l//
4

UNIGRANRIO
UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO

HADASSA DE ALMEIDA ALMENARA RODRIGUES AMARO

ASSOCIACAO DA FAMILIA MIR-181 COM A VIA TGF-
B, SHH E A MMP7 E SEU PAPEL NO CARCINOMA
DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL E NO
GLIOBLASTOMA

DUQUE DE CAXIAS
AGOSTO

2022



HADASSA DE ALMEIDA ALMENARA RODRIGUES AMARO

ASSOCIACAO DA FAMILIA MIR-181 COM A VIA TGF-8, SHH E A MMP7 E SEU
PAPEL NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL E NO
GLIOBLASTOMA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-Graduacao
em Biomedicina Translacional (BIOTRANS) da
Universidade do Grande Rio como requisito a obtencédo do
Titulo em Mestre em Ciéncias Biomédicas.

Orientadores: Profa. Dra. Claudia Maria Pereira

Prof. Dr. Rbmulo Sperduto Dezonne

DUQUE DE CAXIAS
AGOSTO

2022



CATALOGACAO NA FONTE

UNIGRANRIO — NUCLEO DE COORDENACAO DE BIBLIOTECAS

A485a

Amaro, Hadassa de Almeida Almenara Rodrigues.

Associacao da familia MIR-181 com a via TGF-$, SHH e a MMP7 e seu
papel no carcinoma de células escamosas oral e no glioblastoma /
Hadassa de Almeida Almenara Rodrigues. - Duque de Caxias, 2022.

100 f. :il. ; color.

Dissertacdo (Mestrado em Biomedicina Traslacional) - UNIGRANRIO.

Escola de Ciéncias da Saude, 2022.
“Orientadora: Prof. Dra. Claudia Maria Pereira; Dr. Rdbmulo Sperduto

Dezonne.
Referéncias: f. 59.

1. MicroRNA. 2. Cancer. 3. Glioblastoma. 4. MMP7. 5. TGF- B. |.Pereira,
Claudia Maria. Il. Dezonne, Rémulo Sperduto. Ill. Titulo.

CDD - 570




TERMO DE APROVACAO

HADASSA DE ALMEIDA ALMENARA RODRIGUES AMARO

ASSOCIACAO DA FAMILIA MIR-181 COM A VIA TGF-8, SHH E A MMP7 E SEU PAPEL
NO CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL E NO GLIOBLASTOMA
Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em Biomedicina Translacional
(BIOTRANS) da Universidade do Grande Rio como requisito a obtencdo do Titulo em

Mestre em Ciéncias Biomédicas, pela banca examinadora:

é/ (‘aLtCM-CL LL«‘L\'-(\‘ ‘/\ Ve %
Profa. DralClaudia Maria Pereira (UFRJ)
Orientadora
Profa. Adjunto de Estomatologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

¢ / 7274 A 7 : ]
Prof. Dr«Roémulo Sperduto Dezonne (UNIGRANRIO)
Orientador

Prof. Colaborador do Programa de Pés-graduacdo em Biomedicina Translacional (BIOTRANS) e
Coordenador do Laboratério de Genética Molecular do Instituto Estadual do Cérebro Paulo
Niemeyer (IECPN)

fimcfltt—

Profa. Dra. Juliana de Noronha Santos Netto (UFRJ)
Banca
Profa. Adjunto de Estomatologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

/4;/%%/& o

Prof. Dr. Plinio Senna (UNfGRANRIO)
Banca
Prof. do Programa de P6s-Graduacdo em Biomedicina Translacional (Biotrans)

L4, Mo e/

Prof. Dr. Paulo André da Silva (UNIGRANRIO)
Banca
Prof. do Programa de Pé6s-Graduacdo em Biomedicina Translacional (Biotrans)

Duque de Caxias, 26 de agosto de 2022



Aos meus pais pelo suporte e compreenséao, e por acreditarem nos meus
projetos.



AGRADECIMENTOS
A Deus pela oportunidade e capacitacgéo.

Aos meus orientadores Claudia Maria Pereira e R6mulo Sperduto Dezonne que
durante todo o desenvolvimento do programa me acompanharam e contribuiram para
meu aprimoramento académico, e me proporcionaram todo o auxilio necessario para

a realizacao desse projeto.

A toda equipe do laboratério LAMP que participou da pesquisa, pela colaboracao

e disposicao no processo de obtencao de dados.

Ao Programa de Pdés-graduacdo em Biomedicina Translacional (BIOTRANS —
UNIGRANRIO, UEZO e INMETRO).

A universidade do Grande Rio que investe em pesquisas e nos profissionais das

ciéncias para contribuir com o desenvolvimento cientifico do nosso pais.
Aos meus pais e familia por investirem em mim e acreditarem em meus projetos.
A0 meu esposo por me ajudar e me incentivar a crescer.

Ao apoio financeiro para o desenvolvimento deste trabalho, oferecido pelos
orgaos de fomento: CAPES, CNPq, FAPERJ.



“Nenhuma alta sabedoria pode ser atingida sem uma dose de sacrificio.”

C.S. Lewis



RESUMO

Os microRNAs (miRNAs) sdo moléculas que participam de diferentes processos
fisiolégicos e quando desregulados podem favorecer o desenvolvimento de diversas
doencas como o carcinoma de células escamosas oral (CCEO) e o glioblastoma
(GBM). Alteracbes na familia miR-181 j4 foram descritas em diversos tipos de
canceres, incluindo o CCEO e o GBM. Além disso, alteragbes em outras vias como a
via de TGF-3, de MMP7 e de Sonic Hedgehog (Shh) que ja foram associadas ao
desenvolvimento, invasédo, agressividade e resisténcia no CCEO, e no GBM. Portanto,
o objetivo do estudo foi de avaliar a relacao entre a familia miR-181 e as vias de TGF-
B e MMP7 no CCEO e Shh no GBM. Primeiramente avaliamos a expressao da familia
mMiR-181 e de seus alvos TGFBRIl e MMP7 por PCR quantitativo (QPCR) em duas
linhagens de CCEO (SCC9, SCC25), comparadas a uma linhagem de queratindcitos
normal (HaCat). Em seguida a expresséo 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 expressao do
miR-181a/181c, utilizando uma linhagem de astrécitos normal e uma linhagem de
GBM (GBML11) tratadas com Shh exdégeno e com GANT-61(um inibidor da via). Como
resultados, ndo encontramos diferenca significativa na expressdo de TGFBRII e
MMP7 no CCEO comparado as amostras normais. TGFBRII mostrou correlacdo com
metastase em linfonodos regionais, nos pacientes CCE3 e CCE4. Além disso,
TGFBRII apresentou correlacédo positiva com miR-181a. Nao houve correlacdo entre
MMP7 e os dados clinicopatolégicos dos pacientes. Nas analises do GBM,
observamos hipoexpressdo do miR-181a/c na linhagem GBM11 quando comparada
com a linhagem de astrocitos (p<0,0001). Apdés o tratamento, observou-se a
hiperexpressdo do miR-181a no grupo de GBM tratado com Shh quando comparado
com o grupo controle (p=0,013), mas ndo houve diferenca na expressado desse miRNA
guando as células foram tratadas com GANT-61, indicando que a modulacdo de Shh
sobre esse miRNA n&o ocorre através da via can6nica de Shh. Dessa forma, os dados
gerados nesse estudo parecem apontar para um importante papel da familia miR-181

na regulacao do processo de carcinogénese no CCEO e no GBM.

Palavras-chave: microRNAs, Cancer oral, Glioblastoma, Sonic Hedgehog, TGF-3



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-3, 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-B 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
guantitative PCR (gPCR) 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-f3
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1. INTRODUCAO

A epigenética consiste em diversos mecanismos de regulacdo da
expressdo génica em que ndo ha alteracdo das sequéncias de nucleotideos da
molécula de DNA (ESTELLER, 2008.). As alteracdes epigenéticas permitem a
estimulacdo ou inibicdo de vias de sinalizagdo e moléculas associadas a
manutengdo da homeostase ou ao desenvolvimento de doengas (RIDEOUT Il et
al., 2001; ZHANG et al., 2020). Dentre os diferentes mecanismos epigenéticos
destaca-se a regulagdo desempenhada pelos microRNAs (miRNAs), pequenas
moléculas de RNA que ndo codificam proteinas, com importante papel na
regulacdo pos-transcricional (MOHR ; MOTT, 2015). A expressdo dessas
moléculas foi associada a progressao, invasao e metastase em diversos tipos de
canceres e foram associadas a regulacdo da via de Shh e TGF-B (AKHTAR et al.,
2015; BUTZ et al., 2012; GUAN et al., 2011; GUO et al., 2016; LIU et al., 2016).
Apesar do perfil de expressdo dos miRNAs ser tecido especifico, € possivel
observar que em certas doencas o0 mesmo grupo de miRNAs apresenta-se
alterado, como ocorre no carcinoma de células escamosas oral (CCEO) e no
glioblastoma (GBM) (IORIO ; CROCE, 2009).

O cancer corresponde a mais de 100 doencas malignas caracterizadas
pela proliferacdo desordenada das células, perda de diferenciacdo e escape do
processo de apoptose (INCA, 2020). As alteracbes observadas durante a
progressdo dessa doenca abrangem mutacfes genéticas, modificacdo do perfil
epigenético e desregulacdo de vias de sinalizacdo (HANAHAN ; WEINBERG,
2011). A via de Shh e TGF-B sao importantes vias embrionarias, mas que ja foram
descritas desreguladas durante o processo de carcinogénese favorecendo a
proliferacdo, invasédo e indiferenciacdo das células tumorais (AKHURST et al.,
2017; COCHRANE et al., 2015). A interacdo da via de Shh e TGF-B ocorre durante
processos fisiolégicos como a embriogénese, mas também foi descrito durante o
desenvolvimento tumoral (ALVAREZ et al., 2002; GUO ; WANG, 2009; JOHNSON
et al., 2011). Na carcinogénese essa interacao ativa processos importantes para a
agressividade dos tumores como a transicdo epitélio mesenquimal (TEM) que
favorece a migracdo das células tumorais (JAVELAUD et al., 2011; JAVELAUD et
al., 2012).
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O CCEO é€ o tipo histol6gico mais frequente de cancer 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 ¢ considerado
um tumor altamente agressivo e invasivo com altas taxas de recidivas e metastase
mesmo quando o diagnéstico é feito nos estagios iniciais da doenca
(CHATTERJEE et al., 2019). Esse comportamento pode ser explicado pela
heterogeneidade do CCEO desencadeada pelas alteracdes 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
0 prognéstico do paciente, e faz dessa doenca um problema de saude publica
(SHRIDHAR et al., 2016).

O GBM ¢ o tipo histologico mais frequente de tumor cerebral em adultos e
0 mais agressivo, e corresponde aproximadamente a 50% dos tumores malignos
do SNC. O GBM se desenvolve a partir de células gliais e apresenta rapido
crescimento infiltrativo, proliferacdo microvascular, indiferenciacdo 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; NOROXE et al., 2016). Os sintomas variam de acordo com a localizacao e
o tamanho do tumor, os mais frequentes incluem nauseas, cefaleia e déficit

neuroldgico.

