor para o CCEO (SIVADAS et al., 2015). 

Observamos nos pacientes CCE3 e CCE4, a correlação da hiperexpressão de 

TGFBRII com a presença de metástase nos linfonodos regionais. Esse resultado não 

corrobora com um estudo em modelo animal de CCEO, que demonstrou a associação 

da perda de TGFBRII com o desenvolvimento de metástase nos linfonodos regionais 

em 35% de sua amostra (LU et al., 2006). Os autores descreveram que a perda desse 

receptor permitia o acúmulo de múltiplas alterações moleculares que são descritas no 

CCEO, assim como hiperexpressão do receptor de crescimento epidermal (do 

inglês epidermal growth factor receptor - EGFR), ativação de STAT3 e de ciclina D1 e 

a perda do alelo p53 (MASUDA et al., 2002; OPITZ et al., 2002; GRANDIS ; SOK, 2004). 

Além disso, a perda de TGFBRII aumentou os níveis endógenos de TGF-β1, secretados 

pelas células epiteliais ou células estromais, indicando um feedback negativo após a 

perda desse receptor. Dessa forma, a hiperexpressão de TGF-β1 aumentou seus 

efeitos no estroma tumoral, como a angiogênese e a inflamação (LI et al., 2004; CHEN 

et al., 2005). 

Uma vez que o TGFBRII está ausente das células epiteliais no CCECP, TGF-β1 

não possui a capacidade de regular essas células, e nesse contexto, não é capaz de 

ativar a TEM no CCEO. Contudo, outras vias de sinalização também ativam a TEM em 

diversos tipos de tumores, como a via de EGF/EGFR e a sinalização por STAT3, uma 

oncoproteína constitutivamente ativada em muitos cânceres humanos e implicada na 

progressão do tumor (NIU et al., 2002; LO et al.,2007). Dessa forma, as alterações 
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moleculares da perda de TGFBRII, que incluem aumento da expressão de EGFR e 

STAT3, podem contribuir para a TEM no CCEO (GRANDIS ; SOK, 2004; LU et al., 

2006). 

Entretanto, a presença de metástase nos linfonodos pode estar associada à 

localização do tumor nesses pacientes, a língua. Tumores localizados nesse sítio 

anatômico possuem maior facilidade de disseminação e, portanto, maior potencial de 

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

A MMP7 já foi descrita em diversos tipos de tumores e associada ao pior 

prognóstico. No CCECP a expressão da MMP7 foi relacionada à profundidade de 

invasão, estágio avançado do tumor, recidivas e na recorrência no primeiro ano pós- 

operatório (YAMAMOTO et al., 1999). No CCEO, inúmeros autores têm demonstrado 

que a MMP7 se encontra aumentada. Um estudo realizado em 73 pacientes nos 

estágios I e II do CCEO de língua sugeriu que a expressão elevada da MMP7 está 

associada à metástase nos estágios iniciais desse tipo de tumor (MÄKINEN et al., 

2014). De Vicente e colaboradores também relataram expressão aumentada da MMP7 

no CCEO, e sua correlação com a metástase linfonodal. Na avaliação da MMP7 nas 

linhagens tumorais, não houve amplificação desse gene durante a PCR na linhagem 

SCC9, e na linhagem SCC25 observamos diminuição de expressão, resultado que não 

corrobora com a literatura que descreve a MMP7 hiperexpressa no CCEO (CHUANG 

et al., 2008; BARROS et al., 2011). Nas amostras de CCEO, observamos 

hiperexpressão em 37,5% (n=3) e hipoexpressão em 37,5% (n=3), e não houve 

diferença significativa entre o grupo normal e os pacientes portadores de CCEO. Esse 

resultado pode estar associado ao pequeno número amostral do estudo. 

Em nossas análises, encontramos uma tendência de correlação inversa entre a 

expressão de TGFBRII e MMP7 (p= 0,08). Esse resultado pode ser explicado pela 

função inversa que os dois desempenham no CCEO, TGFBRII parece apresentar 

função de supressor tumoral, enquanto a MMP7 parece apresentar função oncogênica. 

Contudo, no câncer colorretal com Síndrome de Lynch, expressão de TGFBRII teve 

correlação positiva com a MMP7, e estavam relacionados com a profundidade de 

invasão de metástase linfonodal (GU et al., 2014). No entanto, existem poucos estudos 

avaliando a expressão de TGFBRII e MMP7. 

