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RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) ¢ uma doenca mutifatorial que
envolve fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Caracteriza-se por um padrao de
crescimento agressivo, altamente metastatico e elevadas taxas de mortalidade. Apesar dos
avangos da tecnologia nos tratamentos cirirgicos, radio e quimioterdpicos, a taxa de
sobrevivéncia de cinco anos nao houve melhora significativa nos ultimos anos. Através da
regulagao da expressao de genes alvos, os microRNAs desempenham papel importante na
iniciagdo e progressdo em canceres humano, consequentemente, sdo uma ferramenta
promissora para investigacdo de biomarcadores de identificagdo de risco, prognostico e
alvos terapéuticos. Com objetivo de investigar o perfil de expressao dos miRNAs no
cancer gastrico, dez tecidos de CCEO foram caracterizados a partir de dados gerados de
sequenciamento de alto desempenho. Além disso, por qRT-PCR avaliamos o tecido
adjacente ao CCEO para quatro miRNAs. Os resultados mostraram 17 miRNAs
diferecialmente expressos, os quais foram capazes de discriminar o tecido CCEO do sem
cancer. Dentre esses, encontramos sete novos miRNAs (hsa-let-7c, hsa-miR-10a, hsa-miR-
199a, hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-654 ¢ hsa-miR-941), os quais ainda ndo estdo
descritos na literatura suas participagdes no CCEO. Adicionalmente, verificamos que os
quatro miRNAs hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c¢ foram
hiperexpressos no tecido adjacente, confirmando o efeito de campo de cancerizagdao. Os
resultados revelaram que esses miRNAs sdo potenciais biomarcadores de ocorréncia no
CCEO com a capacidade de identificar individuos com maior risco de desenvolver este

cancer, e indicam sua utilidade como possiveis alvos terapéuticos.

Palavras chaves: CCEO, miRNAs, sequenciamento de alto desempenho,

biomarcadores.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a multifactorial disease involving genetic,
epigenetic and environmental factors. It is characterized by a pattern of aggressive growth,
high metastatic potential and high mortality rates. Despite advances in technology in the
surgical treatment, radiotherapy and chemotherapy, the five-year survival rate has no
significant improvement in recent years. By regulating the expression of target genes,
microRNAs play an important role in the initiation and progression of human cancers.
Therefore, they are a promising tool for the identification of biomarkers of risk, as well as
prognostic and therapeutic targets. In order to investigate the miRNAs expression profile in
ten tissues of OSCC were characterized based on data generated from high-performance
sequencing. Furthermore, by qPCR we assessed the adjacent tissue to the OSCC for four
miRNAs. The results showed 17 differentially expressed miRNAs were able to
discriminate the tissue without cancer. Among these, we found seven new miRNAs (Asa-
let-7c, hsa-miR-10a, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-654 and hsa-
miR-941) which are not described in the literature their participation in OSCC.
Additionally, we found that the four miRNAs hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b
and hsa-miR-29c presented overexpression in the adjacent tissue, confirming the field
cancerization effect. The results revealed that these miRNAs are potential biomarkers
occurring in OSCC with the ability to identify individuals at high risk of developing this

type of cancer, and indicate their utility as potential therapeutic targets.

Keywords: OSCC, miRNAs, biomarkers, high-throughput sequencing
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1. O Cancer

O cancer ¢ uma doenca multifatorial que envolve fatores genéticos, epigenéticos e
ambientais. Caracteriza-se por alteragdes em genes especificos do controle celular
conferindo um fendtipo proliferativo e em um emaranhado de células heterogéneas (Yasui
et al., 2006; Dalerba et al., 2007). As alteragdes moleculares, bioquimicas e celulares
desregulam o ciclo celular gerando eventos mutacionais acumulativos que adquirem
capacidade e vantagem proliferativa (Croce, 2009).

As células cancerosas caracterizaram-se por apresentarem uma autossuficiéncia
quanto ao sinal de crescimento, insensibilidade aos fatores inibitorios, evasdo a apoptose,
potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, reprogramacdo do metabolismo
energético, evasdo da vigilancia imune, invasdo celular e metastase (Hanahan and

Weinberg, 2011 (Figura 1).