Portanto, o objetivo do estudo é avaliar como as alteracdes na expressao
da familia miR-181 modulam a via de TGF- B e Shh, e, consequentemente,
influencia no desenvolvimento do CCEO e do GBM. Dessa forma, o estudo das
alteracdes no perfil de expressdo da familia miR-181 e das vias de Shh e TGF-,
€ essencial para a melhor compreenséo da carcinogénese no CCEO e no GBM,
bem como para identificacdo de moléculas como alvo terapéutico e biomarcadores

para diagnéstico dessas doencas.

REVISAO DE LITERATURA

miRNAs

Os miRNAs fazem parte de um grupo de RNAs né&o codificantes que possuem

fungbes regulatérias (AMBROS, 2004). Essas moléculas variam de 18 a 22
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nucleotideos e regulam a expressado génica ao se parearem ao seu RNA mensageiro
alvo, na regido nao traduzida da extremidade 3’ (UTR 3’, do inglés, untranslated region
3", induzindo a clivagem e/ou represséo da traducao (BARTEL, 2004). Os miRNAs
possuem importante papel em diversos processos celulares como proliferacao,

diferenciacao, imunidade, apoptose e carcinogénese (COWLAND et al., 2007).

A biogénese do miRNA se inicia com a sua transcricdo no nucleo celular pela
polimerase I, majoritariamente, e o posterior processo de clivagem do miRNA primario
(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 nucleotideos. Uma das fitas origina o0 miRNA maduro, que é
incorporado ao complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC, do inglés RNA-
induced silencing complex), que apresenta como um dos seus componentes a
proteina Argonauta (AGO) (BARTEL, 2004; WINTE et al., 2011; NAVEED et al., 2017).

Figura 1: Biogénese dos miRNAs.
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Legenda: O pri-miRNA é transcrito no nucleo da célula e posteriormente clivado pelo
complexo Drosha que da origem ao pré-miRNA. O pré-miRNA ¢é transportado para o
citoplasma da célula e em seguida € clivado pela Dicer dando origem a uma dupla fita com
aproximadamente 22 nucleotideos. O miRNA maduro € anexado ao complexo RISC, e a outra
fita € degrada (adaptado de LIN ; GREGORY,2015).
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O mecanismo de acdo dos mMiRNAs esta relacionado com o grau de
complementaridade das fitas de RNA mensageiro (RNAm) alvo e 0 miRNA. Quando
o grau de complementaridade for proximo de 100%, o mecanismo utilizado é a
degradacdo do RNAm atraves da via dos RNAs de interferéncia (siRNA), via utilizada
pelo Reino Plantae. Porém, quando o grau de complementaridade é imperfeito, o
mecanismo de acdo € a repressdo do processo de tradu¢cdo do mRNA, usado nos
metazoarios (NAVEED et al., 2017).

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

A alteracdo no perfil de expressdo dos miRNAs esta associada a diversas
doencas, dentre elas o cancer (LIN ; GREGORY, 2015). No desenvolvimento das
neoplasias malignas, os miRNAs podem assumir funcdo de supressdo tumoral, no
combate as células tumorais, ou de oncogenes (oncomiR), favorecendo o
desenvolvimento do cancer. Os estudos relacionando os miRNAs e o cancer sao feitos
comparando o perfil de expressédo dessas moléculas em células tumorais, e células
normais. Basicamente, possuem funcdo oncogénica, quando regulam proteinas
supressoras tumorais, e funcdo supressora, quando inativam possiveis proteinas
oncogénicas (ZHANG et al., 2007).

MICRORNA E CANCER

O céancer, também denominado de neoplasia maligna, faz parte das Doencas
e Agravos Nao Transmissiveis (DANT) e corresponde a segunda maior causa de
morte no mundo (OPAS, 2018). No ano de 2018, foram responsaveis por 9,6 milhées
das mortes registradas nesse periodo. Dos 18 milhGes 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 saude publica devido as
altas taxas de incidéncia e mortalidade associada a essas doencgas, e por se
constituirem uma das principais causas de morte prematura (INCA, 2020). Cerca de
70% dos casos de morte por cancer ocorrem em paises de baixa e média renda, e

esses paises sdo 0os mais vulneraveis as complicacdes socioecondmicas
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desencadeadas pelo cancer visto que apenas 26% apresentam servigos de patologia
e menos de 30% apresentam servicos de tratamento disponiveis para os pacientes
(OPAS, 2018).

A neoplasia maligna é caracterizada pela proliferacédo celular descontrolada e
desordenada, com perda de diferenciagdo celular e do mecanismo de apoptose.
Essas alteracdes ocorrem devido a mutages genéticas e epigenéticas que propiciam
um ambiente favoravel para o desenvolvimento do cancer. Dessa forma, essas células
possuem capacidade de invadir tecidos vizinhos e de migrar para outros 6rgaos,
levando ao processo denominado de metastase (PEREZ-ORDONEZ et al., 2006). Os
principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer estdo associados
principalmente a causas comportamentais e alimentares e incluem tabagismo;
etilismo; infeccéo viral; baixo consumo de frutas e legumes; sedentarismo; e exposi¢cao
a radiacao (ISLAMI et al., 2018).

O cancer se desenvolve a partir de mutacbes no DNA, que desencadeiam
alteracoes genéticas e epigenéticas, resultando na inativacdo de genes supressores
tumorais ou ativac&o de proto-oncogenes, ou ambos (PEREZ-ORDONEZ et al., 2006).
Apoés a fase inicial da carcinogénese, para o tumor se desenvolver e alcancar potencial
de invasdo, cascatas moleculares associadas a proliferacdo celular, apoptose,
angiogénese e metastase, deverdo ser ativadas para garantir um microambiente
favoravel (ARGIRIS et al., 2008). Estudos tém demonstrado a importancia da transicao
epitélio-mesenquimal (TEM) na agressividade de diversos tipos de cancer, como em
osteossarcomas, gliomas e tumores de mama (ZHAO et al., 2018; WANG et al., 2018;
CANTINI et al., 2019).

Dentre os principais eventos epigenéticos envolvidos na carcinogénese,
destaca-se a alteracao no perfil de expressdo dos miRNAs, moléculas envolvidas na
iniciacdo, promocao, invasdo, metastase e resisténcia a quimioterapia (ZHANG et al.,
2012; ALl SYEDA et al., 2020). Os miRNAs atuam sobre vias de sinalizacao e
moléculas que durante a carcinogénese induzem processos como o estresse celular,
o0 suprimento limitado de oxigénio, a inflamacdo 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 familia
miR-181 ja& foi descrita com expressdo aberrante em diversos tipos de tumores,

incluindo cancer de mama, préstata, 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 familia miR-181 é composta por seis diferentes genes (miR-181al, miR-
181a2, miR-181b1, miR-181b2, miR-181c e miR-181d) que d&o origem a quatro
sequéncias maduras (miR-181a, miR-181b, miR-181c e miR-181d) (JI et al., 2009). A
familia miR-181, segundo CHEN e colaboradores (2004), possui importante papel na
regulacdo da resposta imune e possuem importante funcdo na miogénese
(NAGUIBNEVA et al., 2006).

O miR-181la € altamente expresso no timo, e sua expressao leva ao
aumento/enriquecimento de células CD4+ e CD8+. Isso indica que esse miRNA
contribui para o desenvolvimento de células T, ou seja, controla a resposta imune
adaptativa (PEDERSEN ; DAVID, 2008). No cancer, este miRNA pode se apresentar
como um supressor tumoral ou um 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 a altas doses de radiacédo,
e uma maior sensibilidade a radioterapia foi observada (CHEN et al., 2010). No céancer
de mama, miR-181a atua como um oncomiR, € regulado positivamente por TGF-3 e
esta associado ao potencial metastatico nesse tipo de tumor (TAYLOR et al., 2013).
Todavia, no CCEO, atua como supressor tumoral através da inibicdo de k-ras (SHIN
et al., 2011).

O miR-181b atua como supressor tumoral no céancer colorretal e em
malignidades hematopoiéticas, como a leucemia mieldide aguda (ZHAO et al., 2016,
Ll et al., 2012). Apesar de ser considerado um supressor em diversos tipos tumorais,
foi descrito hiperexpresso no carcinoma papilar de tiredide (LI et al., 2014). Além disso,
no cancer de estbmago, o miR-181b também foi descrito como um oncomiR, pois sua
expressado foi induzida pela via de TGF- B favorecendo o processo de metastase
tumoral através da TEM (ZHOU et al, 2016). Também €& apontado como bom
biomarcador no CCEO, visto que sua hiperexpressao esta associada a progressao 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 ja foi descrito como um importante regulador em diversos tipos
tumores. No cancer de mama, esse miRNA promove a proliferacdo das células
tumorais ao inibir a fosfatase homologa a tensina (PTEN, do inglés phosphatase and
tensin homolog), um gene supressor tumoral com fungdes reguladoras no crescimento
e sobrevivéncia celular (ZHANG et al., 2015). No cancer de ovario, ele atua como um
supressor tumoral inibindo a proliferacdo, migracdo e metastase das células tumorais,
ao diminuir os niveis de PRKCD, proteina importante na regulagdo da apoptose (YAO
et al., 2015). O miR-181c também atua como um supressor tumoral no glioblastoma
ao regular negativamente o gene Notch2 e dessa forma, diminui a capacidade de
proliferacdo, invasdo e autorrenovacao 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-B (HE et al.,, 2016). No CCEO, foi
observado por Wong e colaboradores, (2008) a hiperexpressao desse miRNA.
Contudo, ainda ha 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 hipoexpressdo do miR-181d foi associada a um pior
prognostico, o que indica uma funcédo de supressor tumoral nesse tipo de céancer
(CHEN et al., 2018). No GBM, o0 miR-181d também atua como um supressor tumoral
ao inibir a expressdo da proteina MGMT tornando os GBMs mais suscetiveis a
temezolomida (TMZ), um quimioterapico amplamente utilizado no tratamento desse
tumor (ZHANG et al., 2012). No cancer de mama, foram identificadas vesiculas
derivadas de fibroblastos associados ao cancer contendo miR-181d que favorece o
ambiente tumoral e aumenta a agressividade das células cancerigenas (WANG et al.,
2020). No cancer oral associado ao HPV, o miR-181d foi descrito hipoexpresso com
funcao de supressor tumoral ao inibir a expressao do oncogene K-ras, além disso, se
apresentou como um potencial biomarcador de diagnéstico nesse tumor (LEE et al.,
2015).

CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS ORAL

O CCEO é o tipo histolégico mais frequente de cancer que acomete a
cavidade oral, correspondendo a 90% dos casos (BARASCH, 1998). De acordo com
a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) para o ano de 2020, foram

estimados 377.713 casos novos de cancer de labio e cavidade oral no mundo (IARC,
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2020). No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o triénio
2020/2022 apontam para o surgimento de 15.190 novos casos de cancer oral, sendo
11.180 dos casos em homens e 4.010 em mulheres (INCA, 2020). O CCEO é
considerado um problema de saude publica no mundo inteiro, em virtude do impacto
fisico e psicossocial causado ao paciente, tanto pela doenca, quanto por seu
tratamento, que envolve na maioria dos casos, cirurgias extensas e mutilantes. Tais
fatores irdo influenciar diretamente no progndéstico e na sobrevida do paciente
(SHRIDHAR et al., 2016).