No processo de carcinogênese, além da desregulação da via TGF-β e das 

MMPs, os miRNAs despontam como importantes reguladores epigenéticos e já foram 
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descritos em diversos tipos de câncer (ZHANG et al., 2007). O desequilíbrio da 

expressão do miR-181a/b já foi associado com a progressão e metástase em muitos 

tumores, dentre eles o CCEO (SHI et al. 2008; CHEN et al., 2010; ZHOU et al., 2016; 

SHIN et al., 2011; CERVIGNE et al., 2009). Nossa avaliação da expressão do miR-181a 

na linhagem SCC9 e SSC25 corrobora com os dados da literatura que descrevem esse 

miRNA diminuído no CCEO e com função de supressor tumoral (SHIN et al., 2011; 

YANG et al., 2011). No entanto, as análises do miR-181b nas linhagens apresentou 

expressão heterogênea. Na linhagem SCC9 o aumento desse miRNA corrobora com 

os estudos que descrevem o miR-181b hiperexpresso no CCEO, com função de 

oncomiR e como um bom biomarcador de progressão de tumor (CERVIGNE et al., 

2009; BRITO et al., 2014; LI et al., 2014; YUE et al., 2021). Em um estudo prévio, 

realizado pelo nosso grupo, observamos que 30% das amostras de CCEO 

apresentaram hipoexpressão do miR-181a e 25% apresentaram hiperexpressão 

(MACHADO et al., 2016). Resultado que se assemelha com os descritos na literatura 

que sugerem um papel de supressor tumoral desse miRNA no CCEO (SHIN et al., 

2011). Para o miR-181b, observamos hiperexpressão de 41,17% das amostras, dado 

confirmado pelos achados na literatura que descrevem miR-181b com ação oncogênica 

nesse câncer (CERVIGNE et al., 2009; BRITO et al., 2014; LI et al., 2014; MACHADO 

et al., 2016). 

Já existem estudos investigando a importância de alguns miRNAs na regulação 

da via TGF-β e na expressão das MMPs. Foi demonstrado que a inibição da via TGF- 

β, no desenvolvimento da retina, reduziu significativamente os níveis maduros de miR- 

181a/b (CARRELA et al., 2015). Um estudo em embriões de camundongos, revelou 

que a inibição de TGF-β causou uma redução nos níveis do miR-181c, confirmando 

que ele é um alvo dessa via (REDSHAW et al., 2013). Em 2011, Wang e colaboradores 

observaram que TGF-β induziu a expressão de miR-181a/ b em linhagens celulares de 

câncer de mama. Entretanto, estudos in vivo e dados de bioinformática demonstraram 

que miR-181a e b podem regular a via TGF-β inibindo TGFBRI, TGFBRII e SMAD3 

(YAO et al., 2018). 

Ao avaliarmos a expressão de miR-181a/b com os níveis do gene TGFBRII nas 

amostras de CCEO, encontramos correlação positiva entre o miR-181a e TGFBRII. 

Esse resultado pode estar associado à função de supressor tumoral que eles dois 

exercem, dessa forma, podemos inferir que miR-181a não tem como alvo direto 
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TGFBRII, uma vez que isso implicaria na inibição desse receptor pelo miRNA. Não há 

até o momento, estudos descrevendo essa correlação no CCEO. Contudo, pesquisas 

recentes, demonstraram a ação inibitória do miR-181a sobre o oncogene K-ras, 

associado ao desenvolvimento do CCECP nos estágios iniciais da doença (SHIN et al., 

2011). Outro estudo revelou que a hiperexpressão de K-ras e a perda de TGFBRII são 

eventos comuns na CCECP. Contudo, somente a associação das duas alterações é 

capaz de desenvolver o carcinoma, a mutação em K-ras no estágio inicial, e a perda de 

TGFBRII nos estágios mais avançados da doença (LU et al., 2006). Dessa forma, miR- 

181a parece desempenhar um importante papel na fase inicial do CCEO ao regular a 

expressão do gene K-ras. 

