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RESUMO

Os fatores etiologicos mais importantes para o desenvolvimento do carcinoma de células
escamosas oral (CCEO) sdo o tabagismo e o etilismo. Dados na literatura associaram a presenga
do papiloma virus humano (HPV) com o surgimento de carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescogo (CCECP) e o CCEO. Pesquisas tém demonstrado que esses tipos de canceres
associados a0 HPV positivo possuem caracteristicas diferentes quanto a epidemiologia e
prognostico. A malignidade associada ao HPV esta relacionada as proteinas E6 e E7, que
influenciam a expressdo de microRNAs (miRNAs), pequenos RNA ndo codificantes que
sempre mais estdo sendo associados com diagndstico precoce e preditivo de doencgas. Entre
eles, 0 miIRNA-145 (miR-145) parece ser um fator vital para a agressividade e o prognostico
do tumor. Portanto, este trabalho tem como objetivo analisar a correlacdo entre a expressao do
miRNA-145 e a positividade ao virus do papiloma humano 16 (HPV16) em 18 amostras
coletadas de pacientes portadores de CCEO na Clinica de Estomatologia da UNIGRANRIO.
Estes pacientes foram categorizados quanto a: género, idade, etnia, habitos (tabagismo,
etilismo, etc), localizacdo e diferenciagdo histoloégica das amostras. Para identificagdo da
presenca do HPV sera utilizado o método Nested PCR e, em seguida, serd realizada a extracao
de miRNAs e a PCR quantitativa q (PCR) para avaliar a expressdo do miRNA-145 nas
diferentes amostras. Andlise estatisticas serdo realizados para avaliar a correlagdo entre esta
expressdo e a presenca de HPV. As amostras coletadas mostraram um perfil demografico
compativel com as carateristicas epidemiologicas da doenga: homens com mais de 60 anos,

prevalentemente fumantes e etilistas que apresentaram lesdes na lingua e no assoalho bucal.

Palavras-Chaves: Carcinoma de Células Escamosas Oral; HPV; miRNA-145.



ABSTRACT

The most important etiological factors for the development of oral squamous cell
carcinoma (CCEQO) are smoking and alcohol consumption. Data in the literature
associated the presence of human papilloma virus (HPV) with the appearance of
squamous cell carcinoma of the head and neck (CCECP) and the CCEQO. Research
has shown that these types of cancers associated with HPV positive have different
characteristics in terms of epidemiology and prognosis. The malignancy associated
with HPV is related to proteins E6 and E7, which influence the expression of
microRNAs (miRNAs), small non-coding RNAs that are always more associated with
early and predictive diagnosis of diseases. Among them, miRNA-145 (miR-145)
appears to be a vital factor in the aggressiveness and prognosis of the tumor.
Therefore, this work aims to analyze the correlation between miRNA-145 expression
and positivity to human papilloma virus 16 (HPV16) in 18 samples collected from
patients with SCC at the Stomatology Clinic of UNIGRANRIO. These patients were
categorized according to: gender, age, ethnicity, habits (smoking, drinking, etc.),
location and histological differentiation of the samples. To identify the presence of
HPV, the Nested PCR method will be used and, afterwards, miRNAs extraction and
quantitative PCR g (PCR) will be performed to evaluate the expression of miRNA-145
in the different samples. Analytical statistics will be performed to assess the correlation
between this expression and the presence of HPV. The collected samples showed a
demographic profile compatible with the epidemiological characteristics of the disease:
men over 60 years old, predominantly smokers and alcoholics who had lesions on the

tongue and on the oral floor.

Keywords: Oral Squamous Cell Carcinoma, miRNA-145, HPV.
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1. INTRODUGAO

O cancer é considerado o principal problema de saude publica no cenario
mundial, sendo uma das principais causas de morte e, como consequéncia, um dos
principais empecilhos para o aumento da expectativa de vida. Na maioria dos paises,
corresponde a primeira ou a segunda causa de morte prematura (<70 anos). O
impacto da incidéncia e mortalidade por cancer esta aumentando rapidamente no
cenario mundial (SUNG et al, 2021). O envelhecimento e a mudanga de
comportamento e do ambiente, incluindo mudancgas estruturais, que tém impacto na
mobilidade, na recreacdo, na dieta e na exposicao a poluentes ambientais, favorecem
o0 aumento da incidéncia e da mortalidade por céancer (WILD; WEIDERPASS;
STEWART, 2020).

Os canceres encontrados nas regides da cavidade oral, orofaringe e labios
representam um problema de saude crescente no mundo. A maioria dos tumores
decorrentes dessas trés sub localidades sdo carcinomas de células escamosas
(CCE), entretanto os fatores etioldgicos envolvidos com a génese de cada sub
localidade s&o distintos. Além disso, os canceres decorrentes de diferentes sitios
anatdomicos demonstram comportamentos biologicos diferentes, assim como,

prognosticos e tratamentos (GULSEN et al., 2019).

O carcinoma de células escamosas oral (CCEQ) esta dentre os tipos mais comuns de
neoplasias malignas, chegando a aproximadamente 90% dos canceres mais
incidentes nesta regido. O CCE de cabecga e pescogo (CCEP) costuma ser altamente
agressivo, especialmente em pacientes jovens (<40 anos), tendo um péssimo
prognostico devido a metastases, quando diagnosticado em estagios avangados (ll1-
IV) (PPORCHERI et al., 2019).

Além da utilizagdo de tabaco e o uso abusivo de alcool como fatores
extrinsecos, os CCEs de orofaringe tem o HPV como fator etiolégico. O HPV tem sido
apontado como o agente etiolégico para o seu desenvolvimento do CCE,
principalmente nas localidades da base da lingua e na area tonsilar, especialmente
em individuos mais jovens. O HPV-16 recebeu atengdo por ser o subtipo mais
comumente encontrado na cavidade oral (DHANUTHAI et al., 2019).
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Verma et al. (2017) avaliaram a presenga do HPV em 116 amostras de tecido
fresco e 30 amostras de parafina confirmados clinica e histopatologicamente como
CCEO e CCE de orofaringe. Esses autores verificaram que 17,5% das amostras
CCEO e 39,4% de CCE de orofaringe foram positivas para o HPV. Segundo esses
autores, CCEs positivos para o HPV foram mais prevalentes na faixa etaria mais
jovem, sem historico de consumo de tabaco e/ou alcool. Em dados de 2018, a
proporcao de CCE de orofaringe positivo para HPV foi de 56% na América do Norte,
52% no Japédo, 45% na Australia, 39% na Europa do Norte e Ocidental, 38% na
Europa Oriental, 17% na Europa Oriental, 17% na Europa Meridional e 13% nos
demais do mundo (DHANUTHAI et al, 2018).

Apesar dos avangos no tratamento do CCEO, que inclui principalmente cirurgia
e radioterapia, a sobrevida em 5 anos permaneceu aproximadamente em 50% nos
ultimos 10 anos. O fracasso no tratamento e a redugdo da sobrevida incluem o
diagndstico tardio, resisténcia as terapias, recorréncia local e metastases a distancia.
(BANO et al.,, 2018). Outrossim, os canceres de orofaringe HPV positivos tem
demonstrado um prognéstico melhor quando nos referimos a sobrevida global e livre
de doenga em comparagado com os canceres HPV negativos de estagio comparavel.
Apesar disso, questdes sobre a precisao dos diferentes testes de HPV e se o HPV é
um fator importante na diferenciacao e tratamento de tumores da cavidade oral ainda
precisam ser estudadas (BEYNON et al., 2018).

A relacao entre microRNAS (miRNAs) e os fatores associados a transformacéao
maligna baseada nas oncoproteinas virais E6 e E7 do HPV ja é descrita na literatura.
A interacdo entre E7 e p21 resulta na inibicao de ciclinas que sao alvos por exemplo
do miR-15, miR195 e miR49. Essa interagcéo interrompe o ciclo celular e induz a
oncogénese. E7 também inativa a proteina supressora tumoral pRB. Ja a proteina E6
e a proteina associada a E6 (E6-AP), levam a degradacédo da p53, inativando o
processo de apoptose, apds dano do DNA. A proteina E6 também inativa o supressor

tumoral p53, resultando em aumento da via oncogénica (LAJER et al., 2012).

Os miRNAs sao fragmentos pequenos, de cadeia simples, nao codificantes (18
a 25 nucleotideos) envolvidos em processos regulatérios tanto em nivel genético,
quanto celular (Heawchaiyaphum et al.2021). Durante muitos anos, tem havido
interesse em pesquisas no que diz respeito ao uso de miRNAs como potenciais

biomarcadores diagnésticos e progndsticos em muitos tipos de cancer. Com base em
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varios estudos, pode-se presumir que os miRNAs (por exemplo microRNA-let-7a, miR-
125b, miR-146b-3p, miR-638, miR-31, miR-218, miR-454-3p e miRNA- 936) poderiam
desempenhar um papel importante no direcionamento da expressdao de EZ2F2.
Podendo estar envolvido na progressao do cancer, na sobrevida global dos pacientes

e na resposta a radioquimioterapia (GOLABEK et al., 2023)

Pacientes portadores de HPV em associagdo com CCE de orofaringe, fazem
parte de um grupo distinto, possuindo diferentes fatores epidemiolégicos e distintos
prognosticos em comparagao com pacientes que sdo HPV negativos. Até a presente
data, sdo poucos dados que estabelegam a influéncia do HPV sobre os miRNAs no
CCE de cavidade oral. Sendo assim, este estudo busca avaliar a influéncia do HPV
na expressiao de miR-145a, um miRNA envolvido na via do HPV, em amostras de
CCEO.