O CCEO se desenvolve a partir de uma desordem potencialmente maligna
como as leucoplasias e eritroplasias, causadas pela exposicdo a agentes
cancerigenos (SHRIDHAR et al., 2016), que se desenvolvem, principalmente no
assoalho bocal e na lingua, mas podem acometer outros sitios anatdmicos, como
palato duro, trigono retromolar, gengivas e mucosa labial (SHAH ; LYDIATT, 1995;
AKANUMA et al., 1999; SCULLY ; PORTER, 2000). A exposi¢cao a carcindégenos,
como alcool e tabaco sdo os principais fatores etiologicos do CCEO, que levam a
alteracoes genéticas e epigenéticas, responsaveis por transformar a leséo

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

Apesar do avanco no diagndéstico e no tratamento de diversos tipos de cancer,
ainda existe uma alta taxa de mortalidade e morbidade de individuos com CCEO.
Dessa forma, ha uma busca para identificar fatores com relevancia no progndéstico,
com o objetivo de atender melhor as demandas de cada paciente. Esses fatores
podem estar relacionados com idade, consumo de tabaco e &lcool, atraso no
diagndstico, condi¢des socioecondmicas, comorbidades, sitio anatdmico, estagio da
doenca, espessura do tumor, disseminacao extracapsular, diferenciacéo histolégica e
marcadores moleculares (MASSANO et al., 2006).

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

inicial e 49% nos estagios mais avancados (GUERRA et al., 2005).

Atualmente, a grande barreira para o acompanhamento da progressédo do

cancer oral é o fato de nédo existirem biomarcadores genéticos e epigenéticos que
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auxiliem no diagndstico precoce da doencga, apesar do facil acesso a cavidade oral
para deteccao das desordens potencialmente malignas. Dessa forma, a descoberta
de novos marcadores, para deteccéo precoce e para avaliacao de respostas a terapias
serdo extremamente Uteis, com a finalidade de estabelecer tratamentos menos
invasivos, implicando em uma menor morbimortalidade e uma melhor qualidade de

vida para este paciente.

Na carcinogénese oral, estudos tém demonstrado alteracdes genéticas
relacionadas a breakpoints em regifes cromossémicas, a mutacées na familia do
oncogene Ras e C-myc, além de alterac6es nos genes supressores de tumor p53 e
E-caderina (CALIFANO et al., 2000). Além disso, as alteracdes epigenéticas séo
consideradas eventos precoces no desenvolvimento do céncer oral, incluindo
modificacdo de histonas, hipermetilacdo e regulacdo pos-transcricional por miRNAs
(KULKARNI ; SARANATH, 2004; SHAW et al., 2006).

EVENTOS MOLECULARES RELACIONADOS A CARCINOGENESE ORAL

Estudos tém demonstrado que os miRNAs desempenham um papel critico na
regulacdo da TEM no cancer oral (LIU et al., 2013; MIN et al., 2015; SUN et al., 2016).
A TEM é um processo fisiologico caracterizado pela transformacdo das células
epiteliais em células mesenquimais (KALLURI ; WEINBERG, 2009). Este fenotipo
migratorio esta envolvido no desenvolvimento embrionario, no processo de
cicatrizacao 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
estdo envolvidas neste processo incluem, além da alteracdo na expressdo de
MiRNAs, a perda de adesado célula-a-célula, reorganizacdo dos microfilamentos de
actina e expressao de metaloproteinases de matriz (MMPs) (KRISANAPRAKORNKIT
; IAMAROON, 2012).

Esse processo ja foi associado a via TGF-B, um ativador dos fatores de
transcricdo indutores da TEM (HELDIN et al., 2012). A via de TGF-f, também é capaz
de regular os niveis de MMPs, enzimas que degradam a matriz extracelular,
exercendo importante papel na invasdo e migracdo das células tumorais
(MOUSTAKAS ; HELDIN, 2016).
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A via de TGF-B possui um importante papel na homeostase das células
epiteliais. A acdo candnica de TGF-B consiste na ligacdo de TGF-B aos seus
receptores de membrana especificos do tipo | (TGFBRI) e do tipo Il (TGFBRII) que
possuem atividade serina treonina-quinase (Figura 2) (FENG ; DERYNK, 2005). A
ligacdo ao TGFBRII leva a fosforilagdo de TGFBRI e consequentemente a ativacao de
proteinas denominadas de SMADSs, que irdo se deslocar para o nucleo, e por sua vez,
regular a expressao de genes-alvo (FENG ; DERYNCK, 2005).

Figura 2: Via de Sinalizagado TGF-f.
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Legenda: TGF-B se liga ao seu receptor de membrana do tipo Il que ativa e fosforila o receptor
de membrana do tipo I. A sinalizacdo intracelular é propagada pelas proteinas SMADs,
SMAD?2 e 3 sdo ativadas pelo receptor do tipo |, essas duas proteinas formam um complexo
com SMAD4 capaz de se deslocar para o nucleo da célula e ativar a transcricdo génica
(adaptado de My Cancer Genome, 2019).

Ja foi demonstrado em linhagens de CCEO que a desregulacdo na via de
TGF-B pode induzir a migracao e invasao nestas células, por ativagdo do fenétipo TEM
(QUAN et al., 2013). A perda de expressao de TGFBRII pode promover a metastase
no carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (CCECP). A perda de

TGFBRII observada por imunohistoquimica foi correlacionada com a reducédo nos
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niveis de RNA mensageiro de TGFBRII, sugerindo que esta perda de expressdo no
CCECP poderia estar ocorrendo em nivel pré-traducional (LU et al., 2006).

A interacdo entre a via de TGF- e os miRNAs tem sido investigada. Dentre
0s miRNAs regulados por TGF-f estdo miR-181a/b/c (WANG et al., 2010; CARRELLA
et al., 2015). Estudos em linhagens celulares tumorais revelaram que a via TGF-f3
aumenta a expressdo do miR-181a e promove metdstase no cancer de mama
(TAYLOR et al., 2013). No cancer de estdbmago, TGF- aumenta a expressao de miR-
181b induzindo o processo de metastase (ZHOU et al., 2016). Por sua vez, o miR-
181c foi associado a via TGF-B em células-tronco e células embrionarias de
camundongos (REDSHAW et al., 2013). Entretanto, dados de bioinformética e
estudos in vivo, demonstraram que miR-181a/b também s&o capazes de regular a via
de TGF-B, tendo como alvos TGFBRI, TGFBRIl e SMAD3 (CHEN et al., 2018).

A via de TGF-B também foi descrita com importante papel na inducao e
ativacdo das MMPs, contribuindo para o processo de TEM (KANOAKA et al., 2018;
KILARI et al., 2018). As MMPs fazem parte de uma familia de enzimas zinco
dependentes que degradam os componentes da matriz extracelular e da membrana
basal (CURRAN ; MURRAY, 2000). As MMPs possuem papel importante em
processos fisioldgicos, como: cicatrizacao, angiogénese, morfogénese, remodelacéo

0ssea e comunicacéao celular (NAGASE et al., 2006).

A MMP7, também chamada de Matrilisina, desempenha um papel importante
na remodelacéo tecidual, visto que, possui ampla atividade proteolitica e ativa outras
MMPs (MAKINEM et al., 2014). Essa molécula também possui hiperexpressdo em
diversos tipos de tumores incluindo o CCEO, estando associada com invasao e
metastase (TAKAHARA et al., 2017).

A MMP7 também esta sujeita a regulacdo epigenética, especialmente pelos
mMiRNAs. Essa correlacdo ja foi descrita no cancer gastrico por infeccdo pela
Helicobacter pilori, em que os miRNAs miR-128 e miR-146a diminuiram a expressao
da MMP3 e da MMP7 (YANG et al., 2018). A MMP7 também demonstrou ser um alvo
do miR-143 no céancer colorretal, inibindo a proliferacao das células tumorais (YU et
al., 2017). Enquanto, no cancer hepatocelular, 0 miR-489 inibiu a expressdo da MMP7,

e consequentemente diminuiu a migracdo e invasao desse tumor (LIN et al., 2017).
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O CCEO é uma doencga que acomete pessoas idosas como mais jovens,
apresenta um mal prognéstico, quando diagnosticado em estagios mais avancados, e
possui altas taxas de mortalidade (WARNAKULASURIYA ; KERR, 2021). Dessa
forma, o CCEO se caracteriza como um problema relevante de saude publica. Como
descrito na literatura, o desenvolvimento desse tumor esta associado a alteracfes
especificas 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 compreensao
dos mecanismos associados ao seu desenvolvimento é de extrema importancia para
o aprimoramento de intervencdes terapéuticas mais especificas, com menor impacto
para a recuperacdo do paciente e a descoberta de novos marcadores para
rastreamento e progressao do CCEO.

GLIOBLASTOMA

De acordo com os dados do Globocan/IARC no ano de 2018, o cancer de SNC
ocupou a 182 posicao dentre os canceres 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 canceres no mundo sendo mais comum em homens do que
em mulheres (FARMANFARMA et al., 2019; INCA, 2020). O GBM € uma neoplasia
maligna primaria do sistema nervoso central (SNC) e se desenvolve a partir de uma

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

Figura 3: Incidéncia de Cancer no Mundo
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Legenda: Taxas de incidéncia padronizadas por idade estimadas em 2020, em todo o0 mundo,
ambos 0s sexos, todas as idades. (IARC, 2022)
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Existem 3 diferentes tipos de células gliais, os oligodendrdcitos, responsaveis
pela mielinizacdo, as microgliais, que sdo as células de defesa do SNC, e os
astrocitos, as células gliais mais abundantes. Os astrécitos possuem a funcédo de
manter a homeostase metabdlica e no caso de lesGes ou resposta a patdogenos eles
podem ser ativados e mudarem seu fendétipo. Esse processo de ativacdo do astrécito
€ altamente regulado, no entanto, em casos de desregulacéo, estudos demonstraram

sua associacdo com a promocado de malignidade dessas células (YANG et al., 2013).

Os gliomas séo classificados de acordo com as semelhancas histolégicas com
as células gliais, com a localizacdo do tumor e com a agressividade das células
neoplésicas. Os astrocitomas séo os tumores mais semelhantes aos astrécitos e sdo
classificados em astrocitomas de grau | a IV, sendo os de grau | e Il menos agressivos
e considerados na sua maioria tumores benignos. Os astrocitomas de grau lll e IV sédo
mais agressivos e classificados como tumores malignos (LOUIS ; CAVENEE, 1997).
Os GBMs séo astrocitomas de grau IV e de todos os gliomas, sdo 0s mais agressivos
(INCA,2020).

O GBM corresponde ao 3° tumor mais frequente na histopatologia do SNC
sendo o tumor maligno mais comum. A incidéncia do GBM aumenta com a idade
sendo mais comum em pessoas mais velhas com idade entre 75 e 84 anos, na faixa
etaria de 0-19 anos representa 3% de todos os tumores cerebrais. Apesar do avanco
das abordagens terapéuticas, o GBM continua a ser um tumor incuravel com
tratamento complexo que consiste na ressecc¢ao cirdrgica, seguida por radioterapia e

guimioterapia concomitante (TAMIMI et al., 2017).

Apesar do avanco no tratamento de diversos tipos de canceres, o tratamento
do GBM ainda representa um desafio para a neuro-oncologia. Isso se deve ao rapido
desenvolvimento de metastases acompanhadas por recorréncias rapidas apos
sessdes de tratamento desse tumor. Além disso, a estrutura anatdomica do SNC
dificulta o acesso para administracdo de medicamentos. Apesar do tratamento incluir
resseccao cirargica, radioterapia e quimioterapia, a sobrevida de 5 anos desses
pacientes ndo passa de 10% (LOUIS et al., 2016). Além disso, mesmo com a
introducéo do TMZ em 2005, um alquilante que atravessa a barreira hematoencefalica
(BHE) e leva a apoptose das células tumorais no GBM, ndo houve melhora na
sobrevida total dos pacientes (WOEHRER et al., 2014).