Sinal proliferativo Evasdo aos supressores de
sustentado ) | crescimento

| evasdo da destruicdo do

Desregulagédo da : ;
sistema imune

energia celular

|
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Inflamac&o induzida

Mutagéo e instabilidade
pelo tumor

gendmica

Induc&o a angiogénese ‘ *| Ativacdo da invasdo e
metastase

Fonte: Hanahan and Weinberg, 2011

FIGURA 1: Capacidades adquiridas das células tumorais durante os multiplos passos da

carcinogénese.
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A massa tumoral € constituida por 1) células cancerosas; ii) células aparentemente
normais que sao recrutadas para formar o estroma tumoral, ¢ se comportam como
participantes ativos na tumorigénese; iii) células tronco tumoral, as quais participam tanto
das alteragdes nas células-tronco quanto na renovacdo de células-tronco cancerosas
(Bhowmick et al.,2004; Serakinci et al., 2004; Mishra et al., 2008; Hanahan and Weinberg,
2011).

As células estromais promovem distintos microambientes, alteracdo tumoral e
invasdo do tecido normal, permitindo a colonizacdo em outros tecidos distante do sitio
primario. Desta forma, a abundancia, organizacao histoldgica, e caracteristicas fenotipicas
das diversas células estromais e da matriz extracelular permitem o crescimento primario,
invasivo e metastatico. E por fim, as células normais circundantes dos sitios primarios e
metastaticos contribuem para a diversidade dos microambientes neopléasicos (Hanahan and
Weinberg, 2011).

Embora muitos dos eventos genéticos da carcinogénese sejam conhecidos, suas
interagdes precisas com os fatores ambientais que controlam a expansdo clonal e
progressdao maligna ndo sao esclarecidas, devido a auséncia de um modelo generalizado da
carcinogénese (Gatenby and Vincent, 2003). Dentre os inumeros modelos de
carcinogénese, destacam-se: (i) modelo da expansdo clonal (MEC) e (ii) modelo das
células-tronco tumorais (MCTT).

Em 1990, Fearon and Vogelstein desenvolveram um modelo para a carcinogénese
do cancer colorretal, que pode ser aplicado a outras neoplasias. Este modelo ¢ baseado nas
seguintes premissas: (i) o cancer surge como resultado da ativagdo de oncogenes e

inativagdo dos genes supressores de tumor; (ii) s30 necessarias mutagdes em, no minimo,
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quatro a cinco genes; (iii) as mutagdes sao responsaveis por determinar as propriedades
biologicas do tumor.

Segundo este modelo, o cancer surge a partir de um pequeno conjunto de células
que ao sofrer sucessivas mutagdes, adquire vantagem proliferativa e expande-se, € a este
fendmeno denomina-se de expansao clonal (Fearon and Vogelstein, 1990).

Vogelstein et al. (2013) classificaram as mutagdes acumuladas nas células tumorais
em dois tipos: (1) mutacdes driver (“condutora”) e (ii) mutacdes passenger (“passageira”).
As mutacdes driver sdo aquelas que conferem uma vantagem de crescimento seletiva para
a cé¢lula tumoral — e os genes que apresentam estas mutacoes sao igualmente denominados
de genes driver. As mutacdes passenger nao conferem vantagem de crescimento clonal e,
portanto, ndo contribuem diretamente para a carcinogénese.

Além da classificacao dos genes quanto ao tipo de mutagdo, Kinzler and Vogelstein
(1998) classificaram os genes de susceptibilidade ao cancer em trés classes, de acordo com
a funcdo génica: gatekeepers, caretakers e landscapers. Os genes gatekeepers regulam o
crescimento e diferenciacdo celular por meio da parada do ciclo celular para o reparo de
DNA ou para a eliminagdo da célula por apoptose. Caso a célula com DNA danificado
continue a proliferar, a acumulagdo de mutagcdes genéticas podem resultar na
transformagdo maligna. Os genes caretakers apresentam papel na manutengdo da
integridade do genoma, através do reparo do DNA. O efeito landscaper representa o papel
do estroma alterado no crescimento de células epiteliais, ou seja, o microambiente estromal
anormal induz o epitélio adjacente a avangar para a transformagao maligna.

Assim como no MEC, o MCTT também tem como premissa o acumulo de
mutagdes sucessivas nas células, dando-lhes vantagem proliferativa. Entretanto, a diferenca

¢ que o MEC admite que a mutacdo ocorra de forma aleatéria em qualquer tipo celular,
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enquanto que MCTT sugere que as mutagdes acontecam especificamente nas células-
tronco do tecido, levando a uma desregulacao das vias de auto-renovagao (Wicha et al.,
2006).

As células-tronco s@o as unicas células com capacidade de sofrer divisdes de auto-
renovacdo que podem ser simétricas ou assimétricas. A divisdo simétrica ocorre quando a
célula-tronco gera duas descendentes de cé€lulas-tronco idénticas; na divisdo assimétrica, a
célula-tronco ¢ capaz de produzir uma copia exata de si mesma, bem como uma célula-
filha que sofre diferencia¢ao (Wicha et al., 2006).