1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. O Cancer Oral

1.1.1.1. Epidemiologia

Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS) em 2020, 657.000 novos
casos de cancer de cavidade oral e faringe sdo diagnosticados a cada ano, sendo
mais de 330.000 mortes provocadas por esta doengca (OMS, 2020). Dados da
literatura revelam a prevaléncia de CCEO em 0,15% na Australia (Spencer et al.,
2014), porém inferior a Tailandia em que essa proporgao foi de 6,23% (KINTARAK et
al. 2016), 8,2% na Libia (KATZ et al., 2015), 14,82% nos Emirados Arabes Unidos
(ANIS e GABALLAH, 2013), 18,0% da Nigéria (OMITOLA et al., 2007) e 24,8% no
Zimbabue (CHIDZONGA 2006).

Para o Brasil, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerao
704 mil casos novos de cancer (483 mil, excluindo os casos de cancer de pele nao
melanoma), sendo estimados 15.100 novos casos de cancer oral, sendo de suma
importancia uma equipe de saude preparada para realizar o diagnéstico precoce, que
inclua profissionais capacitados para exame clinico e, quando necessario, a
realizagao de biopsias, patologistas para emitirem os laudos anatomopatologicos e
regulacédo eficiente para inicio do tratamento oncolégico com rapidez dos casos

confirmados (INCA, 2023). Os dados mostram como o cancer oral representa o quinto
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tipo de tumor mais prevalente em homens com 11 mil novos casos (3,2%), enquanto

nas mulheres este cancer ndo aparece como um dos mais prevalentes (INCA, 2023)
(Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2023 por sexo, exceto pele ndao melanoma*

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Célon e reto 21.970 9,2% Célon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do atero 17.010 7.0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, brénquio e pulmao 14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esofago 8.200 3.4% Estébmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% Ovario 7.310 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Numeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA, 2023

Legenda: Os tipos de cancer mais frequentes em homens, serédo préstata (30%), colon e reto (9,2%),
pulméo (7,5%), estdbmago (5,6%) e cavidade oral (4,6%). Nas mulheres, os canceres de mama (30,1%),
célon e reto (9,7%), colo do utero (7%), pulméo (5,8%) e tireoide (5,8%) figurardo entre os principais.

No Brasil, em 2020, ocorreram 6.192 &bitos por cancer da cavidade oral,
correspondendo a um risco de morte de 2,92 por 100 mil habitantes. Entre os homens,
foram 4.767 o&bitos (4,60 por 100 mil) e, em mulheres, 1.425 (1,32 por 100 mil)
(BRASIL, 2022; INCA, 2020) (Figura 2).
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Figura 2: Representacéo espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil homens,

estimadas para o ano de 2023, segundo Unidade da Federagao (neoplasia maligna da
cavidade oral)

Homens

9,54 - 14,17
8,21-9,53
6,49 - 8,20

3,57-6,48

Fonte: INCA, 2023

Legenda: O cancer da cavidade oral ocupa a oitava posigao entre os tipos de cancer mais frequentes.
Em homens, é o quarto mais frequente na Regido Sudeste (13,16 por 100 mil) e o quinto nas Regides
Nordeste (8,35 por 100 mil), Centro-oeste (8,14 por 100 mil) e Norte (4,53 por 100 mil). Na Regi&o Sul
(10,52 por 100 mil), ocupa a sexta posigcao. Entre as mulheres, é o 130 nas Regides Sudeste (4,37 por
100 mil), Nordeste (3,87 por 100 mil) e Norte (1,96 por 100 mil). Ja na Regido Centro-oeste (3,21 por
100 mil), ocupa a 15a posig¢do. Na Regido Sul (3,60 por 100 mil), esta na 16a posigéo.

Em relag&o ao sexo, a maioria dos pacientes sdo do sexo masculino, com uma
propor¢cao de homem para mulher de 2,22: 1 (GHANTOUS et al., 2017). Entretanto,
como a Malasia e a Tailandia s&o paises vizinhos, os moradores sao expostos a um
tipo de ambiente semelhante e compartilham algumas praticas culturais; portanto,
ambos os paises provocam uma predilecdo feminina. Além disso, mais pacientes do
sexo feminino procuram atendimento médico do que pacientes do sexo masculino na
Tailandia. No estado do Rio de Janeiro, a estimativa demonstra que os portadores de
CCEO s&o em sua maioria do sexo masculino, ocupando a quarta posigao (INCA,
2023). (Figura 3).



Figura 3: Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2023 por sexo, segundo Estado e

capital do Rio de Janeiro

Préstata

Colon ereto

Traqueia, bronquio & puiméo
Cavidade oral

Bexiga

Estomago

3237 22

18.30
181
11.29

1093

18

Laringe 643

Linfoma néo Hodgkin 636
Esbfago 6,06

Homens

187
630 . Mulheres

Pancreas 580

Sistema nervoso central 557
Leucemias 516
Figado 494
Pele melanoma 357
Gléndula tireoide 248
Linfoma de Hodgkin 155
Ovario
Corpo do Gtero
Colo do utero

Mama feminina 11,83

14000 120,00 10000 80,00 60,00 40,00 2000 000 2000 40,00 6000 80,00 100,00 12000 140,00

Taxa bruta
*Valores por 100 mil habitantes.

Fonte: INCA, 2023.

Legenda: No Rio de Janeiro o cancer oral apresenta-se o quarto cancer mais incidente em homens

décimo segundo em mulheres.

A faixa etaria que apresenta maior manifestacdo de CCEO esta entre a
populacao idosa entre 60-79 anos (47%), onde deve-se considerar a qualidade de
vida, assisténcia a saude e estilo de vida. Ja a menor incidéncia, permanece entre a
faixa etaria com menos de 40 anos. Em relagao a idade de maior incidéncia no CCEO
nos diversos paises, a idade média de pacientes foi de 54,9 anos nos Emirados
Arabes Unidos, 59,13 anos na Tailandia, 61,2 anos no Ir4, 61,2 anos na Malasia, 62,5
na Jordania, 65,2 anos no Japao, 42,2 anos na Nigéria, 46,0 na Libia e 47,8 na india
(Speight et al. 2017). Em relagao aos 6bitos por CCEO, no Brasil a faixa etaria mais
acometida é de 60 a 79 anos com 47% dos casos, seguida pelo 37% dos casos entre
40 e 59 anos e apenas 14% dos casos em idosos com mais que 80 anos € 2% em

pessoas com menos que 40 anos (Altas de Mortalidade de 2020, INCA). (Figura 4).
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Figura 4: Distribuigcdo dos 6bitos por neoplasias malignas de labio e cavidade oral segundo
faixa etaria. Brasil, 2018.

W Menor de 40 anos
W 40a 59 amos
M60a 79 ancs

80 ou mais anos

Fonte: Altas de Mortalidade de 2020, INCA.

Legenda: A incidéncia entre as idades de 60-79 anos € maior, estando em 47%, seguida da faixa etéria
40-59 anos com 37%. Sendo as menores taxas na faixa de 80 anos ou mais em 14% e a menor

registrada em menores de 40 anos com 2%.

O uso de tabaco, alcool e noz de areca sao algumas das principais causas para
o desenvolvimento do CCEO. Na Europa e América do Norte, as infecgbes pelo HPV
sao responsaveis pelo crescente numeros de casos de canceres de orofaringe entre
os jovens (MEHANNA et al., 2013).

1.1.1.2. Etiopatogenia

Do ponto de vista biolégico, o cancer € definido como uma doenga provocada pelo
crescimento descontrolado e desorganizado de células, resultado de alteragdes no
processo de divisao celular (PEREIRA e OLIVEIRA, 2019). Ja esta estabelecido que
0 consumo de tabaco, inclusive sem fumacga e o consumo frequente de alcool, sdo os
fatores etiolégicos principais para o desenvolvimento do cancer de boca, com efeito

sinérgico entre estas duas substancias. Outros fatores de risco tém sido apontados
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no desenvolvimento de cancer bucal como: ma higiene bucal, infecgbes virais,

exposigao ocupacional, desnutricao e genética (DHANUTHAI et al., 2018).

A fumaga do cigarro pode conter até mais de 60 componentes cancerigenos.
Foi comprovado em estudos que as N-nitrosaminas especificas presentes no tabaco,
especialmente 4- (metilnitrosamina) -1- (3-piridil) -1-butanona (NNK) e N'-
nitrosonornicotina (NNN), induziram a formacao de cancer oral em animais. O NNK é
ativado pelo metabolismo animal através dos citocromos P450 em metabdlitos,
reativos ao DNA que induzem a metilagdo, assim como a piridiloxobutilizagao de
nucleobases no DNA, resultando em adutos de DNA. Para NNN, as vias 2- e 5-a-
hidroxilagao sao as principais vias que levam a formacao dos adultos. Os adultos
podem resultar na inducdo de mutagdes deletérias nos oncogenes e genes
supressores de tumores, podendo ser considerados o inicio do processo tumoral
(SCULLY, 2011).

Estudos anteriores demonstraram que o consumo de alcool € um fator de risco
dependente da dose. O alcool, primeiramente é oxidado em acetaldeido pela enzima
alcool desidrogenase (ADH). De acordo com o IARC, o acetaldeido é considerado um
agente cancerigeno pertencente ao tipo |, que sdo as substancias comprovadamente
cancerigenas em seres humanos. O acetaldeido € posteriormente metabolizado em
acetato pelo aldeido desidrogenase (ALDH). Qualquer alteracdo nessas enzimas
(ADH e ALDH) pode influenciar o processo de carcinogénese. O alcool também pode
promover a induc¢do da proliferacdo das células basais e gerar radicais livres, que
possuem efeitos deletérios ao DNA, podendo gerar mutagdes, além de comprometer
a capacidade do organismo de absorver e decompor nutrientes, assim como a
supressao imunoldgica, podendo assim, induzir o processo de carcinogénese (SENG
et al., 2010).