27

A carcinogénese no GBM é um processo complexo e multifatorial que se
desenvolve a partir de alteracbes que desencadeiam ganho de fungdo dominante em
oncogenes e perda de funcdo em genes supressores tumorais que Sao responsaveis
pelo desenvolvimento e progressao do cancer (HANAHAN ; WEINBERG, 2000).
Dessa forma, as células humanas normais sdo transformadas em células com alto
grau de malignidade. Essa transformacéo é desencadeada pelas alteragbes genéticas
e epigenéticas que alteram vias de sinalizacdo e modificam a progressao do ciclo
celular, os mecanismos de reparo do DNA, a diferenciacdo celular e a apoptose
(RAMDASI, 2016).

Dentre as alteracbes epigenéticas observadas no GBM destaca-se a
modificacao de histonas, metilacdo do DNA e regulacdo pelos miRNAs. A regulacéo
dos miRNAs no GBM pode ocorrer direta ou indiretamente em oncogenes ou em
genes supressores tumorais e desencadear alteragdes no processo de proliferagcao,
diferenciacdo e agressividade das células tumorais. Estudos demonstraram que a
hipoexpressdo do miRNA let-7 e miR-134 esta associado a um pior prognostico no
GBM por atuarem como supressor do oncogene K-ras que promove o0 crescimento
das células tumorais (ZHANG et al., 2014). Os miR-181a/b/c também s&o importantes
supressores tumorais descritos em gliomas, além de interagirem com a via de
sinalizacdo de Shh, que se encontra desregulada favorecendo o processo de TEM,
resultando em um fendtipo mais agressivo das células cancerigenas (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 comunicacao intercelular
durante o desenvolvimento, além de ser essencial para organogénese, homeostase e
regeneracdo em mamiferos. A sinalizacdo de Hh depende de uma organela sensorial
muito especializada chamada de cilio primario, encontrada em quase todos 0s tipos
celulares (CARBALLO et al., 2018).

A via candnica de Shh depende da ligacao direta dessa proteina no receptor
transmembrana Patched-1 (ptchl) que regula Smoothened (Smo), uma proteina
semelhante ao receptor acoplado a proteina G (BLOTTA et al., 2012). Patchl ao ser
ativado deixa de inibir Smo que transloca e se acumula na membrana do cilio primario.
Smo regula a ativacdo das proteinas GLI (GLI do inglés, Glioma-associated oncogene
homolog) que sao recrutadas e deslocadas para o nucleo da célula para ativar a
transcricdo génica (Figura 4) (ANDERSON, 2010; DENEF et al., 2000; GOETZ ;
RIMIKUS et al., 2016).
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Figura 4: Via candnica de Shh.
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Legenda: Na auséncia do ligante Shh, ptchl impede a localizacéo e ativagdo de Smo na
membrana ciliar. Nesse contexto, ha a formag¢éo de um complexo associado a microtubulos
composto por SUFU e Kif7 que sequestram GLI e impedem seu deslocamento para o nucleo
da célula para ativar a transcricdo génica. No entanto, na presenca de Shh ptchl deixa de
inibir Smo que por sua vez interrompe o complexo inibitério liberando as proteinas GLI
(CARBALLO et al., 2018).

A desregulacdo das vias de sinalizacdo importantes na embriogénese,
incluindo a via de Hh, sdo associadas ao desenvolvimento de tumores cerebrais.
Mutacbes especificas nos principais componentes da via de Hh, como o receptor
Ptchl, Smo e o fator de transcricdo GLI1 possuem diferentes fungdes no
desenvolvimento tumoral, além de serem essenciais na manutencdo das células-
tronco cancerigenas (COCHRANE et al., 2015; WICKING ; MCGLINN, 2001). A
correlacdo entre os processos da tumorigénese e embriogénese, como a proliferacéo,
diferenciacdo e migracéo, torna relevante a compreenséo dos papeéis que essas vias
desempenham durante a progresséo do cancer (MA et al., 2010).

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

promissora uma vez que essa via esta desregulada em diversos tipos de cancer,
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incluindo o GBM. Muitos esforcos tém sido empregados no desenvolvimento de
drogas que inibem Smo, e apesar de alguns ja estarem em fase de ensaio clinico, os
diversos efeitos colaterais e as mutagdes que levam a resisténcia dessas drogas,
limitam seu uso (ATWOOQOD et al., 2015; GHIRGA et al., 2018; INFANTE et al., 2016).
Além disso, os inibidores de Smo parecem ser ineficazes em tumores que a ativacao
aberrante de Shh esta associada a mutacdes genéticas a jusante de Smo, ou em
tumores que ativacdo dos fatores de transcricdo GLI é independente de Smo
(ATWOOD te al., 2015; INAFANTE et al., 2016).

Dessa forma, novas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas para
contornar essas limitagcbes, 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 0 composto GANT-61, um inibidor eficaz de GLI1/2 que regula negativamente a
proliferacédo celular e suprime a formacéo de diversos tipos de tumores (LAUTH et al.,
2007; VON HOFF et al., 2009). Além disso, GANT-61 afeta diversas caracteristicas
do cancer, 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
gue GANTG61 foi capaz de induzir a apoptose e autofagia ao aumentar a expressao de
LC3 Il e de caspases 3 e 9 clivadas (CARBALLO et al., 2018).

A via ndo canbnica de Hh geralmente € independente das proteinas GLI e
ocorre através de dois mecanismos distintos: tipo I, independente de Smo e associado
a proliferacao e sobrevivéncia das células, e o tipo I, dependente de Smo que modula
0s niveis de célcio (Ca2+) e o citoesqueleto de actina (ROBBINS et al., 2012). A via
nao candnica do tipo I, na auséncia do ligante Shh, possui efeito antiproliferativo e pro-
apoptético, ou seja, regula o ciclo celular assim como a via canbnica através da
modulacdo da ciclina B1. A via ndo canbnica do tipo Il regula a formacdo do
citoesqueleto de actina, além de estar envolvida na orientagdo axonal dos neurdnios.
Essa via é dependente de Smo, independente de GLI e mediada pela ativacdo de

pequenas GTPases (Racl e RhoA).

As vias de sinalizacao intracelular sdo reguladas por diversos mecanismos
incluindo processos epigenéticos como a regulacdo pelos miRNAs, pequenas

moléculas de RNA que ndo codificam proteinas. Além disso, a desregulagcédo dessas
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moléculas afeta o destino celular e implica no desenvolvimento de diversas doencas
incluindo o cancer (CALIN et al., 2002; SAYE ; ABDELLATIF, 2011). A interacdo dos
MiRNAs e a via de Shh foi descrita no retinoblastoma, cancer de es6fago e no GBM
(GU et al., 2014; YANG et al., 2020; ZHAO et al., 2019).

Estudos em diversos tipos de cancer tém demonstrado a importancia de vias
de sinalizacao alteradas na progressao, invasao e agressividade tumoral, incluindo as
vias de Shh e TGF-B. 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 importancia da regulacdo de
diversos miRNAs nessas vias de sinalizagdo incluindo a familia miR-181 que foi
descrita com perfil de expresséao 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 compreensao sobre vias moleculares envolvidas no
desenvolvimento do GBM e do CCEO, e principalmente sobre a conexao existente
entre a via de Shh, TGF- e os miRNAs se faz importante para auxiliar na identificacao
de novos alvos diagndsticos e terapéuticos, bem como avaliar a prognose dos
portadores de GBM e CCEO.
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2. JUSTIFICATIVA

A regulacdo epigenética mediada pelos miRNAs possui um papel significativo
na divisdo, diferenciagdo e desenvolvimento celular (O'CARROLL et al., 2007;
KUMARSWAMY et al., 2011). No entanto, alteracdes no seu perfil de expressao estao
associadas ao desenvolvimento de diversos tipos de doencas, incluindo o cancer
(CALIN et al., 2002). Os miRNAs podem se apresentar com funcdo de supressor
tumoral ou oncomiR, atuando sobre diferentes vias de sinalizagdo e moléculas
(ZHANG et al., 2007).

O céancer do SNC ocupou a 172 posicao 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 112 posicao entre todos os canceres e foram
estimados 11.100 novos casos para cada ano do triénio 2020/2022, sendo 5.870 em
homens e 5.230 em mulheres (INCA, 2020).

O cancer oral e de orofaringe ocupa a 16° posicéo entre as neoplasias malignas
mais frequentes no mundo, com estimativa para o biénio 2018/2019 de 354.864 casos
novos; sendo deste total 246.420 homens e 108.444 mulheres (IARC, 2018). No
Brasil, essa neoplasia ocupa a 12° posicédo entre todos os canceres, e constitui o

guarto tipo de cancer mais frequente em homens na Regido Sudeste (INCA, 2018).

Apesar do avan¢co no diagnostico e no tratamento de diversos tipos de
canceres, o glioblastoma ainda apresenta sobrevida de 5 anos de apenas 6,7% apesar
da citorreducao cirdrgica, radio e quimioterapia. A baixa eficacia das terapias atuais
ocorre devido a heterogeneidade molecular dos tumores e a penetracao limitada dos
agentes terapéuticos através da barreira hematoencefélica (BHE) que leva a
recorréncia do GBM (SZOPA et al., 2017). Quanto ao CCEO, a natureza agressiva e
invasiva, e ainda, em virtude da dificuldade no diagnéstico diferencial entre esta
doenca e outras lesdes bucais, as taxas de mortalidade ainda se mantém elevadas
(IARC, 2018; INCA, 2018). Além disso, a cirurgia, considerada o tratamento padrao-
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 correlagdo da familia miR-181 com a via de TGF- e MMP7 no CCEO, e coma
via Shh no GBM.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

Correlacionar os resultados da expressédo de TGFBRII e MMP7 com miR-

181a/b, com os dados clinicopatolégicos dos pacientes, ja obtidos pelo nosso
grupo.

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

comparada com uma linhagem astroglial humana,;
Analisar os niveis de miR-181a/181c na linhagem GBM11 tratada com Shh;

Averiguar o efeito da inibicdo da via canbnica de Shh, com GANT-61 nos niveis
de miR-181a, na linhagem GBM11;
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4. METODOLOGIA
4.1 Casuistica

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

de coleta semelhante ao das amostras de CCEO.

Neste estudo foram incluidos somente o0s pacientes com confirmacéo
histopatolégica de CCEO, ou seja, CCEOs primarios e que nado sofreram tratamento
prévio de cancer (cirurgia, quimioterapia e/ou radioterapia). Como critérios de
exclusdo nédo foram incluidos nesse estudo, pacientes portadores de recidivas de
cancer oral ou outro tipo histolégico de cancer, pacientes que ja haviam sido tratados
anteriormente por cancer, ou outro tipo histolégico de cancer de cavidade oral. A
utilizacdo das amostras foi autorizada como demonstra o Parecer do Comité de Etica
em Pesquisa da UNIGRANRIO (n° do parecer: 1.753.202) (ANEXO I). Os dados da
populacdo foram levantados através da Ficha Clinica (ANEXO II) e o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para utilizacdo das amostras foram

devidamente assinados por todos os pacientes (ANEXO llI).