Muitos miRNAs foram descritos como importantes reguladores das MMPs no 

nível pós-transcricional, e têm sido alvos de pesquisas quanto a importância dessa 

correlação na invasão e metástase no câncer (WAN et al., 2012; CAO et al., 2015; RAK 

et al., 2017). Quanto a relação da expressão de miR-181a com as MMPs, um estudo 

em linhagem de câncer de mama, demonstrou que a MMP14 é diretamente inibida pelo 

miR-181a-5p, resultando na diminuição da migração celular, invasão e angiogênese (LI 

et al., 2015). Já o miR-181b foi associado a supressão de TIMP3, um inibidor de MMPs, 

tanto na hepatocarcinogênese quanto na estenose aórtica, favorecendo a progressão 

do carcinoma hepatocelular e da calcificação da válvula aórtica (WANG et al., 2010; 

HEATH et al., 2018). Até o momento, não existe na literatura, nenhum estudo 

descrevendo a ação do miR-181a/b sobre a MMP7. Em nossas amostras e nas 

linhagens tumorais também não observamos correlação entre esses miRNAs e MMP7. 

Apesar de não termos observado uma relação direta entre os miRNAs e os seus 

prováveis genes alvos, a regulação de TGFBRII e MMP7 pode estar ocorrendo em nível 

pós-transcricional. Portanto, uma análise futura dos níveis proteicos de TGFBRII e 

MMP7 será realizada para melhor caracterizarmos a correlação entre miRNA e genes- 

alvos. 

Dessa forma, concluímos que a perda da função da via de TGF-β possui 

importante papel no desenvolvimento do CCEO, e que alterações nos seus 

componentes desencadeiam desajustes em outras vias de sinalização, que associadas 

aumentam a agressividade e o potencial de invasão das células tumorais. Além disso, 

averiguamos a importância dos miRNAs na regulação do processo de carcinogênese 

oral. 
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Quanto a avaliação da família miR-181 no GBM, nossos resultados até o 

momento corroboraram com os achados da literatura que descrevem o miR-181a/c 

aumentada nos astrócitos e diminuída hipoexpressos na linhagem de GBM (RUAN et 

al., 2015; YANG et al., 2018). A hiperexpressão desses miRNAs na linhagem astroglial 

é esperada visto que possui importante papel na ativação da apoptose e na função 

mitocondrial dessas células. Um estudo demonstrou que a hiperexpressão do miR- 

181a em astrócitos inibiu a expressão de membros da família Bcl2 que têm função 

pró-sobrevivência, e consequentemente, ativou a apoptose dessas células (OUYANG 

et al., 2012). Dessa forma, essa função de ativar a apoptose em células normais 

corresponde com a hipoexpressão que observamos na linhagem de GBM que garante 

a sobrevivência das células tumorais. Um estudo que induziu a expressão do miR- 

181a em células de GBM demonstrou que esse miRNA aumenta a apoptose in vitro e 

a transfecção em camundongos aumentou a sobrevida desses animais (MARISETTY 

et al., 2020). 

Além disso, quando a linhagem de GBM foi tratada com Shh demonstra a 

modulação dessa via sobre esse miRNA específico. No entanto, quando as células 

foram tratadas com GANT-61 não observamos alteração na expressão dos miRNAs, 

indicando que a regulação de Shh sobre o miR-181a não ocorre através da ativação 

canônica da via. Um estudo demonstrou que a transfecção de miR-181a em células 

de glioma foi capaz de inibir a atividade de ciclina B1, um componente da via não 

canônica de Shh, revelando a interação entre essa via alternativa com a expressão 

do miR-181a (WANG et al., 2014). Os nossos resultados de expressão de miR-181a 

não corroboram com um achado da literatura que o descrevem com expressão 

inversamente proporcional ao componente da via de Shh (WANG et al., 2014). No 

entanto, é possível que a via esteja ativando um mecanismo de feedback negativo, 

um processo de autorregulação, para manter a homeostase da célula. 

A ciclopamina pertence à família dos alcaloides esteroides e possui atividades 

teratogênicas e antitumorais por bloquear as repostas celulares à sinalização de 

Hedgehog nos vertebrados. A ciclopamina interage com a proteína Smo e causa uma 

mudança conformacional inibindo sua atividade mesmo na presença do ligante Shh 

(CHEN et al., 2002; HERETSCH et al., 2010). Desta maneira, além de servir como um 

alvo terapêutico, a ciclopamina poderá ser utilizada em nosso estudo para posterior 

avaliação da via não canônica de Shh na linhagem GBM11. 
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A desregulação da via Shh no GBM foi associada à um perfil mais agressivo 

da doença por ativar a proliferação e migração das células tumorais (CHANG et al., 