Os subtipos de HPV16 e HPV18 estao epidemiologicamente relacionados aos
CCEs de orofaringe. Estes subtipos, sdo considerados de alto risco, sendo também
0s mais comuns nos tumores da cavidade oral (SPRIGGS e LAIMINS, 2017). A
presenca do virus do HPV pode funcionar como triagem clinica relacionada a
agressividade do tumor (se apresentando de forma mais favoravel em pacientes com
carcinomas positivos para o virus HPV e contrariamente nos casos HPV negativos
(YOU, HENRY E ZEITOUNI, 2019). Em sua maioria, os tumores HPV negativos

possuem mutagées em TP53 e CASP8 e uma consideravel propor¢gdo de tumores

HPV positivos, abrigam mutagdes em PIK3CA.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=You%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31043814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henry%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31043814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zeitouni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31043814
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Questdes sobre a precisdo dos diferentes testes de HPV, e se o HPV é um fator
importante na diferenciagéo e tratamento de tumores da cavidade oral ainda precisam
ser estudadas (BEYNON et al., 2018). O papel do HPV no progndstico do carcinoma
de células escamosas e na resposta aos tratamentos dos pacientes € ainda pouco
esclarecido (CHATTOPADHYAY et al., 2019).1.1.

1.1.1.3. Aspectos Clinicos

Nos estagios iniciais os canceres orais sao frequentemente assintomaticos e
podem se manifestar como regides avermelhadas, como pequenos aumentos de
volume na mucosa ou como ulceragbes. Em alguns casos, pode haver algum
desconforto (VARELA et al., 2016). Em estagios avangados os pacientes relatam a
presenca de ulceragao ou crescimento na cavidade oral, mobilidade nos dentes, dor,
halitose, salivagao excessiva, sangramento, dificuldade para falar e engolir, dor na
regido do ouvido, inchaco e ulceragdo da face e pescogo com aumento de volume
(SANTOS et al., 2018).

A variagao dos sintomas depende do local envolvido pelo tumor. No inicio,
geralmente essas lesbes podem surgir de lesbes potencialmente malignas
preexistentes como as leucoplasias e eritroplasias (SANTOS et. al., 2010). Podem
apresentar-se em forma de nédulo endurecido, um crescimento exofitico, uma lesao
ulcerada e infiltrativa, ou como um crescimento verrucoso. Qualquer local da cavidade
oral pode ser afetado, porém o cancer de lingua esta entre os CCE intraorais mais
diagnosticados, variando entre 25-40%. E junto aos carcinomas de assoalho de boca
sdo responsaveis por mais da metade dos carcinomas intraorais (SANTOS et.al.,
2016; ION et. al., 2018). A medida que o tumor avanca, ele se infiltra em tecidos
adjacentes, como musculo, 0ssos ou pele, para estruturas adjacentes e para
linfonodos. O envolvimento regional dos linfonodos piora o prognoéstico (WOOLGAR,
2006).

A disseminacao linfatica geralmente € para os nodulos ipsilaterais, exceto em
tumores localizados ou que se estendem até a linha média. Os nddulos
submandibulares, submentonianos e cervicais profundos superiores sao mais
comumente afetados. A medida que a doenca avanca, outros nédulos cervicais
também sdo afetados. No caso dos tumores da lingua e do assoalho da boca, o
envolvimento linfatico pode ocorrer mesmo em pequenas lesdes primarias. A

disseminagao hematogénica é rara, sendo o pulmao e a coluna os érgaos comumente
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afetados. A via linfatica é a via de disseminagdo mais importante de disseminagao
(DANTAS et. al., 2019).

1.1.1.4. Diagnéstico e Tratamento

A bidpsia incisional, seguida de analise macro e microscopica do material
obtido, continua sendo um dos procedimentos mais adequados para o diagnostico do
CCEO. Além disso, uma biopsia fornece uma amostra mais representativa da mucosa
oral em comparagao com a citologia esfoliativa, e também inclui células da camada
basal. No caso da avaliagdo da presenca do HPV, o virus pode estar presente em
uma forma latente e ndo produtiva nas células da camada basal (LONGWORTH,
2004) (PPO et al., 2002) (WEBER et al., 2015).

O diagndstico do cancer oral pode ser feito através de exame clinico, mas a
confirmacé&o dependera da biopsia. A tomografia computadorizada, também pode
auxiliar no diagnéstico, principalmente para avaliar a extensdo da lesdo. O
diagndstico precoce permite um tratamento com melhor resultado/prognéstico,
enquanto em tumores diagnosticados em estagios mais avangados estdo implicados
tratamentos mais agressivos com maior chance de sequelas (INCA, 2020; BERNARD
et al., 2023; VARELA et al., 2016).

O tratamento do CCEO consiste em cirurgia isolada ou em associagdo com
radioterapia e quimioterapia. A cirurgia consiste na remog¢ao da area comprometida
pelo tumor e a remogao dos linfonodos do pescogo, além de reconstrugdo quando
necessario. Lesdes mais simples, na maioria das vezes apenas a retirada da lesao é
necessaria. Nos casos mais avangados, a associagao do tratamento cirurgico e
radioterapia e quimioterapia para complementar o tratamento e obter melhor resultado
curativo, sdo necessarios (INCA, 2020; BERNARD et al., 2023; VARELA et al., 2016).

1.1.1.5. Aspectos Histopatolégicos

O epitélio da mucosa oral contém camadas com grau variavel de
diferenciacdo. Entre o epitélio estratificado e o compartimento mesenquimal, esta
localizada a membrana basal. As células desta camada sdo morfologicamente
redondas e proliferativas. A propor¢cdo de tamanho nuclear versus tamanho

citoplasmatico é reduzida, quanto mais as células se diferenciam e migram para a
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camada externa, mais elas se achatam e se tornam escamosas. O estrato espinhoso
possui maior volume em relagao as células (GHANTOUS et al., 2017). Estas s&o mais
escamosas e produzem queratinas especificas para diferenciacdo. A camada granular
€ constituida por células morfologicamente achatadas que contém granulos de
querato-hialina basofilicos e filamentos de queratina. A camada mais externa é o
extrato corneo, constituido por uma camada queratinizada pura Acima da submucosa,
sdo encontrados o0s vasos sanguineos, glandulas salivares menores, nervos, fibras
estruturais, fibroblastos e outros tipos de células, e onde se localiza o extrato basal. O
extrato basal consiste em uma camada de células morfologicamente chamadas de
cuboidais e cogita-se que abrigue as células indiferenciadas do epitélio. As células
cuboidais do extrato basal, possuem organelas tipicas para células produtoras de
proteinas e expressam filamentos intermediarios de citoqueratina, respectivamente.
As células basais se dividem continuamente e se diferenciam em relagdo as camadas
externas (WARNAKULASURIYA, 2008).

A diferenciacdo escamosa, muitas vezes observada pela formagao de “pérolas de
queratina” além do crescimento invasivo sdo, pré-requisitos importantes para a
caraterizacdo histopatologica do CCE. A invasdo se observa com a ruptura da
membrana basal e invasao do tecido subjacente, acompanhada na maioria das vezes
por uma reacao estromal. Os CCEs podem ser tradicionalmente classificados como
bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco diferenciados. Os CCEs
bem diferenciados apresentam semelhangas com o epitélio escamoso normal. Ja no
CCE moderadamente diferenciado podemos observar a presenga de pleomorfismo
nuclear e atividade mitdtica, incluindo mitoses atipicas e geralmente apresentam
menos queratinizagcdo. A maioria dos CEC sao moderadamente diferenciados. No
CCE pouco diferenciado, predominam células imaturas, numerosas mitoses tipicas e
atipicas e o grau de queratinizagdo € minimo. Embora a queratinizagcdo (BARNES,
2005).

No estagio inicial do cancer bucal, as células sofrem hiperproliferagéo,
aumentando seu numero no tergo inferior do epitélio, porém exibindo um programa de
diferenciacdo normal. Nos estagios avancados, as células escamosas se tornam
displasicas, altamente proliferativas e morfologicamente anormais, comegando a se
infiltrar em diferentes camadas do epitélio. Por fim, essas células degradam a
membrana basal subepitelial e invadem a estrutura do tecido subjacente, adquirindo

a capacidade de invadir tecidos distantes e formar metastases (MENDEZ et. al.,2016).
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1.1.1.6. Prognéstico

Varios fatores associados ao tumor primario e aos linfonodos regionais foram
considerados indicadores de predigao do resultado do tratamento. O tamanho do
tumor primario afeta a escolha e o resultado do tratamento. Os tumores de grande
tamanho tém um prognostico ruim. Porém, a espessura do tumor € mais importante
do que o didametro na previsdo de metastases, recorréncias e sobrevida. A aparéncia
clinica e a proporcdo de crescimentos exofitico ou endofitico também sao
considerados preditores do resultado do tratamento. Uma redugédo gradual na
sobrevida de 5 anos foi relatada para tumores localizados posteriormente na cavidade
oral. As metastases sdo mais comuns para tumores de lingua e regido retromolar em

comparagao com o labio e mucosa oral (YUEN et. al., 2002).