34

Extragcdo de RNA das amostras

A extragéo dos RNAs das amostras de CCEO e de tecido normal foi realizada
pelo método do Trizol (Thermo Fisher Scientific, Waltan, MA, EUA), segundo
recomendagdes do fabricante. Resumidamente, foram adicionados 800 uL de Trizol
as amostras e em seguida estas foram incubadas com 1,0 yL (20 pg) de glicogénio
por 5 min a temperatura ambiente. Apés esta incubacdo adicionou-se 160 yL de
cloroférmio, e em seguida centrifugacdo por 5 min para separar as fases. A fase
superior foi transferida para um novo tubo e os RNAs foram precipitados pela adi¢ao
de 0,7 volumes de isopropanol gelado, com incubacéo a -20 °C overnight. Apos este
periodo, os tubos foram centrifugados por 30 min a4 °C a 12.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o pellet lavado com 500pl de etanol 70%. O pellet foi seco (30 min a
temperatura ambiente) e dissolvido em 15 yl de agua livre de RNAse. Apds esta
extracdo, todos os RNAs obtidos foram quantificados no espectrofotdmetro Denovix
DS-11 (Wilmington, DE, USA).

Cultura de células

Foram utilizadas neste estudo uma linhagem tumoral derivada de CCEO de
lingua (SCC-9) e uma linhagem de queratindcitos normais (HaCaT), provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC -www.atcc.org), a linhagem tumoral de GBM
(GBM11) e os astrocitos humanos (AST) foram caracterizados no laboratorio
conforme descrito para outras linhagens celulares (FARIA et al., 2006). As células de
GBM11 foram obtidas através de bidpsia cirdrgica de um homem de 57 anos com
GBM primario recorrente tratado com TMZ e radioterapia concomitantemente. O
astrécitos 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 condi¢des,
foi utilizado uma concentracao de 20uM de GANT-61 (Tocris Bioscience — Bistrol, UK)
e a concentracdo de 2ng/mL de rh-Shh (Peprotech — S&o Paulo, BR), N-terminus em
DMEN/F12 a 5% de FBS. As células foram tratadas durante 48 horas em duas
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condicdes distintas: com 2ng/mL de rh-Shh diluido em MWS 5% ou com 20uM de
GANT-61 diluido em MWS 5%. As células controle foram cultivadas apenas com MW S
5%.

Apos este periodo, o RNA destas células foi extraido, confeccionados os
cDNAs e posteriormente foi realizada a avaliacdo da expressdo dos genes e dos
mMiRNAs por gPCR.

Extracdo do RNA total das linhagens

O RNA total foi extraido usando o reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Resumidamente, as
amostras foram homogeneizadas com 1000 uL de Trizol e 1,0 pL de glicogénio (20 ug
/ uL) e incubadas por 5 min em temperatura ambiente. Em seguida, 200 pyL de
cloroformio foram adicionados a este homogenato e submetidos a centrifugacéo a
12.000 rcf por 5 min para separacao de fases. A fase superior foi transferida para um
novo tubo e lavada com isopropanol 100% e etanol 70%. Ao final desse processo, 0
pellet de RNA foi ressuspendido em 15 pyL de agua livre de nuclease e quantificado
por espectrofotometria em espectrofotdmetro DeNovix DS-11 (DeNovix, Wilmington,
DE, EUA).

Desenho dos Primers

Para as andlises da expressdao de TGFBRIl 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 reacéo de qPCR.
Confeccado dos cDNAs para TGFBRII/MMP7

Para a confeccdo das moléculas de cDNAs, cerca de 2,0 ug de RNA total foram
submetidos a acdo da enzima SuperScript Il (Thermo Fisher Scientific - Waltham,
Massachusetts, E.U.A) conforme as condicbes fornecidas pelo fabricante.
Resumidamente, ao RNA foi adicionado 1 pL de primer OligodT (500 pg/mL), 1 uL de
dNTPs (10 mM) e agua DEPC suficiente para 13 uL. Essa mistura foi incubada a 65
°C durante 5 min. Em seguida, adicionou-se 4 pL de 5 X First Strand Buffer, 1 puL de
DTT (0,1 M), 1 uL de RNAse out (40 U/mL) e 1 pyL de da enzima SuperScript 11l (200
U/uL) perfazendo um volume final de reacdo de 20 pL. A reacéo foi incubada a 50°C

por 1 hora e depois inativada através de incubacdo a 70 °C por 15 min. Terminada a
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reacao, o produto da sintese foi diluido 10 X pela adi¢do de 180 pL de agua livre de
RNAse.

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

A confeccdo dos cDNAs de cada miRNA analisado e do endégeno RNU48 foi
realizada com o kit MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e
primers Tagman para cada miRNA analisado. Foram necessarios 0.15 yL de dNTPs,1
uL de Multiscribe™ RT enzyme (50 U/ uL), 1.5 yL de Buffer 10 X, 0.19 yL de RNAse
inhibitor (20 U/uL), 4.6 pL de &gua, 3 pL de primer (miR-181a IDO02317, miR-181b
ID462578, miR-181c IDO02333, RNU48 cat#001006). As condicbes para a
amplificacdo foram: 16 °C por 30 min, 42 °C por 30 min, 85 °C por 5 min.

Analise por qPCR

Para a avaliacdo da expressdo de TGFBRII/MMP7 foi utilizado o sistema Sybr
Green por gPCR. As reagOes foram realizadas em triplicata, em presenca de um
controle negativo com volume total 20 uL para cada reacdo e o método da expressao
relativa 222C9 (Livak e Schimittgen, 2001), no aparelho QuantStudio 7 (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA). O gene GAPDH foi utilizado com controle

da reacéo.

Para a avaliacdo da expressdo do miR-181a, miR-181b e miR181c por qPCR
foi utilizado o sistema de deteccdo Tagman (Thermo Fisher Scientific) que consiste na
utilizacédo de dois primers e uma sonda especificos para o transcrito em analise. As
reacdes foram relaizadas em triplicata com um controle negativo e foi utilizado o
calculo da expressdo relativa de acordo com o método do 222t (LIVAK ;
SCHMITTGEN, 2001). O volume total de cada replicada foi de 20 uL que consistiu em2
ML de cDNA, 7 uL de agua, 10uL 2 X TagMan® Gene Expression Master Mix

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

expressao foi de duas vezes.
Anédlise Estatistica

Os registros das informacdes referentes aos dados demogréaficos, clinicos, e

histopatolégicos foram armazenados em um banco de dados, elaborado em planilha
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do Microsoft Excel. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico para computador SPSS version 22.0. A andlise entre da expressdo dos
mMiRNAs, dos genes alvo, bem como, a associacdo com os dados clinicopatolégicos
coletadas foram realizados utilizando o teste estatistico Mann-Whitney, Kruskal Wallis
e a correlacdo de Spearman. Foi considerado o nivel de significancia para valores de
p<0,05.
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5. RESULTADOS
Anélise de MMP7 e TGFBRII nas linhagens celulares de CCEO

Inicialmente foram realizadas as analises de MMP7 e TGFBRII nas linhagens
celulares SCC9 e SCC25, por gPCR, e comparamos com a linhagem Hacat (Figura
5). Nesta analise, observamos uma reducdo de aproximadamente 1,5 vezes na
expressdo de MMP7 na linhagem SCC25, no entanto, ndo houve amplificagdo desse
gene durante a qPCR para a linhagem SCC9 (Figura 5a). Observamos um aumento
de aproximadamente 20 vezes de TGFBRIlI na linhagem SCC9, no entanto,
observamos reducéo de aproximadamente 10 vezes da expressdo deste gene, na
linhagem SCC25 em relacao a linhagem de queratinécitos normais (Figura 5b).

Figura 5: Analise de MMP7 e TGFBRII nas linhagens tumorais SCC9 e SCC25
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Legenda: (a) Avaliacdo de MMP7 e de (b) TGFBRII nas linhagens SCC9 e SCC25
comparadas com a linhagem Hacat. As reacdes foram feitas em triplicata. GAPDH foi utilizado
como normalizador da reacao.

Padrao de expressédo de miR-181a e miR-181b em linhagens de CCEO

Em seguida, foram analisadas a expressdo do miR-181la e miR181b nas
linhagens tumorais SCC9 e SCC25, por gPCR, e comparamos com a linhagem Hacat
(Figura 6). Nesta andlise, observamos uma reducao de aproximadamente 2,5 vezes
na expressdo de miR181la na linhagem SCC9, e reducdo de aproximadamente 5
vezes desse miIRNA na linhagem SCC25 (Figura 6a). Na andlise do miR-181b,
observamos perfil de expresséo heterogéneo entre as duas linhagens, com aumento
de aproximadamente 6,5 vezes desse miIRNA na linhagem SCC9 e reducdo de

aproximadamente 11 vezes na linhagem SSC25 (Figura 6b).
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Figura 6: Andlise do miR-181a/b nas linhagens tumorais SCC9 e SCC25
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Legenda: (a) Avaliacdo de miR-181a e de (b) miR-181b nas linhagens SCC9 e SCC25
comparadas com a linhagem Hacat. As reac¢des foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado
como normalizador da reagéo.

Comparacgéo entre as expressdes de MMP7 e TGFBRII e miR-181a/b

Em seguida, comparamos a expressao de MMP7 e TGFBRII com a expressao
do miR-181a e miR-181b nas linhagens celulares (Tabela 1). Na linhagem SCC9,
observamos uma relacdo inversamente proporcional entre a expressao de TGFBRII
(hiperexpresso) e miR-181a (hipoexpresso). Uma relacéo diretamente proporcional a
entre TGFBRIl e miR-181b foi observada na linhagem SCC9, pois ambos se
apresentaram aumentados nessa linhagem. Nao foi possivel comparar a expressao
desses miRNAs com o gene MMP7 em SCC9, visto que nao houve amplificacdo desse
gene durante a gPCR nessa linhagem. Na linhagem SCC25, observamos uma relacéo
diretamente proporcional de TGFBRII, miR-181a e miR-181b, que se apresentaram
todos com expressao reduzida nessa linhagem. MMP7 néo apresentou diferenca de

expressado na linhagem SCC25.

Tabela 1. Comparacao da expressdo 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: #, indetectavel
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Avaliacédo de TGFBRII, MMP7, miR-181a/b em pacientes portadores de CCEO

Dados demograficos e clinicopatolégicos 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 habitos importantes para o
desenvolvimento da carcinogénese oral como etilismo e tabagismo, 41,6% dos
pacientes declararam-se tabagistas e 66,6% etilistas. Foi observada uma exposigéo
concomitante ao alcool e tabaco em 41,6% dos pacientes.