2015). Além disso, a interação de diferentes vias de sinalização contribui juntamente 

para a regulação do microambiente tumoral ativando fatores de transcrição que 

favorecem o processo de invasão e metástase. Nesse contexto, destaca-se o 

processo de TEM, ativado tanto pela via de Shh como por outras vias que interagem 

com Shh, como TGF-β e WNT (ZHANG et al., 2016). Os miRNAs são outras 

moléculas associadas a regulação dessas vias e contribuem para a alteração dos 

processos de proliferação e migração das células tumorais (HE et al., 2016; RUAN et 

al., 2015; SHI et al. 2008). 
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7. CONCLUSÃO 
 

Nossos resultados sugerem que a família miR-181 desempenha um papel 

importante no processo de carcinogênese. Resultados parecem sugerir uma 

correlação da família miR-181 com a via de TGF-β e Shh. 

 Não houve diferença significativa na expressão da MMP7 e TGFBRII das 

amostras de CCEO quando comparadas com as amostras de mucosa oral 

normal. Contudo, a maior parte das amostras de CCEO apresentou 

hipoexpressão de TGFBRII, como o descrito na literatura; 

 Encontramos correlação positiva entre a expressão de TGFBRII e do miR-181a 

nas amostras de CCEO, e pode estar associado a função supressora tumoral 

que os dois apresentam no CCEO; 

 Não encontramos correlação entre a expressão de MMP7 com as variáveis 

demográficas e clinicopatológicas. A expressão de TGFBRII mostrou 

correlação com a presença de metástase linfonodal nas amostras CCE3 e 

CCE4. Esse resultado pode estar associado ao sítio anatômico em que o tumor 

estava localizado. No entanto, posteriores ensaios de migração e mobilidade 

celular serão realizados para confirmar se a via de TGF-β está ou não 

associada ao processo de metástase nos linfonodos regionais dos pacientes 

portadores de CCEO; 

 O miR-181a/181c se encontram aumentados na linhagem astroglial e 

hipoexpressos na linhagem de GBM como descrito na literatura; 

 O tratamento com Shh alterou a expressão do miR-181a, mas não houve 

diferença significativa na expressão do miR-181c; 

 No tratamento com GANT 61 não houve diferença significativa na expressão 

dos miRNAs indicando que a regulação desses miRNAs não ocorre apenas 

pela via canônica de Shh. 
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ANEXO I 

PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 
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ANEXO II 

Escola de Odontologia 
Ficha de Atividades Clínicas Data:   / /   

 

Nome do aluno examinador: Matrícula:   
 

1. IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE 

 

Nome do paciente:                                                                                                                                      

Data de nascimento:          /       / Cor: Sexo:   

Pai:   Mãe:    

CPF:  RG:    

Naturalidade:  Nacionalidade:    

Estado Civil:    Religião do paciente:     

Profissão:   Ocupação:    

Endereço:         

Bairro: CEP:    Cidade: Estado:     

Telefone: ( )  Em caso de recados:    

 
 

INFORMAÇÕES PESSOAIS DO PACIENTE 

2. MORADIA/FAMÍLIA/RENDA/ATENDIMENTO MÉDICO: 

 Você já viveu em outras(s) cidades(s)? ( )não ( )sim  .Qual 

(quais)?     Motivo(s)/Tempo:       

 A casa em que você mora: É própria? ( )não (   )sim. Há quanto tempo  você reside nela ?. 

 Tem luz elétrica? ( )não ( )sim. Tem esgoto sanitário? ( )não ( )sim. Tem fossa?  ( )não ( 

)sim. 

 Como você se abastece de água?  . De que material é feita a sua 

casa ? Paredes: Telhado: Chão:     

 Quantas pessoas moram na casa com você? .Você divide o cômodo de dormir 

com outra(s) pessoas(s)? ( )não ( )sim. Quantas?  . 

 Filhos: ( ) não ( ) sim. Quantos: . Vivos: . Mortos: . 

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

 Você possui animais domésticos? ( )não ( )sim. Qual?. . 

 A sua renda individual é de: salário(s) mínimo(s) 

 A sua renda familiar é de: salário (s) mínimo (s) 

 Você tem plano de saúde? ( )não ( ) sim. Em caso afirmativo qual?   