O envolvimento 6sseo do tipo infiltrante esta associado a um risco aumentado
de recorréncias locais e baixa sobrevida em comparagdo com um tipo erosivo de
envolvimento 6sseo. Ja o envolvimento da pele, quando ocorre disseminagao direta,
é indicativo de um progndstico grave (WOOLGAR, 2006)

1.1.2. O Papiloma Virus Humano (HPV)

1.1.2.1. O Virus HPV

Os papilomavirus sao os virus mais antigos. Datam do final da Era Paleozdica,
cerca de 330 milhdes de anos atras. Os virus do papiloma tém uma ampla diversidade
genotipica. Os antigos virus do papiloma com tropismo da mucosa comegaram a se
desenvolver ha cerca de 90 milhdes de anos (BRAVO e SANCHEZ, 2015). Durante
sua evolugao, os papilomavirus humanos (HPVs) se desenvolveram, adquirindo a
capacidade de utilizar proteinas celulares humanas para replicagdo e permanecer em
siléncio ao sequestrar os sistemas celular e imunolégico (HARDEN e KARLMUNGER,
2017). As manifestagcdes das infecgdes por HPV podem ser multiplas, variando de
infeccbes assintomaticas a lesbes verrucosas benignas e/ou potencialmente

malignas, neoplasia intraepitelial e carcinomas invasivos (CUBIE, 2013).

Até o momento, mais de 205 gendtipos diferentes de HPV ja foram identificados

e colocados em cinco géneros, dos quais os virus Alphapapillomavirus,
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Betapapillomavirus e Gammapapillomavirus sao os mais encontrados. Os virus do
papiloma humano no género alpha sao de importancia clinica principal, pois esse
género contém a maioria dos HPVs da mucosa, que incluem os chamados HPVs de
baixo e alto risco. Os HPVs da mucosa considerados de baixo risco, como o HPV- 6
e o HPV-11, causam papiloma/condiloma benigno, enquanto os HPVs da mucosa
considerados de alto risco, como o HPV-16 e o HPV-18, causam lesbes intraepiteliais
escamosas que podem progredir para carcinoma de células escamosas na regiao da
cabeca e pescogo (SYRJANEN, 2018).

O papilomavirus humano contém um formato de DNA circular de fita dupla com
aproximadamente 8.000 pares de bases sendo sua delimitacdo através de um
capsideo icosaédrico ndo envelopado de 55 nm de didmetro. Somente uma fita do
genoma do DNA é transcrita. A sequéncia contém de 9 a 10 quadros de leitura aberta
(ORFs) com possiveis regides codificadoras de proteinas. A regido inicial (E) contém
ORFs que codificam proteinas reguladoras virais e a regido tardia (L) codifica as duas
proteinas virais do capsideo L1 e L2. A terceira regido do genoma € a regidao de
controle longa, também chamada regido reguladora ou regido nao codificante. A
regido de controle longa contém a origem da replicagdo do DNA e dos locais de
ligac&o das proteinas celulares virais e do hospedeiro para controlar a transcrigéo viral
(BRAVO e SANCHEZ, 2015) (Figura 5).
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Figura 5: Genoma do HPV

Legenda: A regido de genes iniciais (Early genes- E) sdo mostrados em verdes e os genes tardios
(Late genes- L) sao mostrados em azul. A regido de LCR, que regula a transcrigdo e a replicacédo do
DNA viral, € mostrada por uma faixa preta mais espessa. Trés oncogenes de HPV, E5, E6 e E7, séo
mostrados em vermelho. Adaptado de (SPURGEON; LAMBERT, 2017).

A classificacdo dos HPVs é baseada na sequéncia nucleotidica da ORF (open
reading frame) que codifica a proteina do capsideo L1, pois essa sequéncia € a mais
conservada entre todos os HPVs. Os tipos de papilomavirus humano com menos de
60% de homologia na parte L1 do genoma pertencem a diferentes subtipos de HPV.
Diferentes espécies virais de um género compartilham homologia entre 60% e 70%.
Os novos tipos de HPV séao rotulados em ordem numérica apds todo o genoma ter
sido clonado e depositado no Centro Internacional de Referéncia do HPV. Atualmente,
o HPV - 16, na espécie 9, é o virus humano oncogénico mais poderoso conhecido.
(VILLIERS et. al. 2010).

O ciclo de vida do HPV esta ligado a diferenciacdo das células epiteliais e é
regulado por proteinas virais e celulares. No epitélio escamoso normal, as células se
estratificam nas camadas basal e suprabasal, sendo que a replicacao celular é restrita
a camada basal. Apds a replicacdo cromossOmica e a divisdo celular, uma das duas

células filhas migra para cima nas camadas suprabasais, onde sofre diferenciacéo e
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perde a capacidade de permanecer ativa. Os virus infectam as células na camada
basal dos epitélios estratificados, expostos por microlesdes. A ligagao inicial do HPV
com as células é provavelmente através da ligagdo do virion aos proteoglicanos do
sulfato de heparina na superficie celular epitelial ou na membrana basal. Apds a
entrada, os virions migram para o nucleo, onde seus genomas sdo elementos
extracromossdmicos ou epissomas, com aproximadamente 100 copias por célula. Nas
células basais, os epissomas sao replicados, juntamente com o DNA celular, durante
a fase S do ciclo celular, com os numeros de cdpias epissomais mantidos em niveis
igualmente baixos (SPRIGGS e LAIMINS, 2017).

A medida que as células infectadas se dividem, uma célula filha se move para
as camadas suprabasais. Através da agao de proteinas virais, um subconjunto de
células diferenciadoras é capaz de permanecer ativo no ciclo celular e progredir para
a fase G2. No G2, os genomas do HPV sao replicados para milhares de copias por
célula em um processo denominado amplificacédo, e isso ocorre apdos a replicagcao
celular ter sido concluida. Simultaneamente a amplificacéo, a sintese do capsideo e a
montagem do virion sao induzidas em células diferenciadas, seguidas pela liberagao

de virions da progénie da superficie celular epitelial (CHOW et al., 2009) (Figura 6).

Figura 6: Histologia do Tecido Infectado com HPV x Tecido Normal
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Legenda: Proliferacdo de células infectadas por HPV e formagédo do papiloma (lado esquerdo) e
proliferagao celular normal (lado direito) (GISSMAN et. al. 2006).
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1.1.2.2. O HPV e o Céancer Oral

Na carcinogénese, o genoma do HPV se integra geralmente ao cromossomo
da célula hospedeira. Cada sitio € unico, ja que a integragao é aleatoria. Durante este
processo, o repressor transcricional, a proteina E2, é frequentemente perdida e a
expressdo de E6 e E7 sdo importantes para o processo de carcinogénese. As
oncoproteinas E6 e E7 sao proteinas de alto risco para o cancer e estao ligadas a
capacidade de interferir em varios complexos proteicos reguladores celulares, dos
quais os mais importantes sdo p53 e pRB. (MCBRIDE et. al., 2018)

Com aproximadamente 150 aminoacidos a proteina E6 do HPV-16, degrada e
inativa a proteina celular p53 através de protedlise, mediada pela ubiquitina €&
identificada no nucleo e nas membranas celulares. O complexo E6/E6-AP atua como
uma ubiquitina-ligase, conjugando ubiquitina a p53. O aumento da instabilidade
genética e acumulo de mutagdes oncogénicas esta associada a degradagao da p53.
Nas fases incipientes da progressdo tumoral, este mecanismo € essencial
(SCHIFFMAN e BURK, 1997; MANSUR, 2001) (Figura 7).

Figura 7: Mecanismo de acdo das oncoproteinas E6 e E7.

CONSEQUENCIAS

\'N * Aumento da proliferagdo celular
W * Diminuigdoda apoptose

N TEMPO

Liberag¢do do fator
HPV E7 de transcrigdo E2F

Protedlise da pRB

Céncer

www.biomedicinapadrao.com.br

Fonte: https://www.biomedicinapadrao.com.br/2019/11/como-o- hpv-de-alto-risco-deixa-

celula.html?m=0

Legenda: Degradagao da p53 supressora de tumor pela proteina E6. E a proteina E7que se liga a
proteina pRb, provocando a ma regulagéo do ciclo celular de G1 para S, resultando no processo de

carcinogénese.
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Ja com aproximadamente 100 aminoacidos e encontrada no citoplasma e no
nucleo das células do hospedeiro, esta a proteina E7. Para a ligagdo com pRB é
necessaria a por¢ao N-terminal para promover estabilidade. Constituindo um segundo
sitio de ligagao a pRb, regula negativamente o ciclo celular de G1 para S. Para ocorrer
sintese de DNA, a proteina E7 do HPV-16, fosforilada, liga-se as formas
hipofosforiladas da pRb, ocorrendo assim a liberagdo do fator de transcricao E2F,
anteriormente associado a pRb. Desta forma, o crescimento celular e a expressao de
genes envolvidos na divisao celular se torna anormal de forma ininterrupta. (Schiffman
e Burk, 1997; Mansur, 2001). O acumulo de proteina p16, em alguns tumores
relacionados ao virus HPV é resultado da inativagéo de p53 e pRb mediada por EG e
E7. A p16 desregula a bomba de prétons, o que resulta na diminuigdo da degradacao
dos receptores EGF provocando, estimulagdo mitogénica prolongada (MANSUR,
2001).

Pacientes portadores de carcinomas orofaringeos positivos para HPV, tiveram
uma melhor sobrevida do que pacientes HPV negativos. O resultado do céncer de
orofaringe esta relacionado ao status do HPV, a metastase nodal e a outros fatores.
Um estudo demonstrou que o tabagismo parece modificar a sobrevida e a recorréncia
de carcinomas positivos para HPV. Dessa forma, os pacientes foram classificados
nesse estudo em trés categorias, com base no HPV e no tabagismo. A maior
sobrevida global em cinco anos (SG) foi observada em pacientes com carcinoma HPV
positivo e nunca fumantes (81%), seguidos por pacientes HPV positivos ex fumantes
(48%); a SG mais baixa em 5 anos (21,1%) foi encontrada em pacientes HPV
negativos fumante (Boon et. al. 2013). Pacientes com CCEO HPV-positivo desfrutam
de progndstico significativamente melhor do que pacientes com CCEO HPV-negativo,
e regimes de tratamento especificos para HPV-positivo estdo sendo avaliados. Isso
demonstra a importancia do reconhecimento e diagndstico corretos de tumores HPV-
positivos (POWEL e EVANS, 2015).