Quanto ao sitio anatdomico, neste estudo, a regidao de maior acometimento foi a
lingua (58,33%), seguida do assoalho bucal (16,67%). A analise histopatologica
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 demograficos e clinicopatolégicos dos pacientes portadores de CCEO

Amostra Localizagéo Tabaco Alcool Género (Igr?gse) D: g;?g;‘gio
Oscc2 AB S S M 73 MD
0OSCC3 L-CO N N M 69 MD
oscc4 L-CO N S F 81 BD
OSCC7 AB N S M 81 PD

0OSCC12 L-CO S S M 58 MD
0OSCC14 L-CO N N F 86 MD
0OSCC15 FV N N M 74 MD
OSCC16 L-CO S S M 62 MD
OSCC17 L-CO S S M 84 MD
0OSCC20 L-CO N S M 70 MD
0SCC22 FV N N F 67 MD
0scc23 RA S S F 75 MD

Legenda: OSCC, paciente portador de CCEO;Localizagfes: L-CO, lingua-cavidade oral; AB, assoalho de boca; ORO, orofaringe; FV, fundo de vestibulo; GEN,
gengiva; RA, rebordo alveolar. Diferenciacéo: BD, bem-diferenciado; MD, moderadamenediferenciado; PD, pouco diferenciado.
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Andélise de TGFBRIl e MMP7 nas amostras normais e de CCEO

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

Nestas andlises, observamos hiperexpressao de MMP7 (Figura 7a) em 44,4%
(4 amostras de 9) das amostras normais e 37,5% (3 amostras de 8) das amostras de
CCEO. Ja a hipoexpressédo 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 hipoexpresséo 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, nao
encontramos diferencas significativas na expressdo de MMP7 e TGFBRII nas
amostras de CCEO comparado as amostras de mucosa oral normal (Figura 7).
Contudo, na andlise de Spearman encontramos uma tendéncia de correlacao inversa
entre a expressdo de TGFBRIl e MMP7 (r= - 0,600 e p= 0,08) nas amostras

analisadas.

Figura 7: Analise de MMP7 e TGFBRII nas amostras normais e de CCEO.
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Legenda: (a) Avaliacdo de MMP7 e de (b) TGFBRII nas amostras de CCEO comparadas com
as amostras normais. As reacdes foram feitas em triplicata. GAPDH foi utilizado como
normalizador da reagcéo. Nao foram observadas diferencas significativas entre a expresséo de
MMP7 e TGFBRII entre o grupo normal e o CCEO.
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Comparacgéo da expressao de miR-181a/b com MMP7 e TGFBRII

Em seguida, avaliamos a expressao dos miR-18la/b juntamente com a
expressado dos genes alvos (Figura 8 a Figura 11). Ao comparar a expressao de miR-
181a com MMP7 (Figura 8), observamos expressao diretamente proporcional em
55,6% (5 amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras
de CCEO. Contudo, encontramos expressao inversamente proporcional em 44,4% (4
amostras de 9) das amostras normais e 50% (4 amostras de 8) das amostras de
CCEO.

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

mucosa oral saudavel
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Legenda: As reacgbes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da
reacdo. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como comparagao para o calculo
da expressao relativa. A maioria das amostras apresentou expressao diretamente
proporcional entre MMP7 e miR-181a.

Na comparacdo entre miR-181b e MMP7 (Figura 9), observamos expressao
diretamente proporcional em 55,6% (5 amostras de 9) das amostras normais e 80%
(4 amostras de 5) das amostras de CCEO. Por outro lado, notamos expressao
inversamente proporcional em 44,4% (4 amostras de 9) das amostras normais e 20%

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

mucosa oral saudavel
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Legenda: As reacBes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da
reacao. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como comparacao para o calculo
da expressdo relativa. A maioria das amostras apresentou expressao diretamente
proporcional entre MMP7 e miR-181b.

Na andlise da correlacdo dos miR-181la com TGFBRII (Figura 10),
encontramos expressao 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 expresséao 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: Comparagéo entre miR-181a e TGFBRII, em amostras de CCEO e de

mucosa oral saudavel.
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Legenda: As reacOes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da
reacdo. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como comparacao para o calculo
da expressdo relativa. A maioria das amostras apresentou expressao diretamente
proporcional entre TGFBRII e miR-181a.

Na analise do miR-181b e TGFBRII (Figura 11), observamos expressao
diretamente proporcional em 42,8% (3 amostras de 7) das amostras normais e em
60% (3 amostras de 5) das amostras de CCEO. No entanto, notamos expressao
inversamente proporcional em 57,2% (4 amostras de 7) das amostras normais e 40%

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

mucosa oral saudavel

100 -

10

= TGFBRII
miR-181b

0,1 -

0,01 -

Legenda: As reacbes foram feitas em triplicata. RNU48 foi utilizado como normalizador da
reacao. Amostras de mucosa oral saudavel foram utilizadas como comparacao para o calculo
da expressdo relativa. A maioria das amostras apresentou expressao diretamente
proporcional entre TGFBRII e miR-181b.

Baseados nesses resultados bastante heterogéneos entre as amostras, nao e
possivel inferir se miR-181a e/ou miR-181b participa(m) da regulacdo de MMP7 ou de
TGFBRII nas amostras analisadas. Entretanto, na analise de Spearman
encontramos correlacdo positiva moderada entre a expressdo de TGFBRIl e 0 miR-

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

Avaliacdo do miR-181a/c nas linhagens celulares
Padrao de expressdo de miR-181a e miR-181c no glioblastoma

miR-181a e mir-181c podem se apresentar tanto como supressores tumorais
guanto 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 niveis destes miRNAs
na linhagem GBM11, por qPCR, e comparamos com a cultura de astrocitos humanos.
Nesta analise foi observada uma redugéo 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 hipoexpressao destes miRNAs na
linhagem de GBM.

Figura 12: Hipoexpresséo de miR-181a/181c na linhagem GBM11
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Legenda: Cultura de GBM11 e astrocitos humanos mantida até semiconfluéncia in vitro. A
expressao dos miRNAS 181a e c foi realizada por PCR quantitativo e comparados com 0s
astrgcitos humanos. (a) niveis do miR-181a (p<0,0001); (b) niveis do miR181c (p<0,0001).
Em ambas as condicbes observamos uma hipoexpressdao dos miRNAs, nas células da
linhagem GBM11. N=3.

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

A ativacdo da via de Shh esta associada ao desenvolvimento de alguns tumores
cerebrais e manutencdo das células-tronco tumorais (COCHRANE et al., 2015;
WICKING; MCGLINN, 2001). Por esta razdo, avaliamos a expressao do miR-181a e
181c, por gPCR, 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 avaliacao
da expressédo do miR-181c ndo observamos diferenca significativa apos o tratamento
com Shh (Figura 13). A ativacdo da via de SHH aumenta o nivel de 181a, na linhagem

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

Shh
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Legenda: Cultura de GBM11 mantida até semiconfluéncia in vitro, tratada com [2ng/mL] de
Shh por 48h. (a) avaliacdo do miR-181a (p=0,013); (b) avaliacdo do miR181c. O tratamento
com Shh induz um aumento de mir-181a, entretanto, nzo foi observado diferenca significativa
do miR-181c na linhagem GBM11 tratada com Shh (p=0,33). N=3.

A acdo canodnica de Shh depende da ativacdo da proteina GLIL(ANDERSON,
2010; DENEF et al., 2000; GOETZ; RIMIKUS et al., 2016). Portanto, para analisar uma
possivel acdo da via canbdnica de Shh na expressdo de miR18la, em GBM11,
tratamos as células com 20uM 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 o0s niveis de miR18la e miR-181c por gPCR (Figura 14). Embora
tenhamos observado um ligeiro aumento de 37,5% nos niveis de miR-181a, esta ndo
foi significativa (Figura 14). Nao observamos diferenca significativa na expressao do
miR-181c apds o tratamento com GANT-61 (Figura 14). Este resultado sugere uma

possivel participacéo de vias independentes de GLI, no evento observado.
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Figura 14: Andlise de miR-181a/181c na linhagem GBM11 apés inibi¢céo da via de

Shh
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Legenda: Cultura de GBM11 mantida até semiconfluéncia in vitro, tratada com [2ng/mL] de
Shh ou [20uM] de GANT-61, por 48h. (a) expressao de miR-181a e (b) miR181c. nao foi
observado diferenca significativa do miR-181a (p=0,1) ou miR-181c (p=0,09) no grupo tratado
com GANT-61. Indicando que a inibicdo de GLI ndo afeta significativamente os dois miRNAs.

N=3.
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6. DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, a regulacdo epigenética desempenha um
importante papel no processo de carcinogénese (CALIN et al., 2002; ZHANG et al.,
2007). Apesar do perfil de expressdo dos miRNAs depender do tipo celular e da
diferenciacdo e desenvolvimento de um tecido especifico, é possivel observar
determinados miRNAs aberrantemente expressos em diferentes tipos de canceres,
como por exemplo, no CCEO, no GBM e no cancer de mama (IORIO ; CROCE, 2009).

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo avaliar a correlacdo da familia
miR-181 com a via de TGF-f e a MMP7 no CCEO, uma vez que Sao processos
importantes no desenvolvimento da carcinogénese oral, contribuindo para a
agressividade nesse tipo de tumor (QUAN et al., 2013; TAKAHARA et al., 2017). Além
disso, o estudo avaliou a correlacdo da familia miR-181 com a via de Shh no GBM,
visto que a via de Shh é capaz de promover a sobrevivéncia, invasao e angiogénese
das células cancerigenas (CHEN et al., 2011; WANG et al., 2012).

No presente estudo, 66,66% (n=8) da populacdo de CCEO foi constituida pelo
sexo masculino com uma proporcdo de aproximadamente 2:1 entre 0s sexos, este
resultado se assemelha aos dados mundiais (IARC, 2018). Esse perfil pode ser
explicado pela maior exposicdo do género masculino aos fatores de risco do CCEO.
Contudo, essa proporcao vem diminuindo ao longo dos anos, pois as mulheres tém
mudado seus habitos, se expondo aos mesmos fatores que os homens, como o
consumo de alcool e tabaco (JOHANSON et al., 2000; SALIHU et al., 2014). Em relac&o
a idade, as taxas variam de acordo com a regido, neste estudo, 91,66% (n=11) dos
pacientes possuiam mais de 60 anos, resultado semelhante a populacdo 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 &lcool
concomitantemente. O tabaco mata por ano 7 milhdes de pessoas no mundo (WHO,
2017), e 150.200 no Brasil (DROPE et al., 2018), seu uso esta associado ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, incluindo o CCEO (WHO, 2008). O uso
em conjunto do tabaco e do alcool é responsavel por 90% dos casos de CCECP, e é
explicado pelo sinergismo produzido pela combinacdo dessas substancias (SHAH ;
LYDIATT, 1995).
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Quanto ao sitio anatdmico, neste estudo, a regido de maior acometimento foi a
lingua (58,33%), seguida do assoalho bucal (16,67%). Esse resultado corrobora com
estudos que demonstraram a lingua como sitio anatémico de maior incidéncia do CCEO
(SHAH ; LYDIATT, 1995; AKANUMA et al., 1999). Muitos estudos tém descrito a
relevancia da localizagdo do tumor no prognéstico 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 lingua e assoalho bucal, isso pode ser explicado pela facilidade de
disseminacdo dos tumores nessas regibes, 0 que leva ao desenvolvimento de

metastases regionais.

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

Muitos fatores moleculares estdo associados ao processo de carcinogénese,
dentre eles a desregulacdo da via TGF-B e da expressdo das MMPs. A via TGF-
possui importante papel na homeostasia das células epiteliais, mas ja foi associada ao
desenvolvimento de diversos tipos de tumores, como o CCECP (LU et al., 2004). Dessa
forma, esse estudo se propds a analisar TGFBRII, receptor de membrana de TGF-j,
gue ja foi apresentado como um importante fator na carcinogénese oral. Na avaliacdo
de TGFBRII nas linhagens tumorais, nossos resultados apresentaram perfil de
expressdo heterogéneo, aumentado na linhagem SCC9 e diminuido na linhagem
SCC25. Estudos tém demonstrado que a via de TGF-f no CCEO apresenta funcéo
tanto de supressor tumoral, inibindo a proliferacdo das células cancerigenas, 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 expressado de TGFBRII

como a alteragdo mais comum nessa via durante a progressédo do CCEO, o que leva a
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diminuicdo da apoptose mediada por esse receptor (MENG et al., 2011). Em nossos
resultados, o aumento da expressdo de TGFBRII na linhagem SCC9 nao corrobora com
a literatura, no entanto, estudos descrevem a acdo de TGF-B no estroma tumoral
induzindo a TEM favorecendo os processos de invasdo e metastase das células
cancerigenas (CIRILLO et al., 2017; LI et al., 2018; HAGA et al., 2021).