Em condi¢des naturais, o processo de autorenovacao das células-tronco ¢ regulado
por sinais externos e componentes originados do microambiente celular. Segundo este
modelo, as células-tronco tumorais surgem, provavelmente, através da desregulagao das
vias de autorenovacao — isto leva a expansao da populagdo destas células que, em seguida,
podem sofrer mais alteragdes genéticas e/ou epigenéticas, tornando-se completamente
transformadas. Nestas circunstancias de desregulacdo, as divisdes simétricas e assimétricas
conferem expansdo clonal e propriedades fenotipicas ao tumor, respectivamente (Greaves
and Maley, 2012; Wicha et al., 2006).

Além destes modelos principais, outro modelo de carcinogénese vem ganhando
impeto recentemente, apesar de ter sido desenvolvido em 1953 — o modelo de campo de
cancerizacao (field effect ou field cancerization), preconizado por Slaughter ef al. A partir
de estudos realizados no “tecido normal” adjacente ao tumor e nas margens cirirgicas,
foram identificadas alteragdes em torno do tumor, que foram denominadas de campo de
cancerizacgao.

Apesar do campo de cancerizagdo, geralmente, apresentar caracteristicas

histopatologicas de uma mucosa normal, estudos de Biologia Molecular demonstraram a
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presenca de alteragdes moleculares (perda de heterozigosidade, alteracdes de
microssatélites, instabilidade cromossdmica, mutacdes no gene P53, entre outras)
(Braakhuis et al., 2003; Chai and Brown, 2009). Portanto, o campo de cancerizagao pode
ser conceituado como um epitélio morfologicamente normal, localizado proximo ao tumor,
mas que pode compartilhar a maioria das alteracdes genéticas presentes no cancer (Chai
and Brown, 2009).

De modo geral, este modelo baseia-se na premissa que o desenvolvimento do
campo de cancerizacao com cé€lulas alteradas geneticamente e epigeneticamente ¢ um fator
de risco para o cancer. Entretanto, os mecanismos que originam o campo de cancerizacao

ainda nao sao completamente entendidos (Chai and Brown, 2009).

1. O Cancer da Cavidade Oral

O carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) ¢ o sexto tipo de cancer mais
frequente no mundo com e a causa de mais de 400.000 mortes/anuais relacionadas ao
cancer, dos quais 80% dos Obitos ocorrem em paises em desenvolvimento. A taxa de
incidéncia de CCEO ¢ crescente principalmente nos individuos jovens (Jemal et al., 2010;
Johnson et al., 2011).

No Brasil, o cancer da cavidade oral ¢ o quinto cancer mais frente. Dados do
Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimam para o ano de 2016, que o Brasil apresentara
aproximadamente 11.140 novos casos de cancer da cavidade oral em homens e 4.350 em
mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado de 11,27 casos novos a cada 100
mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres (INCA 2016). Para a regido nordeste estima-se

1.880 novos casos, atribuindo ao Ceara 300 casos.
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O cancer da cavidade oral abrange lesdes nos labios, mucosa jugal, palato duro,
assoalho bucal, lingua, gengiva, regido retromolar e rebordo alveolar. Aproximadamente
90% dos canceres da cavidade oral sdo do tipo carcinoma espinocelular (CCEO) (Ferlay et
al., 2007; Argiris et al., 2008; Nasman et al, 2009; Jemal et al., 2010).

O CCEO ¢ uma doenga altamente agressiva, mutiladora e que frequentemente deixa
sequelas irreversiveis na fala, respiracdo e degluticdo. Desta forma, além do
comprometimento da saude, prejudica a autoimagem e consequente isolamento social,
dependendo da area acometida. Portanto, ¢ o tipo de malignidade caracterizada como a
forma mais traumatica e com maior impacto na qualidade de vida do paciente (Silveira et
al.,2012; Harding et al., 2014; Yang et al., 2014).

O CCEO apresenta baixa sobrevida e altas taxas de morbimortalidade devido a
estagios avancados no diagnostico. A sua alta mortalidade ¢ oriunda, principalmente, da
metastase linfatica cervical e da metéstase a distancia em pulmoes e ossos (Liu et al., 2008;
Takes et al., 2012; Yiet al., 2012).