1.1.3. Os microRNAs (miRNAs), o HPV e o Cancer Oral

Os microRNAs (miRNAs) sdo os principais reguladores da expressao génica
na fisiologia e doenga humana, a regulagdo transcricional de miRNAs é pouco
compreendida, porque a maioria dos promotores de mMIRNA ainda nao foi

caracterizada (OZSOLAK et. al. 2008). Pequenos RNAs nao codificantes, como o
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miRNA (miR), sdo altamente conservados e tém cerca de 22 nucleotideos de
comprimento, com importante papel em uma variedade de processos, incluindo
desenvolvimento, proliferacao e diferenciacio celular. Uma variedade de miRNAs tem
multiplos genes alvo envolvidos no crescimento celular e nas vias de sinalizagéao,
desregulagéo dos quais pode participar em muitos processos celulares fundamentais
de varios canceres, incluindo tumorigénese, proliferacdo, apoptose, metastase e
resisténcia a drogas (Figura 8). Entre eles, 0 miRNA-145 (miR-145), localizado em
uma regido fragil do cromossomo 5q, parece ser um fator vital para a agressividade e

0 prognostico do tumor (XU et al., 2019).

Figura 8: MiRNAs no Processo de Oncogénese
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Fonte: Santos et al. (2018)
Legenda: Os miRNAs oncdgénicos possuem expressdo aumentada, promovendo o
desenvolvimento tumoral através do estimulo a proliferacao células ou inibicdo de genes que regulam

apoptose e genes supressores tumorais, permitindo desta forma invasdo aos tecidos adjacentes e

subjacentes.

Nao ha consenso sobre miRNAs especificos que estdo associados a HPV

positivo em CCEO. Portanto, estudos mais aprofundados em uma populacdo de
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estudo homogénea e bem descrita, com distingdo do local de origem e etiologia do
tumor sao necessarios para se obter um quadro mais claro (BOZINOVIC et al., 2019).
Pacientes portadores de CCEO HPV + tém um perfil de miRNA distinto em
comparagao com pacientes portadores de CCEO e que sao HPV-. Um conjunto de
mMiRNAs de nucleo de HPV foi identificado. Destes, especialmente o miR-15a / miR-
16 /, miR-143 / miR-145 e o agrupamento miR-106-363 parecem ter alvos dentro da
conhecida patogénese do HPV.

Lajer et.al. (2012), demonstraram em seu estudo a relagédo entre os miRNAs e
os fatores que estédo envolvidos no processo de malignidade celular, baseada na agao
das oncoproteinas E6 e E7. Ocorrendo nesta via a interagdo entre E7 e p21, o que
acarretaria a inibicdo de ciclinas que sao alvos de miRNAs. Resultando assim na
interrupcéo do ciclo celular e contribuindo para o mecanismo de oncogénese. Eles
elaboraram uma hipétese de que a proteinas E6 € capaz de inibir PTPN13 uma
molécula inibidora de RAS, levando, portanto, a inibi¢do indireta do miRNA supressor
miR-145 (Figura 9).

Figura 9: Inativacdo de p53 e pRb pelas proteinas do HPV
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Fonte: Lager et. al., 2012.
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Legenda: Representagcdo esquematica da relagdo entre miRNAs regulados por HPV e fatores
envolvidos na transformagao maligna provocadas pelas oncoproteinas E6 e E7. Proteinas reguladas
por miRNA putativos e miRNA controlados por fatores de transformagao s&o indicados em cinza e
miRNAs s&o mostrados em caixas azuis.
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O mecanismo preciso do miRNA-145 na supressao tumoral ndo esta bem
estabelecido. No entanto, poucas teorias foram sugeridas na literatura sobre seu
mecanismo de ag¢ao. Heawchaiyaphum et al. (2021), sugeriram que os virus EBV e
HPV podem regular a expressao de microRNA do hospedeiro. Recentemente a baixa
expressao do miR-145, foi identificada em diversos tipos de tumores (célon, pancreas,
entre outros). Este miRNA, foi associado ao HPV e ao cancer de cabecga e pescoco.
O miR-145 é um supressor de tumor e inibe a migragéo, invaséao e proliferagéo celular,
induzindo a apoptose das células oncogénicas. Observou-se que a regulagédo negativa
do miR-145 esta associada a uma sobrevida desfavoravel em varias doencas
malignas, sugerindo que esta regulagédo negativa poderia ser usada como um
potencial biomarcador prognostico (HEAWCHAIYAPHUM et al., 2021).

A identificacdo de miRNAs associados a diferentes canceres mediados por
HPV é importante, pois podem ser uteis como marcadores especificos para o cancer
associado ao virus HPV, qual tem comportamento distinto. Além disso, eles podem
ser uteis em futuras estratégias de tratamento individualizado e no desenvolvimento

de novas terapias direcionadas.
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2. JUSTIFICATIVA

A literatura tem demonstrado que o progndstico em pacientes portadores de
CCECP HPV-positivos, é nitidamente mais favoravel do que os pacientes CCECP
HPV negativos (YOY, HENRY e ZEITOUNI, 2019). Sendo assim, o status de HPV é
hoje rotineiramente usado como uma variavel de estratificacdo em niveis de
complexidade, em testes médicos e deve ser considerado.

Sabe-se que os pacientes com carcinoma de células escamosas de orofaringe
HPV positivos apresentam comportamentos epidemiolégicos e clinicos diferentes em
comparagao com pacientes HPV negativos, permitindo a identificacdo do carcinoma
HPV-positivo como uma doenca distinta especifica com caracteristicas progndsticas
peculiares. Sendo pacientes com CCE de orofaringe HPVs positivos diagnosticados
em uma idade mais jovem do que os pacientes HPVs negativos. A taxa de sobrevida
de cinco anos para carcinoma de células escamosas de orofaringe HPV-positivo é de
60-90% em comparacéo com 20-70% HPV-negativo, conferindo um prognostico mais
favoravel para pacientes com CCEs HPV-positivos. (LOCATI et. al., 2019)

Portanto, através de anadlises laboratoriais, este estudo teve por obijetivo
identificar a correlagao entre pacientes portadores de CCEOQO positivos e a expressao
de miR-145, um miRNA supressor que tem sido correlacionado com esta via

oncogénica.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral

Avaliar a correlagao entre a presenca de HPV e a expressao de miR-145 em

amostras de pacientes portadores de CCEO.

3.2. Objetivos Especificos

o ldentificar a presenca do HPV em amostras de CCEO por Nested PCR;

o Avaliar a expressao de miR-145 em amostras de CCEO por PCR em tempo
real,

o Correlacionar a expressao de miR-145, com a presenga do HPV e cos os dados

clinico patolégicos nas amostras avaliadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Coleta das amostras

Trata-se de um estudo piloto, com uma amostra de conveniéncia composta por
pacientes portadores de CCEO atendidos na Clinica de Estomatologia da Faculdade
de Odontologia da UNIGRANRIO. As amostras de CCEO foram colhidas a fresco
durante o ato cirurgico da bidpsia diagndstica. As amostras foram seccionadas em
duas partes. Uma parte, foi coletada em criotubos contendo RNAlater foi destinada
aos experimentos moleculares e foram armazenadas a temperatura de -70°C até o
momento de sua utilizagdo. A outra parte foi coletada em formol a 10% e destinadas
ao diagnostico histopatologico na Universidade Federal Fluminense (UFF). Além
disso, foram também utilizadas 15 amostras de mucosa normal provenientes de
pacientes que nao apresentaram nenhuma patologia prévia ou clinicamente
diagnosticavel em cavidade oral, submetidos a cirurgias pré-protéticas na Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da UNIGRANRIO. A coleta destas amostras
seguiu o mesmo protocolo das amostras de CCEO (coletadas em RNAlater e em
formol a 10%). A coleta e a utilizagdo das amostras foram autorizadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO (nimero CAAE 43110714.5.0000.5283 Numero
do Parecer: 1.024.617) ANEXO 1.

Os dados da populacéo foram levantados através de questionarios aplicados e o
termo de consentimento pds-informado foram devidamente assinados por todos os
pacientes que se declaram favoraveis a participagao no presente estudo e a utilizagcao
das amostras (ANEXO II).

4.2.ldentificagao da presenga do HPV (Nested PCR)

Para a detec¢cao do HPV o DNA das amostras de CCEO foi extraido utilizando
reagente Trizol e um tampao de extracdo composto por tiocianato de guanidina 4 M,
citrato de sédio 50 mM e TRIS 1 M pH 8,0. Apds centrifugagéo, o precipitado de DNA
foi lavado com isopropanol (100%) e etanol (70%), ressuspendido em 25 ul de agua

e armazenado a -20°C.

A deteccdo do HPV nas amostras de CCEO foi realizado pelo método de Nested PCR

de acordo com protocolo proposto por Gravitt et al. (2000) e Venceslau et al (2014)
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utilizando em um primeiro momento um pool de primers PGMY09 e PGMY11 que
flanqueou no genoma viral um fragmento de 450 pares de base (pb). Além disso, como
controle enddégeno da reagédo de PCR, foi utilizado um par de primers de uma regiéao
conservada do gene HLAdQ, que é um componente da molécula do antigeno
leucocitario humano, com um fragmento de aproximadamente 200 pb (Quadro 1) e os
primers GP5+/GP6+ (Quadro 2), que amplificaram num segundo momento uma
sequéncia de aproximadamente 150 pb que é interna a sequéncia flanqueada pelos

primers.