Em nossas amostras, observamos hipoexpressao de TGFBRIlI em 62,5% (n=5)
dos pacientes portadores de CCEO e hiperexpressdo em 25% (n=2). Esse resultado
corrobora com os dados da literatura que correlacionaram a diminuicado da expressao
de TGFBRII com o0 aumento da angiogénese e inflamacéo no CCECP (LU et al., 2006).
Outro estudo que avaliou 86 amostras de CCEO demonstrou que 70,1% delas
apresentaram hipoexpressao de TGFBRII e a sua diminui¢gdo estava associada com
um pior indice de sobrevida (p= 0,012), dessa forma, constituindo-se um fator
prognostico promissor para o CCEO (SIVADAS et al., 2015).

Observamos nos pacientes CCE3 e CCE4, a correlacéo da hiperexpressao de
TGFBRII com a presenca de metastase nos linfonodos regionais. Esse resultado néao
corrobora com um estudo em modelo animal de CCEO, que demonstrou a associacao
da perda de TGFBRII com o desenvolvimento de metastase nos linfonodos regionais
em 35% de sua amostra (LU et al., 2006). Os autores descreveram que a perda desse
receptor permitia 0 acumulo de multiplas alteracées moleculares que séo descritas no
CCEO, assim como hiperexpressao do receptor de crescimento epidermal (do
inglés epidermal growth factor receptor - EGFR), ativacdo de STAT3 e de ciclina D1 e
a perda do alelo p53 (MASUDA et al., 2002; OPITZ et al., 2002; GRANDIS ; SOK, 2004).
Além disso, a perda de TGFBRII aumentou os niveis enddgenos de TGF-B1, secretados
pelas células epiteliais ou células estromais, indicando um feedback negativo apos a
perda desse receptor. Dessa forma, a hiperexpressdo de TGF-f1 aumentou seus
efeitos no estroma tumoral, como a angiogénese e a inflamacéao (LI et al., 2004; CHEN
et al., 2005).

Uma vez que o TGFBRII esta ausente das células epiteliais no CCECP, TGF-1
nao possui a capacidade de regular essas células, e nesse contexto, ndo € capaz de
ativar a TEM no CCEO. Contudo, outras vias de sinalizacdo também ativam a TEM em
diversos tipos de tumores, como a via de EGF/EGFR e a sinalizagéo por STAT3, uma
oncoproteina constitutivamente ativada em muitos canceres humanos e implicada na

progressédo do tumor (NIU et al., 2002; LO et al.,2007). Dessa forma, as alteracdes
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moleculares da perda de TGFBRII, que incluem aumento da expressao de EGFR e
STATS3, podem contribuir para a TEM no CCEO (GRANDIS ; SOK, 2004; LU et al.,
2006).

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

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

A MMP7 ja foi descrita em diversos tipos de tumores e associada ao pior
prognostico. No CCECP a expressdo da MMP7 foi relacionada a profundidade de
invasao, estagio avancado do tumor, recidivas e na recorréncia no primeiro ano pos-
operatorio (YAMAMOTO et al., 1999). No CCEO, inumeros autores tém demonstrado
gque a MMP7 se encontra aumentada. Um estudo realizado em 73 pacientes nos
estagios | e 1l do CCEO de lingua sugeriu que a expresséo elevada da MMP7 esta
associada a metastase nos estagios iniciais desse tipo de tumor (MAKINEN et al.,
2014). De Vicente e colaboradores também relataram expressdo aumentada da MMP7
no CCEO, e sua correlacdo com a metastase linfonodal. Na avaliacdo da MMP7 nas
linhagens tumorais, ndo houve amplificacdo desse gene durante a PCR na linhagem
SCC9, e na linhagem SCC25 observamos diminuicédo de expressao, resultado que nao
corrobora com a literatura que descreve a MMP7 hiperexpressa no CCEO (CHUANG
et al.,, 2008; BARROS et al., 2011). Nas amostras de CCEO, observamos
hiperexpressdo em 37,5% (n=3) e hipoexpressdao em 37,5% (n=3), e ndo houve
diferenca significativa entre o grupo normal e os pacientes portadores de CCEO. Esse

resultado pode estar associado ao pequeno numero amostral do estudo.

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

avaliando a expressao de TGFBRII e MMP?7.

No processo de carcinogénese, além da desregulacdo da via TGF-B e das

MMPs, os miRNAs despontam como importantes reguladores epigenéticos e ja foram
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descritos em diversos tipos de cancer (ZHANG et al., 2007). O desequilibrio da
expressdo do miR-181a/b j& foi associado com a progressdo e metastase 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 avaliagao da expressdo do miR-181a
na linhagem SCC9 e SSC25 corrobora com os dados da literatura que descrevem esse
MiRNA diminuido no CCEO e com funcdo de supressor tumoral (SHIN et al., 2011;
YANG et al., 2011). No entanto, as andalises do miR-181b nas linhagens apresentou
expressao heterogénea. Na linhagem SCC9 o aumento desse miRNA corrobora com
0os estudos que descrevem o miR-181b hiperexpresso no CCEO, com funcédo de
oncomiR e como um bom biomarcador de progressao 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 hipoexpressdo do miR-181a e 25% apresentaram hiperexpresséo
(MACHADO et al., 2016). Resultado que se assemelha com os descritos na literatura
gue sugerem um papel de supressor tumoral desse miRNA no CCEO (SHIN et al.,
2011). Para o miR-181b, observamos hiperexpressédo de 41,17% das amostras, dado
confirmado pelos achados na literatura que descrevem miR-181b com acao oncogénica
nesse cancer (CERVIGNE et al., 2009; BRITO et al., 2014; LI et al., 2014; MACHADO
et al., 2016).

Ja existem estudos investigando a importancia de alguns miRNAs na regulacao
da via TGF-B e na expressao das MMPs. Foi demonstrado que a inibi¢ao da via TGF-
B, no desenvolvimento da retina, reduziu significativamente os niveis maduros de miR-
181a/b (CARRELA et al., 2015). Um estudo em embribes de camundongos, revelou
gue a inibicdo de TGF-B causou uma redugcédo nos niveis do miR-181c, confirmando
gue ele é um alvo dessa via (REDSHAW et al., 2013). Em 2011, Wang e colaboradores
observaram que TGF-f induziu a expressao de miR-181a/ b em linhagens celulares de
cancer de mama. Entretanto, estudos in vivo e dados de bioinforméatica demonstraram
gue miR-181a e b podem regular a via TGF-B inibindo TGFBRI, TGFBRII e SMAD3
(YAO etal., 2018).

Ao avaliarmos a expressao de miR-181a/b com os niveis do gene TGFBRII nas
amostras de CCEO, encontramos correlacdo positiva entre o miR-181a e TGFBRII.
Esse resultado pode estar associado a funcdo de supressor tumoral que eles dois

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

Muitos miRNAs foram descritos como importantes reguladores das MMPs no
nivel pos-transcricional, e tém sido alvos de pesquisas quanto a importancia dessa
correlacéo na invasdo e metastase no cancer (WAN etal., 2012; CAO et al., 2015; RAK
et al., 2017). Quanto a relacdo da expressdo de miR-181a com as MMPs, um estudo
em linhagem de cancer de mama, demonstrou que a MMP14 ¢ diretamente inibida pelo
miR-181a-5p, resultando na diminuicdo da migracao celular, invasao e angiogénese (LI
et al., 2015). Ja o miR-181b foi associado a supressao de TIMP3, um inibidor de MMPs,
tanto na hepatocarcinogénese quanto na estenose aortica, favorecendo a progressao
do carcinoma hepatocelular e da calcificacdo da valvula adrtica (WANG et al., 2010;
HEATH et al.,, 2018). Até o momento, ndo existe na literatura, nenhum estudo
descrevendo a acdo do miR-18la/b sobre a MMP7. Em nossas amostras e nas

linhagens tumorais também nao observamos correlacdo entre esses miRNAs e MMP7.

Apesar de ndo termos observado uma relacéo direta entre os miRNAs e 0s seus
provaveis genes alvos, a regulacdo de TGFBRIlI e MMP7 pode estar ocorrendo em nivel
pos-transcricional. Portanto, uma andlise futura dos niveis proteicos de TGFBRII e
MMP7 sera realizada para melhor caracterizarmos a correlacdo entre miRNA e genes-

alvos.

Dessa forma, concluimos que a perda da funcdo da via de TGF-B possui
importante papel no desenvolvimento do CCEO, e que alteracbes nos seus
componentes desencadeiam desajustes em outras vias de sinalizacéo, que associadas
aumentam a agressividade e o potencial de invasao das células tumorais. Além disso,
averiguamos a importancia dos miRNAs na regulacdo do processo de carcinogénese

oral.
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Quanto a avaliacdo da familia miR-181 no GBM, nossos resultados até o
momento corroboraram com os achados da literatura que descrevem o miR-181a/c
aumentada nos astrocitos e diminuida hipoexpressos na linhagem de GBM (RUAN et
al., 2015; YANG et al., 2018). A hiperexpressao desses miRNAs na linhagem astroglial
€ esperada visto que possui importante papel na ativacdo da apoptose e na funcéo
mitocondrial dessas células. Um estudo demonstrou que a hiperexpressao do miR-
181a em astrdcitos inibiu a expressdo de membros da familia Bcl2 que tém funcao
pré-sobrevivéncia, e consequentemente, ativou a apoptose dessas células (OUYANG
et al., 2012). Dessa forma, essa funcdo de ativar a apoptose em células normais
corresponde com a hipoexpressao que observamos na linhagem de GBM que garante
a sobrevivéncia das células tumorais. Um estudo que induziu a expressao do miR-
181a em células de GBM demonstrou que esse miRNA aumenta a apoptose in vitro e
a transfeccdo em camundongos aumentou a sobrevida desses animais (MARISETTY
et al., 2020).

Além disso, quando a linhagem de GBM foi tratada com Shh demonstra a
modulacdo dessa via sobre esse miRNA especifico. No entanto, quando as células
foram tratadas com GANT-61 ndo observamos alteracao na expressao dos miRNAs,
indicando que a regulacdo de Shh sobre 0 miR-181a ndo ocorre através da ativacao
canodnica da via. Um estudo demonstrou que a transfeccdo de miR-181a em células
de glioma foi capaz de inibir a atividade de ciclina B1, um componente da via néo
canodnica de Shh, revelando a interacdo entre essa via alternativa com a expresséo
do miR-181a (WANG et al., 2014). Os nossos resultados de expressao de miR-181a
nao corroboram com um achado da literatura que o descrevem com expressao
inversamente proporcional ao componente da via de Shh (WANG et al., 2014). No
entanto, é possivel que a via esteja ativando um mecanismo de feedback negativo,

um processo de autorregulacao, para manter a homeostase da célula.