Apesar dos esforcos das pesquisas no diagnostico e tratamento do CCEOQ, a taxa de
sobrevida de 50% em cinco anos ndo sofreu grandes alteracdes nas ultimas trés décadas
(Jemal et al., 2010; Majchrzak et al., 2014). Fato atribuido pela complexidade anatomica e
etioldgica, o que dificulta a escolha da abordagem terapéutica ou de técnicas mais eficazes
para o seu diagnostico (Périé et al., 2014; Baxi et al., 2014).

Os principais fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do CCEO sdo o
consumo excessivo de alcool e/ou do tabaco, visto que seus produtos metabolicos induzem
mutagdes diretas no DNA e aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio,
levando a danos no DNA de genes essenciais para a regulacio do ciclo celular (Perez et al,

2007; Neville et al, 2009 Wald et al., 2011). No entanto, alguns canceres na regido da
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orofaringe e cavidade oral acometem adultos jovens (18-45 anos) sem hdabitos etilista e
tabagista, desta forma, outros fatores de risco podem estar envolvidos como os fatores
genéticos e infecgdes virais. A infec¢ao pelo virus Epstein-Barr e Papilomavirus Humano
(HPV), dos subtipos 16 e 18, que desempenham uma forte contribui¢do no processo de
carcinogénese do CCEO (Tran et al., 2007; Chaturvedi et al., 2008; Leemans et al., 2011).
Sabe-se que o virus HPV tem a capacidade de inserir-se no genoma do hospedeiro, e
perturbar o controle do ciclo celular, aumento da proliferacdo, o que assegura a replicagao
viral dentro da divisdo celular (Moody and Laimins, 2010).

O CCEO desenvolve-se a partir de um processo que envolve varias etapas,
iniciando com hiperplasia, progredindo para displasia e, finalmente, a neoplasia maligna.
Durante esses passos, diversas alteragdes genéticas podem ocorrer, incluindo aberragdes
cromossdmicas, mutagdes no DNA, amplificacao, ou dele¢des (Speight et al., 2007; Scully
and Bagan, 2008; Pitiyage et al., 2009).

Estudos reportaram que 16-62% dos CCEO desenvolvem-se a partir de Desordens
Potencialmente Malignas (DPM), conhecidas como leucoplasia, lesdo linquenoide,
eritroplasias e leucoeritroplasia (van der Waal, 2009; Scully and Bagan, 2009; Neville,
2011).

A leucoplasia ¢ uma lesdo na mucosa oral, predominantemente branca que
clinicamente ndo pode ser caracterizada como qualquer outro tipo de lesdao (WHO, 2005;
Warnakulasuriya et al., 2007). Classificadas em homogéneas ou heterogéneas, a qual o
ultimo grupo ¢ considerado a ter um maior risco de transformagdo maligna (Reibel, J.,
2003; Holmstrup et al., 2006). Histologicamente, as leucoplasias podem ser nao-
displasicas ou displasicas que variam entre os graus leve, moderada ou grave (Reibel,

2003). As leucoplasias displasicas estdo associadas com maior risco de transformagdo
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epitelial e consequente malignizagdo, no entanto, tais caracteristicas clinicas e histoldgicas
tém um valor limitado ao prognostico (Reibel, 2003; Holmstrup ef al., 2006).

A queilite ou queilose actinica ¢ caracterizada pelo ressecamento, erosoes e perda
do limite do labio inferior com a pele, acometendo, sobretudo, pessoas de pele clara. Esta
DPM ¢ decorrente da exposi¢ao cronica aos raios solares (em especial as UVB) e cerca de
40% podem evoluir para o CEC de labio. Outros fatores de risco contribuem
sinergicamente como a cor da pele (porcentagem de melanina), fatores s6cio-demografico,
estilo de vida, imussupressao e suscetibilidade genética (Luna-Ortiz et al., 2004; Van et al.,
2009; Souza et al., 2011). Assim, a exposi¢ao a agentes genotoxicos enddgenos e
exogenos, como a radiacdo UV, causam disrup¢do do ciclo celular e danos ao sistema de
reparo do DNA que sdo fungdes fisioldgicas fundamentais para manutencao da funcdo
celular (Rodust et al., 2009; Ikehata, 2011).

Diante da heterogeneidade, agressividade, dificil tratamento e diagnostico, bem
como a morbimortalidade ocasionada pela doenca, faz-se necessaria a investigacdo de
biomarcadores preditivos que possam auxiliar no diagnéstico precoce, prognostico e

tratamento do CCEO.