Quadro 1. Sequéncia de primers PGMY09 e PGMY11 para a amplificacdo de um
fragmento de 450 pb para deteccdo do genoma do HPV

Primer Sequéncia

PGMY09-F CGTCCCAAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGACCTAAAGGAAACTGATC
PGMY09-H CGTCCAAAAGGAAACTGATC
PGMY09-1 GCCAAGGGGAAACTGATC
PGMY09-J CGTCCCAAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGTCCAAGGGGATACTGATC
PGMY09-L CGACCTAAAGGGAATTGATC
PGMY09-M CGACCTAGTGGAAATTGATC
PGMY09-N CGACCAAGGGGATATTGATC
PGMY09-P GCCCAACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC
PGMY09-R CGTCCTAAAGGAAACTGGTC
PGMY11-A GCACAGGGACATAACAATGG
PGMY11-B GCGCAGGGCCACAATAATGG
PGMY11-C GCACAGGGACATAATAATGG
PGMY11-D GCCCAGGGCCACAACAATGG
PGMY11-E GCTCAGGGTTTAAACAATGG
HMBO1 GCGACCCAATGCAAATTGGT
HLAdQ-F GTGGTGTAAACTTGTACCA
HLAdQ-R GGTAGCAGCGGTAGAGTT
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Quadro 2. Sequéncia de primers para a amplificacédo de um fragmento de 150 pb para

deteccao do genoma do HPV

Primer Sequéncia
Gp5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
Gp6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC’

As reacoes foram realizadas utilizando 1 pl (50ng) de DNA gendémico, 10 pmoles
de cada iniciador (Senso e Antisenso), 12,5ul de AmpliTagq Gold™ 360 Master Mix
(Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA) e agua estéril, para atingir
um volume final de 25 pl.

A amplificacgao foi realizada usando as seguintes condi¢des de ciclo: incubagéo
a 95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de desnaturagcdo de 1 min a 95°C,
hibridizagao de 1 min a 55°C e alongamento de 1 min a 72°C. O ultimo ciclo foi seguido
por uma extensao final por 10 min a 72°C e, em seguida, a amostra foi armazenada a
4°C.

O produto final da primeira PCR foi diluido em 1:5, e um microlitro desta amostra
e 10 pmoles de cada iniciador (GP5 +/ GP6 +), 12,5ul de AmpliTaq Gold™ 360 Master
Mix (Applied BioSystems — Life Technologies™, Carlsbad, USA) e agua estéril, para
atingir um volume final de 25 pl. Os primers GP5 + / GP6 + consistem em uma
sequéncia de nucleotideos fixa para cada um dos 18 primers da primeira PCR
desenhados para detectar uma ampla gama de tipos de HPV usando uma PCR de
temperatura de anelamento mais baixa. As condi¢gdes foram as seguintes nos ciclos
de PCR: desnaturagao de 95°C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C por 1
minuto, entdo 40°C por 2 min e 72°C por 1 min e meio. Este ultimo ciclo foi seguido
por um periodo de extensao final de 10 minutos a 72°C.

Foram incluidos durante a amplificacdo um controle positivo, DNA extraido de
células Hela (subtipo HPV-6 de baixo risco) e um controle negativo que foi utilizada
uma amostra contendo todos os componentes da reagao, exceto o DNA.

Os fragmentos dos genes amplificados nos PCRs primarios e secundarios, de
450 pb e 140 pb, respectivamente, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 2%, corados com GelRed™ (Biotium) e visualizados no sistema QIAxcel de
eletroforese capilar automatizada. Para evitar qualquer contaminagao, a mistura de
PCR sem DNA foi pipetada em uma sala com uma "estagdo de PCR com purificagéo
de ar". O DNA foi extraido em condigdes estéreis em um laboratério separado. O DNA

foi adicionado a mistura de reagcao de PCR em uma terceira sala de laboratério.
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4.3.Extracdo do RNA total e confecgdo dos cDNAS dos miRNAs

A extracdo do RNA total das amostras foi realizada utilizando o reagente Trizol
(Life Technologies - Foster City, CA) de acordo com as especificagdes do fabricante.
Para a confeccdo dos cDNAs de miR-145 e do enddégeno (RNU48) adotamos o kit
MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e primers Taqgman para
cada miRNA em analise. Para isto, foram utilizados 0,15 pL de dNTPs, 1 uL de
Multiscribe™ RT enzyme (50 U/ uL), 1,5 uL de Buffer 10 X, 0,19 uL de RNAse inhibitor
(20 U/pL), 4,16 pL de H20 RNAse free, 3 uL de primer (miR-145a e de RNU48). Para
a amplificacao, aplicamos as seguintes condi¢des: 16 °C por 30 min, 42 °C por 30 min,
85 °C por 5 min.

4.4. Avaliacao dos miRNAs por PCR quantitativa (qQPCR)

A coleta de dados através da técnica de gPCR consiste na medida em que ocorre
a reagao, onde a amplificagdo e detecgao ocorrem simultaneamente, onde difere-se
da PCR convencional, na qual é necessario ter um numero pré-determinado de ciclos
para ocorrer a deteccdo. Durante a reacgao, o resultado desta técnica apresenta-se na
forma de grafico de amplificagdes. Na fase logaritmica da reagao de amplificagao, o
produto acumulado esta diretamente associado a quantidade de molde encontrado no
inicio da reagdo. O Cycle threshold (Ct) é o ciclo da PCR em que o nivel de
fluorescéncia ultrapassa o threshold. Sendo este, o parametro utilizado para

quantificar o produto presente no inicio da reacao.

O calculo da expressao relativa de acordo com o método do 2-24Ct foj utilizado para
obter o nivel de expressdo dos miRNAs. As mudangas na expressdao génica séo
calculadas através das diferengas entre as amostras calibradoras (grupo peso normal)
e as experimentais (sobrepeso e obeso), através do método do 2-22Ct ou método
comparativo de Ct, qual se trata de uma equagao matematica que sao normalizadas
por uma referéncia. Ressalta-se que o valor de ACt equivale a diferencga entre o valor
da média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do gene normalizador. O
calculo da férmula AACt envolve a subtracao entre o valor de ACt para cada amostra

experimental e o valor de ACt para as amostras calibradoras.

O sistema de deteccdo Tagman (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para a

avaliacdo da expressdao dos miR-145a.0 normalizador utilizado foi RNU48. As
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reacgoes foram feitas em triplicata, com a presenga de um controle negativo de reacgao,
num volume total 20 pL para cada reagéo e o método da expressao relativa 2-22Ct, As
reacdes consistiram na aplicagao de 1,33 pL de produto de cDNA, 10 pyL 2 TagMan®
Universal PCR Master Mix Il (2X), no UNG (Applied Biosystems) e 1 uyL de TagMan®
Small RNA Assay e 7.67 yL de H20 nuclease free. As reacdes foram realizadas no
aparelho QuantStudio 7 (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) e as
condi¢cbes para a amplificagdo foram: Hold de 50 °C por 2 min, Hold de 95 °C por 10
min seguidos de 40 ciclos de denaturacao 95 °C por 15s e anelamento e extensao 60
°C por 1min. O valor de corte para considerar a diferenga de expressao foi de duas
vezes (LIVAK e SCHMITTGEN 2001).

4.5. Analise de Dados

Os dados gerados nesse estudo foram tabulados em uma planilha do Excel e
posteriormente analisados. Os resultados da expressdo dos miRNAs obtidas neste
estudo foram analisados por ferramentas de bioinformatica fornecidas pelo fabricante
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) segundo o método do 2-22Ct (LIVAK
e SCHMITTGEN 2001). Os dados demograficos e clinicopatolégicos dos pacientes

foram dispostos como frequéncias absolutas e frequéncias relativas.
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5. RESULTADOS

5.1.Caracterizagao da populacao analisada

Os dados clinico-patoldégicos e demograficos dos pacientes portadores de CCEO
atendidos na Clinica de Estomatologia entre os anos de 2015 e 2016 estao descritos
na Tabela 1. Em relagdo ao género, a populagdo diagnosticada com o CCEO
consistiu em 18 individuos, sendo 12 (66,66%) homens e 6 (33,33%) mulheres. A
idade dos pacientes variou entre 59 e 90 anos, sendo o grupo de pacientes com mais
de 60 anos de idade o de maior prevaléncia com 15 casos (83,33%). Em relagao a
etnia, a maioria dos participantes foi composta por brancos (8/44,44%), em seguida
por negros (7/38,88%) e pardos (3/16,66%). Em relagdo a presenca de habitos um
total de 9 (47,36%) participantes se declararam tabagistas e o etilismo foi relatado em

mais da metade dos participantes (11/61,11%).

Quanto a localizagéo anatdémica, a lingua foi a regido mais comumente afetada
pelo CCEO com 44,44% (n=8) dos casos, seguida do assoalho de boca, 33,33%
(n=6), palato duro (n=2) 11,11%, rebordo alveolar (n=1) e fundo de vestibulo (n=1),
sendo 5,55% cada. Os tumores moderadamente diferenciados, 83,33% (n=15)
constituiram o tipo histolégico mais comum, seguidos do subtipo bem-diferenciado,
11,11% (n=2) e pouco diferenciado 5,55% (n=1) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas sdcio demograficas e clinico patolégicas dos pacientes com
CCEO diagnosticados na Clinica de Estomatologia da Unigranrio no periodo de 2015
a 2016.