A ciclopamina pertence a familia dos alcaloides esteroides e possui atividades
teratogénicas e antitumorais por bloquear as repostas celulares a sinalizacdo de
Hedgehog nos vertebrados. A ciclopamina interage com a proteina Smo e causa uma
mudanca conformacional inibindo sua atividade mesmo na presenca do ligante Shh
(CHEN et al., 2002; HERETSCH et al., 2010). Desta maneira, além de servir como um
alvo terapéutico, a ciclopamina podera ser utilizada em nosso estudo para posterior

avaliacdo da via ndo canonica de Shh na linhagem GBM11.
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A desregulacdo da via Shh no GBM foi associada & um perfil mais agressivo
da doenca por ativar a proliferacdo e migracdo das células tumorais (CHANG et al.,
2015). Além disso, a interacao de diferentes vias de sinalizacdo contribui juntamente
para a regulacdo do microambiente tumoral ativando fatores de transcricdo que
favorecem o processo de invasdo e metastase. Nesse contexto, destaca-se o
processo de TEM, ativado tanto pela via de Shh como por outras vias que interagem
com Shh, como TGF- e WNT (ZHANG et al., 2016). Os miRNAs sdo outras
moléculas associadas a regulacdo dessas vias e contribuem para a alteracdo dos
processos de proliferacdo e migracdo das células tumorais (HE et al., 2016; RUAN et
al., 2015; SHI et al. 2008).
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a familia miR-181 desempenha um papel

importante no processo de carcinogénese. Resultados parecem sugerir uma

correlacdo da familia miR-181 com a via de TGF-$ e Shh.

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

Encontramos correlacéo positiva entre a expressao de TGFBRII e do miR-181a
nas amostras de CCEO, e pode estar associado a fungcéo supressora tumoral
gue os dois apresentam no CCEO,;

N&o encontramos correlacdo entre a expressao de MMP7 com as variaveis
demograficas e clinicopatologicas. A expressdao de TGFBRII mostrou
correlacdo com a presenca de metastase linfonodal nas amostras CCE3 e
CCEA4. Esse resultado pode estar associado ao sitio anatdmico em que o tumor
estava localizado. No entanto, posteriores ensaios de migracédo e mobilidade
celular serdo realizados para confirmar se a via de TGF-B esta ou nao
associada ao processo de metastase 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 expressdo do miR-181a, mas nao houve
diferenca significativa na expressao do miR-181c;

No tratamento com GANT 61 ndo houve diferenca significativa na expressao
dos miRNAs indicando que a regulacdo desses miRNAs ndo ocorre apenas

pela via candnica de Shh.
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ANEXO Il

@) UNIGRANRIO

Escola de Odontologia
Ficha de Atividades Clinicas Data:___/  /

Nome do aluno examinador: Matricula:

1.IDENTIFICAGCAO DO PACIENTE

Nome do paciente:

Data de nascimento: / / Cor: Sexo:
Pai: Mae:
CPF: RG:

Naturalidade: Nacionalidade:

Estado Civil: Religido do paciente:

Profissao: Ocupacdo:

Endereco:
Bairro: CEP: Cidade: Estado:

Telefone: ( ) Em caso de recados:

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

o Vocé ja viveu em outras(s) cidades(s)? ( )ndo ( )sim .Qual
(quais)? Motivo(s)/Tempo:

e Acasaem que vocé mora: E propria? ( )ndo ( )sim. Ha quanto tempo vocé reside nela 2.

e Temluz elétrica? ( )ndo ( )sim. Tem esgoto sanitario? (  )ndo ( )sim. Temfossa? ( )ndo (

)sim.

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

¢ Quantas pessoas moram na casa com vocé? .Vocé divide o cémodo de dormir

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

e Filhos: ( )ndo ( ) sim. Quantos: . Vivos: . Mortos:
Causas(s) da(s) morte (s):

e \Vocé possui animais domésticos? ( )ndo ( )sim. Qual?.

e Asua renda individual é de: salario(s) minimo(s)

e Asuarenda familiar é de: salario (s) minimo (s)

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

e Quando vocé adoece onde se trata?




.HABITOS E VICIOS:

Fumante? ( )ndo ( )sim. Ha quanto tempo? . Qual o tipo?
Qual a frequencia do uso ?

Ingere bebidas alcodlicas? ( )ndo ( ) sim. Ha quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequéncia da ingestdo?

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

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

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

Sofre de alguma doenca? ( ) ndo ( ) sim — Qual?

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

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

Tem ou ja teve algum problema de cicatrizagdo? ( ) ndo ( ) sim

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

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

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

Tem ou teve doengas cardiacas? (enfarte, angina, derrame, pressdo alta) ( ) ndo ( ) sim
Tem ou teve respiracao dificil quando deitado ou sem fazer esfor¢o? () ndo ( ) sim

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

Tem ou ja teve dor de cabega freqliente (duas vezes ou mais por semana)? ( ) ndo ( ) sim
Tem ou ja teve hepatite, doencas hepéticas ou ictericia? () ndo ( ) sim

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

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

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

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

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

4. DIETA

Ingere doces? ( ) ndao () sim. H& quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequencia da ingestdo?

Ingere refrigerantes? () ndo () sim. H& quanto tempo?

Qual o tipo? . Qual a frequencia da ingestdo?
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5. HABITOS DE HIGIENE/MOTIVACAO:

e Quantas vezes escova 0s dentes ao dia? vezes. Quando?

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

O que o leva a trocar sua escova de dentes?

e Como vocé escolhe sua pasta de dentes? () pela marca () pelosabor () por apresentar
flior () pelopreco () por indicacdo do seu dentista

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

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

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

Qual? . Com que frequéncia?
6. PREFERENCIAS E PRATICAS SEXUAIS:

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

maltiplos indique o nimero de parceiros no Gltimo ano:

e Uso de preservativos: ( ) sempre () as vezes () nunca
e Préticas sexuais: () homossexual () bissexual () heterossexual
e Prética de sexo oral: () sempre () as vezes () nunca

o Prética de sexo oral: ( )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente
e Prética de sexo anal: () sempre () as vezes () nunca
(' )paciente no(a) parceiro(a) ( )parceiro(a) no(a) paciente
¢ Quanto a doengas sexualmente transmissiveis: () é portador ( )Ja foi portador.
Qual(is)?

e Vocé ja foi submetido(@) a exame anti-HIV? () nédo () sim. Qual o

motivo?

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

. Quando ?

e Jase submeteu a transfusdo sanguinea? ( )ndo () sim. Namero de vezes
Motivo(s)? Quando ?

e Jateve reagdes adversas durante ou apds alguma extragdo dentaria? () ndo () sim

e J&teve sangramento excessivo ap0s alguma extracdo dentéria? ( ) ndo ( ) sim
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8.EXCLUSIVO PARA MULHERES:

e Estupro: ( )ndo ( ) sim. Quando? anos. Numero de vezes? . Por quem?
e Menstruagdo: Idade da 1° vez anos. Data da ultima: / /
e Tempo de permanéncia do fluxo .Tempo médio do ciclo

Gravidez: () sim () ndo. Quantas?

Partos: Normais: . Cesarianas: . Abortos: ()sim () ndo

Quantos? . () esponténeo (s) () provocado (s).

Quando fez o Gltimo exame preventivo?

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

ROTEIRO A SER SEGUIDO PARA REALIZACAO DO EXAME CLINICO

9.QUEIXA PRINCIPAL.:

10. HISTORIA DA DOENGA ATUAL.:

11.HISTORIA PATOLOGICA
PREGRESSA:

12. HISTORIA FAMILIAR:




13. EXAME FiSIO

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

mm Hg.

Temperatura corporal:

Frequéncia respiratoria:

— INSPECAO GERAL DO PACIENTE/ECTOSCOPIA:
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— INPECAO LOCO-REGIONAL:

- EXAME DA ARTICULACAO TEMPORO-MANDIBULAR:




— INSPECAO INTRA-ORAL:

— TECIDOS MOLES:
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— OSSOS:

A - MAXILA:

B.MANDIBULA:
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—PERIODONTO E DENTES:A -

PERIODONTO:
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EXAMES COMPLEMENTARES SOLICITADOS E RESULTADOS:

14 DIAGNOSTICOS CLINICOS PROVAVEIS: (Registre somente para lesdes diferentes de carie e



doenca periodontal por placa)
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15. DIAGNOSTICO CONCLUSIVO: (Registre somente para lesdes diferentes de cérie e doenca

periodontal por placa)

16. ENCAMINHAMENTOS:




B — DENTES:
UTILIZANDO AS SIGLAS ABAIXO DURANTE O EXAME, ANOTE AO LADO DO NUMERO DE CADA DENTE AS
OBSERVACOES CLINICAS:
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AMG
AU
C
CP
El
HIG
MBA
MBI
CT

Amalgama (faces)

Ausente

Céries (faces)

Coroa Provisoria

Extracdo Indicada

Dente Higido

Mancha Branca Ativa (faces)
Mancha Branca Inativa ( faces)
Coroa total

NF
NU
RE
RMF
RP
RR
SB
SE
HIP

Nucleo Fundido

Nucleo de Preenchimento
Restauracdo Estética (faces)
Restauracdo Metalica Fundida
Restauracdo Provisoria

Resto Radicular

Selamento biolégico

Selante

Hipoplasia do esmalte

PARA AS FACES DOS DENTES CONSIDERE:

M: Mesial D: Distal O: Oclusal V: Vestibular P: Palatina L: Lingual I: Incisal

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

EXAME DENTARIO — DATA:

/

/

QUADRANTE | QUADRANTE I
1] 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 I QUADRANTE IV
31| 71 41 [ 81
32| 72 42 | 82
33| 73 43| 83
34| 74 44 | 84
35| 75 45 | 85
36 46
37 47
38 48




ESTOMATOLOGIA

Profissional Examinador: Data:
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1. Queixa principal:

2. Histéria da doenca pessoal (inicio e curso):

3. Histéria médica pregressa (alergias, doencas, hospitalizacdo, medicamentos, habitos e vicios):

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

5. Exame fisico (localizacdo e aspecto clinico e aumento de les@es incluindo cavidade oral, cabeca, pescogo e
outras regibes):

6. Pressdo arterial:

Exames complementares (radiografias, bidpsias, hemograma e outros):

7. Diagnostico clinico provavel:

8. Diagnostico diferencial:

9. Plano de tratamento:
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@) UNIGRANRIO

Nome do paciente: Matricula:

Nome do Aluno : Turma:

FICHA DE EVOLUCAO E PROCEDIMENTOS

DATA Procedimentos Realizados Aluno Prof.
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Anexo I
0 UNTYVERSIDADE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolugao n° 466, do Conselho Nacional de Saude de 12/12/2012)

Comité de Etica em Pesquisa

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “Analise do perfil de expresséo de
MGMT e da familia miR-181 no céncer oral”’. Vocé foi selecionado durante o exame clinico
nas clinicas de Estématologia e Periodontia da UNIGRANRIO e sua participacdo nao é
obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.
Sua recusa nado trard nenhum prejuizo em sua relacdo com 0 pesquisador ou com a
instituicao.

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

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

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

Pesquisador Responsavel

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

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 —
CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 — ENDERECO ELETRONICO:
cep@unigranrio.com.br

Rio de Janeiro, de de 20

Sujeito da pesquisa

Pai / M&e ou Responsével Legal


mailto:claudemarie_br@yahoo.com.br
mailto:cep@unigranrio.com.br
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