 Quando você adoece onde se trata?    
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3. HÁBITOS E VÍCIOS: 

 Fumante? ( )não ( )sim. Há quanto tempo? . Qual o tipo?     

Qual a frequencia do uso ?     

 Ingere bebidas alcoólicas ? (  )não ( ) sim. Há quanto tempo?    

Qual o tipo? . Qual a frequência da ingestão?     

 Fez ou faz uso de drogas? ( )não ( )sim. Há quanto tempo?    

Qual o tipo?  . Qual a frequencia do uso?    

 Faz uso rotineiro de algum medicamento? ( ) não ( )sim. Qual (is)? . Dose (s): 

 

Para quê? . Há quanto tempo? . 

 Possui hábitos de roer as unhas? ( )não ( )sim . 

 Sofre de alguma doença? ( ) não ( ) sim – Qual?    

 Já foi operado? ( ) não ( ) sim –Por quê?    

 Está em tratamento médico atualmente? ( ) não (   ) sim – Qual?    

 Tem ou já teve algum problema de cicatrização? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou teve problemas com anestesia? ( ) não (   ) sim 

 Tem ou teve problemas com hemorragia? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou teve doenças congênitas do coração? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou teve doenças cardíacas? (enfarte, angina, derrame, pressão alta) ( ) não ( ) sim 

 Tem ou teve respiração difícil quando deitado ou sem fazer esforço? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou já teve desmaios, convulsões ou epilepsia? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou já teve dor de cabeça freqüente (duas vezes ou mais por semana)? ( ) não (  ) sim 

 Tem ou já teve hepatite, doenças hepáticas ou icterícia? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou já teve úlceras ou outros problemas estomacais? ( ) não ( ) sim 

 Tem ou já teve reação alérgica a anestésicos, antibióticos (ex. penicilina, tetraciclina, sulfa, 

analgésicos, anti-inflamatórios, tranqüilizantes, outros ( ) não ( ) sim 

 Faz uso rotineiro de algum medicamento? ( ) não ( ) sim 

 Possui hábitos de colocar ou manter objetos entre os dentes? ( )não ( ) sim. Em caso 

afirmativo qual objeto?      

 Possui hábitos de ranger os dentes? ( )não ( )sim. Em caso afirmativo: ( ) dia ( ) noite. 

4. DIETA 

 Ingere doces? ( ) não ( ) sim. Há quanto tempo? . 

Qual o tipo?    . Qual a frequencia da ingestão?  . 

 Ingere refrigerantes? ( ) não ( ) sim. Há quanto tempo?  . 

Qual o tipo?  . Qual a frequencia da ingestão? . 
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5. HÁBITOS DE HIGIENE/MOTIVAÇÃO: 

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

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

O que o leva a trocar sua escova de dentes? . 

 Como você escolhe sua pasta de dentes? ( ) pela marca ( ) pelo sabor ( ) por apresentar 

flúor (   ) pelo preço ( ) por indicação do seu dentista 

 Já lhe ensinaram a escovar os dentes? ( ) não ( ) sim .Quem? . 

Com que idade? anos. 

 Faz uso de fio dental?  ( ) não ( ) sim. Com que frequência? . 

 Faz uso de bochechos? ( ) não ( ) sim. Por quê? . 

Qual? . Com que frequência? . 

6. PREFERÊNCIAS E PRÁTICAS SEXUAIS: 

 Tem parceiro(a ) sexual: ( )não ( ) sim; ( ) único exclusivo ( ) múltiplos. Em caso de 

múltiplos indique o número de parceiros no último ano:      

 Uso de preservativos: ( ) sempre ( ) às vezes ( ) nunca 

 Práticas sexuais: ( ) homossexual ( ) bissexual ( ) heterossexual 

 Prática de sexo oral: (   ) sempre ( ) às vezes ( ) nunca 

 Prática de sexo oral: ( )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente 

 Prática de sexo anal: (   ) sempre ( ) às vezes ( ) nunca 

( )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente 

 Quanto a doenças sexualmente transmissíveis: ( ) é portador ( )Já foi portador. 

Qual(is)?       

 Você   já   foi   submetido(a)   a   exame   anti-HIV? (   )   não ( ) sim. Qual o 

motivo?     

 

7. CIRURGIAS/TRANSFUSÔES DE SANGUE: 

 Já foi submetido a alguma cirurgia? ( )não ( )sim. Números de vezes . 