Pacientes diagnosticados com CCEO

Variaveis %
(N=18)
Género
Homens 12 66,66
Mulheres 6 33,33
Idade
<40 anos 0 0
41-59 anos 3 16,66
> 60 anos 15 83,33
Etnia
Pardos 3 16,66
Brancos 8 44,44
Negros 7 38,88
Habitos
Alcoolismo 11 61,11
Tabagismo 9 47,36

Localizacdo anatéomica

Lingua 8 44,44
Assoalho de boca 6 33,33
Rebordo alveolar 1 5,55

Orofaringe 0 0

Mucosa jugal 0 0
Fundo de vestibulo 1 5,55
Palato duro 2 11,11

Gengiva 0 0

Grau de diferenciacio
histopatélégica

Bem-diferenciado 2 11,11
Moderadamente-diferenciado 15 83,33

Pouco diferenciado 1 5,55
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5.2. Identificagao da presen¢a do HPV nas amostras de CCEO por NESTED PCR

Com a finalidade de identificar a presenga do HPV nas amostras dos pacientes
portadores de CCEO participantes desse estudo, foi realizado o método de Nested
PCR proposto por Gravitt et al. (2000) e Venceslau et al (2014). Nesse método foi
utilizado um pool de primers PGMY09 e PGMY11 que flanqueou no genoma viral,
permitindo a amplificagdo de um fragmento de 450 pares de base (pb). Para o controle
da integridade do DNA foi utilizado o gene constitutivo HLAdQ e como controle
positivo da reacéo foi utilizado a amostra HelLa, conhecidamente positiva para o HPV.
Apesar de ter sido detectada a amplificagcdo dos primers na amostra HelLa, nao foi
observada neste primeiro round de PCR nenhuma amostra de CCEO positiva para o
HPV. Além disso, podemos visualizar que o gene constitutivo (HLAdQ) foi observado
em todas as amostras, exceto a CCEO14 que possivelmente seu DNA nao estava

integro e nao foi possivel a amplificagdo da PCR (Figura 10).

Figura 10: Fotografia de uma corrida eletroforética de Nested PCR para o pool
de primers PGMY09, PGMY11 e gene constitutivo HLAdJQ.

CCEO1 CCEO2 (CCEO3 CCEO4 CCEO5 CCEO6 CCEO7 CCEO8 CCEO14 CCEO16 CCEO17 CCEO19 CCEO20 C-
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Legenda: No gel de agarose a 2%, as observagdes incluiram: na primeira coluna, o marcador
de peso molecular (M — 100pb, pares de base), controle positivo (Hela), portadores de CCEO
e controle negativo, respectivamente. A amostra que exibiu fragmentos de 400 e 190pb foi
identificada como positiva para o virus do papiloma humano (HPV). Todas as amostras, com
excecao da CCE14, apresentaram amplificacdo para o gene constitutivo (HLAdQ).

Ao realizarmos a amplificacdo das amostras utilizando os primers GP5+/GP6+,

foi constatado que trés das amostras (CCEO2, CCEO4 e CCEOS5) apresentaram
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resultados positivos indicando a presenca do HPV (Figura 11).

Figura 11: Fotografia de uma corrida eletroforética da PCR para o primers
GP5+/GP6+.

M C+ CCEO1 CCEO2 CCEO3 CCEO4 CCEO5 CCEO6 CCEO7 CCEO8 CCEO14 CCEO16 CCEO17 CCEO19 CCEO20 C-

150pb -
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Legenda: N No gel de agarose a 2%, as observagdes incluiram: na primeira coluna, o
marcador de peso molecular (M — 100pb, pares de base), controle positivo (Hela), portadores
de CCEO e controle negativo, respectivamente. As amostras que exibiram fragmentos 150pb
foi identificada como positiva para o virus do papiloma humano (HPV).

a Vs

5.3. Avaliacao da expressao de mir-145 nas amostras de CCEO por PCR
quantitativa (QPCR)

Logo apds, procedemos com a avaliagdo de miR-145a por qPCR nas 18
amostras de CCEO em comparagao com 10 amostras de mucosa oral saudavel.
Infelizmente, apenas 14 amostras apresentaram amplificacdo para este miRNA.
Cerca de 78,5% das amostras mostraram-se com expressao reduzida, porém, de
acordo com o corte de +2 e —2 adotado neste estudo levando em conta o método de
288C para se considerar diferenca de expressdo, um pouco mais da metade dos
pacientes (8/57,14%) apresentaram hipoexpressao para miR-145a, 3 (21,5%)
apresentaram hiperexpressao e em 3 (21,5%) pacientes nao foi verificada diferencga

de expressao para esse paciente (Figura 12).
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Figura 12: Expressdao de miR-145a em amostras de CCEO
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Legenda: Avaliagdo da expressao de miR-145a em amostras de 14 pacientes
portadores de CCEO comparadas com 10 amostras de pacientes portadores de
mucosa oral saudavel. As amostras foram corridas em triplicata e na presenga de um
controle negativo. RNU48 foi utilizado como controle endégeno.

5.4. Associacao entre a presenca de HPV, a expressao de miR-145, dados
demograficos e clinicopatolégicos dos pacientes portadores de CCEO

Infelizmente nao foi possivel avaliar a associacao entre a presenga do HPV, a
expressdo de miR-145a nas amostras de CCEO, os dados demograficos e
clinicopatolégicos em virtude do pequeno numero de amostras analisadas nesse
estudo. Entretanto, quando observamos as trés amostras que foram positivas para a
presenca de HPV, verificamos que em duas delas (CCE4 e CCE5) miR-145a
encontrava-se hipoexpresso. Com relagdo aos dados demograficos 2 dos trés
pacientes eram do sexo feminino e apresentavam mais de 70 anos. Além nessas duas

pacientes o sitio anatdbmico acometido foi a borda lateral de lingua (Tabela X).
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Tabela 2 - Dados demograficos e clinicopatolégicos dos pacientes portadores de
CCEO e correlagao com expessao de miR-145a

. i i Expresséao
Amos :;::; Taba | Alc | Gén | Idade éD;ferenmag Presenca dep miR-
tra 30 co ool | ero (anos) sl do HPV 1452
Cc 13,97
CEO1 AB S S M 67 MD -
Cc 2,03
CEO2 AB S S M 73 MD +
C | L- -4,19
ceos | co N N M 69 MD -
C | L- -2,70
ceos | co N S F 81 BD +
C | L- -9,20
ceos | co N N F 70 MD +
Cc -18,80
CEO6 RA N N M 89 MD -
Cc -4,50
CEO7 AB N S M 81 PD -
C | L- -1,50
ceos | co S S M 67 MD -
C|.L 29,60
CEO1 N N F 86 MD -
Cco
4
C | . 2,50
CEO1 S S M 62 MD -
CoO
6
C | 4,90
CEO1 S S M 84 MD -
Cco
7
Cc 2,14
CEO1 | AB N S M 51 MD -
8
Cc -1,40
CEO1 | AB S S M 53 MD -
9
C | .. 1,80
CEO2 N S M 70 MD -
0 CoO

Legenda: CCEOQ, paciente portador de Carcinoma de Células Escamosas Oral;Localizagdes:
L-CO, lingua-cavidade oral; AB, assoalho de boca; ORO, orofaringe; FV, fundo de vestibulo;

GEN, gengiva;

RA,

rebordo alveolar.

Diferenciacgao:

moderadamenediferenciado; PD, pouco diferenciado.

BD, bem-diferenciado;

MD,
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7. DISCUSSAO

Este presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia do HPV na expressao
de miR-145a. Das 14 amostras avaliadas, apenas trés mostraram a presenc¢a do HPV
pela metodologia de Nested PCR proposta por Gravitt et al. (2000) e Venceslau et al.
(2014). Nesse método um conjunto de primes sao destinados a amplificagdo dos
seguintes gendtipos de HPV: HPV 6,11,16,18,26,31,33,35,40,45,51,52,56 e 59.

Awan et al. (2017), tiveram como objetivo a comparacao e analise da PCR e
IHC quanto a sua sensibilidade para detectar HPV em CCEO. Sendo assim, foram
coletadas 47 amostras de pacientes com CCEO primario. Os critérios de incluséo
foram dados clinico-patolégicos completos, acompanhamento clinico adequado e
disponibilidade de material tumoral embebido em parafina. Os HPV gerais e dos tipos
especificos, 16 e 18 foram investigados por meio de PCR. Posteriormente, por meio
de imunohistoquimica a imunorreatividade para o HPV foi investigada. A presenga de
HPV foi detectada por PCR em 32 pacientes, enquanto a imunohistoquimica (IHQ)
nao apresentou resultados positivos. Ja o p53 foi positivo em 32 pacientes e negativo
em 15. O HPV 16 foi mais prevalente, apresentando positividade em 27 pacientes,
enquanto o HPV18 foi positivo em apenas 1. Deste modo, os autores sugerem que a
PCR é um método mais sensivel e confiavel para o diagnéstico de HPV para CCEO
comparada a IHQ, uma vez que os resultados gerados por esse método foram
negativos e insignificantes. Portanto, os autores recomendam que a PCR deve ser o
primeiro teste diagndstico inicial para deteccdo de HPV devido a sua melhor
sensibilidade e sucesso.

Thammaiah et. al. (2018) avaliaram a presenga do HPV 16 através da pesquisa
das oncoproteinas E6 e E7 no CCEO pela técnica de gPCR. Foram utilizadas 97
amostras, obtidas de pacientes com CCEO confirmados histopatologicamente. A
classificagao histopatolégica pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem
diferenciado foi utilizada seguindo os critérios da OMS para CCEO. A presenga de
infecgao por HPV foi detectada pela expressao de p16 INK4A, pela técnica de PCR
convencional, pela identificagdo das oncoproteinas E6 e E7 do HPV 16 por qPCR, e
por citometria de fluxo. Das 297 amostras, 128 amostras foram consideradas HPV
positivas em relacdo ao p16. A técnica de qPCR foi considerada altamente
significativas na deteccédo do HPV nos casos de CCEO moderados (P < 0,0001) e no
CCEOs bem diferenciados (P < 0,0001). A positividade de E6 por gPCR aumentou a

medida que a expressao de p16 aumentou. Afirmando-se deste modo que a detecgao
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gPCR da infecgdo por HPV é uma técnica rapida, confiavel, precisa e que fornece

informacdes valiosas sobre o estado da infeccdo em termos de carga viral.

Tokuzen et. al. (2021), tiveram como objetivo esclarecer a associagao entre a
infeccao pelo HPV, a expressao da proteina p16 e as caracteristicas clinicopatolégicas
do CCEO. Foram investigadas 100 amostras de CCEO por gPCR e coloragao imuno-
histoquimica. A expressao do gene E6 do HPV-16 foi detectado em apenas uma
amostra e a expressao positiva de p16 em 10 amostras, incluindo a amostra HPV+.
Posteriormente, a associacdo entre o nivel de expressdao de p16 e fatores
caracteristicos clinicopatolégicos foram analisados. Porém, nenhuma associagao
significativa foi encontrada. O que sugere que a infecgdo por HPV-16 tinha menos
probabilidade de causar CCEO e que a expressdo de p16 ndo é um marcador

adequado para infecgao por HPV em CCEO.

Baddevithana et al. (2023), tiveram como objetivo principal identificar uma
relagdo entre HPV e p16 em condigdes orais potencialmente malignas (COPM's) e
compara-las com o CCEO. Foram estudados 83 casos de CCEQ's e COPM's. A
presenca do HPV e a expresséo de p16 foram avaliadas por PCR. Assim como o
presente estudo, estes autores demonstraram que as amostras de CCEO
apresentaram baixa prevaléncia para a presen¢a do HPV. Como resultado para p16
as DOPM's expressaram uma quantidade significativa deste gene quando
comparados as lesdes malignas. Essa possivel inativagdo do gene p16 em lesbes
malignas e hiperexpresséo nas COMP’s pode ser independente da presenga do HPV,

estando em concordancia com o estudo citado anteriomente de Tokusen et al. (2021).

Contrariando os artigos supracitados, para investigar a associagao entre os
gendtipos 16/18 do HPV em pacientes paquistaneses com CCEO, Zil-E-Rubab et al.
(2018), coletaram 300 amostras de pacientes e extrairam o DNA dessas amostras.
Foram incluidas amostras de 100 pacientes CCEO e 200 amostras controle. As
amostras foram analisadas por PCR convencional e PCR em tempo real. Foram
utilizados os primers Gp5+/Gp6+ e primers especificos para HPV 16 e 18. Das 300
amostras estudadas, 74 estavam infectadas pelo HPVs, um percentual muito parecido
com o encontrado em nosso estudo. Dos 300 individuos, 26 (35%) foram infectados
por ambos os tipos de HPV (HPV16 e HPV18).

Naz et al. (2022) realizaram um estudo com 800 casos de CCEO na india, onde

acreditava-se que o HPV teria um papel importante no desenvolvimento do CCEO. Os
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pacientes receberam um questionario contendo perguntas relacionadas com dados
sociodemograficos e habitos. As amostras foram processadas para imuno-
histoquimica para p16. Os casos com coloragdo nuclear positiva, foram
posteriormente submetidos a PCR para detec¢cao do DNA do HPV. Dos 800 casos de
CCEO, 139 apresentaram imunopositividade para p16. Destes, 104 (11,55%) casos
foram positivos para o HPV. Um percentual menor comparado a este presente estudo.
Nenhuma correlagdo a uma maior proporgao de positividade para p16 e DNA do HPV
foi observada com sexo, tabagismo ou habitos de mastigagao, religido, ocupag¢ao ou
localizagdo do tumor. A imunopositividade p16 foi maior na faixa etaria mais jovem e
sem habitos de tabagismo. Sendo assim, podemos sugerir que o HPV pode ser o

principal fator etioldgico.

Petrovi¢ et al. (2023) avaliaram 90 pacientes distribuidos em 3 grupos distintos
contendo 30 participantes cada: (grupo 1) pacientes com CECO, (grupo 2) pacientes
com condi¢des orais potencialmente malignas e (grupo 3) individuos saudaveis. No
material obtido por meio de esfregagos orais, foi pesquisada por PCR em tempo real
a presenca de 12 gendtipos de HPV. Como resultados, os autores demonstraram que
um ou mais dos 12 gendtipos de HPV testados foram detectados em 5/30 (16,6%)
pacientes com CCEO e 2/30 (6,66%) com doengas orais potencialmente malignas,
enquanto nenhum individuo saudavel foi positivo para qualquer um dos gendtipos
testados. Conclui-se entdao que o HPV foi detectado em pacientes com lesbes orais
pré-malignas e malignas, mas ndo em individuos saudaveis, sugerindo um possivel

papel na carcinogénese oral.

Nosso passo seguinte foi avaliar a expressdo de miR-145a em amostras de
CCEDO . Identificamos a hipoexpressao desse miRNA em um pouco mais da metade
dos pacientes (57,14%). Segundo o estudo promovido por Gao et al. (2013), foi
investigada a expressédo do miR-145 no CCEO com seu significado clinico, através de
62 amostras de tecido de CCEO por gRT-PCR. E posteriormente avaliada a relagéo
entre a expressao do miR-145 e os fatores clinicopatoldgicos desses pacientes. As
proporcdes de baixa expressao do miR-145 foi de 82,26%, sendo 51/62. Entre os 62
pacientes estudados com CCEO, os niveis de expressdao do miR-145 foram
significativamente menores dos que faziam parte do grupo controle, concluindo-se que
o0 miR-145 pode estar envolvido na tumorigénese precoce de células no CCEO e

podendo ser um potencial biomarcador no diagnéstico precoce.
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Corroborando com Gao et al. (2013), Shao et. al. (2013), determinaram em seu
estudo também os niveis de expressdo do miR-145 em CCEOQ's e tecidos normais da
mucosa oral, além de observar sua fungdo. A mesma metodologia foi utilizada,
obtendo-se a mesma conclusdo de que o miR-145 exercia funcdo supressora de
tumor o que aponta que miR-145 possui potencial para ser utilizado para aplicacoes

diagndsticas e terapéuticas no CCEO.

Ding et al. (2019), estudaram 48 pacientes com diagnostico de CCEO dos quais
foram removidas as amostras dos tecidos de CCEO e dos tecidos normais, que foram
adjacentes. Para avaliar os efeitos do miR-145 no CCEO e o mecanismo regulatorio,
foi adotada a linhagem celular SCC-9 (linhagem celular de CCE de lingua), na qual a
expressao do miR-145 e HOXAA1 foi alterada por transfecgdo. Em seguida, uma série
de experimentos in vitro e in vivo foram realizados para avaliar a viabilidade celular,
migracgao, invasao e crescimento tumoral. Nos resultados referentes ao miR-145, com
sua agao aumentada, a linhagem celular SCC-9 manifestou-se com viabilidade celular
inibida, invasao e migragao in vitro, juntamente com crescimento tumoral reduzido in
vivo. Sugerindo-se desta forma que o miR-145 pode inibir o HOXA1, inativando a via
de sinalizacdo ERK / MAPK, suprimindo assim a proliferagdo, migracao e invasao de
células do CCEO e consequentemente inibindo o seu desenvolvimento, o que sugere

que miR-145 pode se tornar um novo alvo terapéutico no tratamento do CCEO.

Em concordancia com artigos supracitados e mais recente da literatura, Singh
et al. (2023), com um estudo observacional prospectivo avaliaram 50 amostras de
pacientes portadores de CCEO e 20 de mucosa oral normal. Apds pesquisada
histologia detalhada, o perfil do miRNA-145 foi realizado usando qRT-PCR. A média
de idade dos pacientes com cancer bucal das amostras coletadas foi de 47,5 (+ 10,25
anos). A expressao dos niveis médios de miR-145 em CCEO foram de 0,4312 +
0,32026 e a média do grupo controle foi de 0,99 + 0,21771. Observou-se uma
regulacado negativa, bastante significativa do miRNA-145 nas amostras de CCEO, em
relagdo também ao tamanho do tumor, estado nodal e estadiamento clinico tumoral.
Estes estudos demonstram, portanto, que niveis reduzidos de miRNA-145 em

amostras de CCEO acarretam um mau progndéstico.

Uma analise comparativa entre os trés pacientes que eram portadores de HPV
apresentaram miR-145. Sendo 1 paciente do sexo masculino apresentando de forma
expressa o miR-145 (2,03) e as outras duas do sexo feminino de forma hipoexpressa
(-2,70; -9,20).
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8.CONCLUSAO

Diante do exposto com esse trabalho concluimos que:

e Corroborando com a pouca literatura existente, a maioria de nossas amostras
foram obtidas de pacientes do sexo masculino (66,66%) e com mais de 60 anos
(83,33%). Quase a metade se declararam fumantes (47,36%) e mais da
metade etilistas. A localizacdo anatdémica da regido oral mais acometida pelo
CCE, foi a lingua (44,44%)

¢ Nao foi possivel identificar o virus do HPV na primeira corrida eletroforética com
o pool de primers PGMY09 e 11, para 450pb. Ja na amplificacéo utilizando os
primers GP5+ e GP6+, 3 amostras positivas para o virus HPV foram
identificadas (CCE02, CCE04 e CCEOQ5).

e Quanto a expressdo do miR-145, quase em 80% das amostras, estava de
forma hipoexpressa. 3 amostras estava hiperexpresso e em 3 n&o foi vista
diferenca.

e Dos pacientes positivos para HPV, 2 sdo do sexo feminino e 1 do sexo
masculino. Sendo vizualizada a hipoexpressdo do miR-145 nas 2 primeiras.

e Devido ao nosso baixo némero amostral, ndo conseguimos relacionar a
expressao do miR-145 a positividade do HPV em casos de CCEO.

o Esse tema necessita de mais estudos para comprovar ou ndo esta relagéo.
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