Qual (is) o(s) tipo(s)? . Motivo( s)    

  . Quando ?    

 Já se submeteu a transfusão sanguínea? ( )não ( ) sim. Número de vezes    

Motivo(s)? Quando ?    

 Já teve reações adversas durante ou após alguma extração dentária? ( ) não ( ) sim 

 Já teve sangramento excessivo após alguma extração dentária? ( ) não ( ) sim 
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8. EXCLUSIVO PARA MULHERES: 

 Estupro: ( )não ( ) sim. Quando? anos. Número de vezes? . Por quem? 
 

 Menstruação: Idade da 1 vez anos. Data da última: / /   

 Tempo de permanência do fluxo .Tempo médio do ciclo . 

 Gravidez: ( ) sim ( ) não. Quantas? . 

 Partos: Normais:  . Cesarianas: . Abortos: (  ) sim ( ) não 

Quantos? . ( ) espontâneo (s) ( ) provocado (s). 

 Quando fez o último exame preventivo? . 

 Faz ou fez uso de alendronato para osteoporose? ( ) não ( ) sim 

 

 
ROTEIRO A SER SEGUIDO PARA REALIZAÇÃO DO EXAME CLÍNICO 

9. QUEIXA PRINCIPAL: 
 

 

 

 

 

10. HISTÓRIA DA DOENÇA ATUAL: 
 

 

 
 

 
 

 

 
 
 

 

 

 

11. HISTÓRIA PATOLÓGICA 

PREGRESSA:   
 

 

 

 

 

12. HISTÓRIA FAMILIAR: 
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13. EXAME FÍSIO 

 
 13.1 – SINAIS VITAIS: 

Pressão arterial: Sistólica  mm Hg. Diastólica mm Hg. 

Pulso: Quantidade: . Qualidade:      

Temperatura corporal:    . 
Frequência respiratória:   . 

 
 – INSPEÇÃO GERAL DO PACIENTE/ECTOSCOPIA: 

 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 

 

 – INPEÇÃO LOCO-REGIONAL: 
 
 
 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 

 

 – EXAME DA ARTICULAÇÃO TEMPORO-MANDIBULAR:    
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 – INSPEÇÃO INTRA-ORAL: 

 – TECIDOS MOLES: 
 
 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 – OSSOS: 

 

A – MAXILA: 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

 
 

 

 
 

 

 

B.MANDÍBULA: 
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–PERIODONTO E DENTES: A – 

PERIODONTO: 
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EXAMES COMPLEMENTARES SOLICITADOS E RESULTADOS: 
 

 
 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 

 
 
 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

14 DIAGNÓSTICOS CLÍNICOS PROVÁVEIS: (Registre somente para lesões diferentes de cárie e 
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doença periodontal por placa) 


















15. DIAGNÓSTICO CONCLUSIVO: (Registre somente para lesões diferentes de cárie e doença 

periodontal por placa) 










16. ENCAMINHAMENTOS: 
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B – DENTES: 
UTILIZANDO AS SIGLAS ABAIXO DURANTE O EXAME, ANOTE AO LADO DO NÚMERO DE CADA DENTE AS 

OBSERVAÇÕES CLÍNICAS: 

 
 

AMG Amálgama (faces) NF Núcleo Fundido 

AU Ausente NU Núcleo de Preenchimento 

C Cáries (faces) RE Restauração Estética (faces) 

CP Coroa Provisória RMF Restauração Metálica Fundida 

EI Extração Indicada RP Restauração Provisória 
HIG Dente Hígido RR Resto Radicular 

MBA Mancha Branca Ativa (faces) SB Selamento biológico 

MBI Mancha Branca Inativa ( faces) SE Selante 
CT Coroa total HIP Hipoplasia do esmalte 

 
PARA AS FACES DOS DENTES CONSIDERE: 

M: Mesial D: Distal O: Oclusal V: Vestibular P: Palatina L: Lingual I: Incisal 
 

1. CIRCULE EM VERMELHO O DENTE QUE NECESSITA DE TRATAMENTO. 

2. CIRCULE EM AZUL O DENTE QUE NÃO NECESSITA DE TRATAMENTO. 

EXAME DENTÁRIO – DATA: / /  

QUADRANTE I QUADRANTE II 

11 51  21 61  

12 52  22 62  

13 53  23 63  

14 54  24 64  

15 55  25 65  

16  26  

17  27  

18  28  

 

 
QUADRANTE III QUADRANTE IV 

31 71  41 81  

32 72  42 82  

33 73  43 83  

34 74  44 84  

35 75  45 85  

36  46  

37  47  

38  48  
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ESTOMATOLOGIA 
 

Profissional Examinador: Data:    
 
 

1. Queixa principal: 

 
 

2. História da doença pessoal (início e curso): 

 
 
 
 

3. História médica pregressa (alergias, doenças, hospitalização, medicamentos, hábitos e vícios): 

 
 
 
 

 
4. Antecedentes familiares (doenças familiares em pais, irmãos ou outros parentes): 

 
 
 
 

5. Exame físico (localização e aspecto clínico e aumento de lesões incluindo cavidade oral, cabeça, pescoço e 
outras regiões): 

 
 

6. Pressão arterial: 

 
 

Exames complementares (radiografias, biópsias, hemograma e outros): 

 
 

7. Diagnóstico clínico provável: 

 
 

8. Diagnóstico diferencial: 

 
 

9. Plano de tratamento: 
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Nome do paciente: Matrícula: 
 

 

Nome do Aluno :      Turma: 
 

 

FICHA DE EVOLUÇÃO E PROCEDIMENTOS 

DATA Procedimentos Realizados Aluno Prof. 
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Anexo III 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
(De acordo com as normas da Resolução nº 466, do Conselho Nacional de Saúde de 12/12/2012) 

 
Você está sendo convidado para participar da pesquisa “Análise do perfil de expressão de 
MGMT e da família miR-181 no câncer oral”. Você foi selecionado durante o exame clínico 
nas clínicas de Estômatologia e Periodontia da UNIGRANRIO e sua participação não é 
obrigatória. A qualquer momento você pode desistir de participar e retirar seu consentimento. 
Sua recusa não trará nenhum prejuízo em sua relação com o pesquisador ou com a 
instituição. 
Os objetivos deste estudo são a identificação da expressão de MGMT e dos Mir-181, 
moléculas que se apresentam alteradas nos canceres da cavidade oral em comparação com 
a mucosa normal. Sua participação nesta pesquisa consistirá no fornecimento de um 
pequeno fragmento da mucosa de boca retirada durante o diagnostico diferencial na clínica 
de Estomatologia ou com finalidade pré-protetica na clínica de Periodontia. Os riscos 
relacionados com sua participação seriam aqueles relacionados com o risco cirúrgico. Uma 
vez que esses procedimentos cirúrgicos já estão muito bem estabelecidos na rotina 
odontológica e que a remoção da mucosa consistirá apenas em uma pequena quantidade de 
amostra, esses riscos tornam-se bastante reduzidos. Os benefícios relacionados com a sua 
participação, consistirá no diagnostico obtido pelo exame clínico e histopatológico da mucosa 
oral, da condição de normalidade ou alteração. Caso seja verificado esta última condição, 
você receberá informações a respeito de tal alteração e tratamento adequado; ou será 
encaminhado para uma instituição capacitada para tal atendimento. 
As informações obtidas através dessa pesquisa serão confidenciais e asseguramos o sigilo 
sobre sua participação. Os dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua 
identificação. Os dados referentes ao seu nome servirão apenas para identificação de sua 
amostra e serão mantidos em sigilo pelo coordenador da pesquisa e em hipótese alguma, 
serão divulgados 
Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará com o senhor (a), 
podendo tirar suas dúvidas sobre o projeto e sua participação, agora ou a qualquer momento 
com os pesquisadores responsáveis Cláudia Maria Pereira (coordenadora) e Carina Maciel 
da Silva Boghossian e dos alunos Ana Beatriz machado Lima, Carlos Alberto barros dos 
Santos e Andressa Raquel Alves Pinheiro, no e-mail: claudemarie_br@yahoo.com.br ou no 
telefone (21) 26727877. 

 
 

Pesquisador Responsável 
 

Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação na pesquisa e 
concordo em participar. 
O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 – 
CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 – ENDEREÇO ELETRÔNICO: 
cep@unigranrio.com.br 
Rio de Janeiro, de de 20 . 

 
 

Sujeito da pesquisa 
 
 

Pai / Mãe ou Responsável Legal 

mailto:claudemarie_br@yahoo.com.br
mailto:cep@unigranrio.com.br
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