2. RNAs nao codificantes (MicroRNASs)

MicroRNAs s3o pequenas moléculas de RNA ndo codificantes (18-25
nucleotideos), de fita dupla que pertencem a uma longa familia altamente conservada
(Ambros, 2004; O’Donnel et al., 2005; Ivey and Srivastava, 2010). Estao envolvidos em
diversas vias de regulacdo, incluindo o desenvolvimento, diferenciagdo celular,

proliferagdo, envelhecimento do organismo, senescéncia e apoptose. A desregulacao da
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expressao de miRNAs contribuem para a manifestacdo de algumas doengas, dentre elas, o
cancer (Yanaihara et al., 2006; Calin et al., 2007; Farazi et al., 2011).

Os pequenos RNAS sdo clivados a partir de um mRNA precursor de 70-100
nucleotideos em forma de hairpin e agem na diminuicdo da sintese de proteina através da
repressao postranscricional ou pela degradacdo do mRNA (Fabian ef al., 2010; Thomas et
al., 2010). O processo de selecao ¢ dirigida pela interacdo molecular entre a extremidade
5’UTR do regulador e extremidade 3’UTR do regulado e pelo reconhecimento da sequéncia
seed (2-8 nucleotideos iniciais da extremidade 5’UTR do miRNA) que entdo, pareia-se
com mRNA alvo. Deste parecamento duas situagdes distintas podem ocorrer: i) perfeito
entre as bases, desencadeia a clivagem/degradagdo do mensageiro - siRNAs e ii)
imperfeito, induzindo a repressao traducional, caracteristicos dos miRNAs (Bartel, 2004;

Nilsen et al., 2007) (Figura 2).
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seed

Fonte: Ribeiro- dos- Santos et al., (2010).

FIGURA 2: Sequéncia de microRNAs com destaque em Seed.

Os miRNAs sao conhecidos como reguladores de genes enddgenos, enquanto os
siRNA sdao os defensores da integridade do genoma, em resposta a acidos nucléicos

externos ou invasivos, tais como virus, transposons e transgenes. Apesar desta diferenca, a
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forma de filamento tnico dos miRNAs e siRNAs estdo associados ao mesmo processo de
montagem do Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC) e participam do
mesmo processo de conservagdo evolutiva (Bartel, 2004; Meister and Tuschl, 2004;
Lippman and Martienssen, 2004).

A biogénese dos miRNAs inclui sua transcri¢ao no nucleo celular, exportacao para
o citoplasma e subsequente processamento e maturagdo. Na maioria dos casos, a
transcricdao dos genes miRNAs ¢ mediada pela RNA polimerase II, nas quais os transcritos
primarios dos miRNAs (pri-miRNA) formam estruturas secundarias: as regioes “stem”, em
que dois segmentos de RNA com bases complementares sdo pareados, e as regioes “loop”,
nas quais os pares de bases nao sdo complementares, constituindo, assim, algas circulares.
No nucleo, os pri-miRNA sao processados pela agao endonucleotidica da DROSHA e seu
cofator DGCRS. A estrutura resultante, designada miRNA pre-cursor (pre-miRNA), ¢
exportada para o citoplasma por meio da exportina-5. No citoplasma, os pre-miRNAs sao
processados por DICER, que remove a al¢a na estrutura stem-loop, resultando na formacao
da duplex miRNA/miRNA*. Apds o processamento, os miRNAs sdo incorporados em
miRISC e apenas uma vertente da duplex ¢ estavelmente associado a este complexo.
Usualmente, a vertente miRNA ¢ a mais fortemente favorecida do que o miRISC* (Lee et

al., 2003; Han et al., 2006; Klaze et al., 2011). (Figura 3).
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Fonte: Adaptado de Mack, G.S., MicroRNA gets down to business

Figura 3. Resumo esquematico da biogénese do miRNA

Geralmente, um miRNA pode regular centenas de genes-alvo, alternativamente, um
gene pode ser reprimido por centenas de miRNAs, o que resulta na formagdo de vias de
regulacdo complexas (Bartel et al., 2008). Uma justificativa ¢ que em média 60% dos
mRNAs apresentam uma ou mais sequéncias evolutivamente conservadas que estdo
previstas para interagir com miRNAs (Krek er al., 2005; Lewis et al., 2005; Betel, et al.,
2008; Friedman et al., 2009). Outro fundamento ¢ o auxilio das andlises de bioinformatica
que preveém a 3' UTR de um unico gene ¢ alvo freqiiente de varios miRNAs diferentes

(Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005).
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3.1. MicroRNA e cincer

A alteragdo da regulagdo postranscricional do mRNAs por miRNAs exerce um
papel importante na oncogénese, desencadeando o aumento da proliferagdo celular, a
diminuicdo da apoptose, e aumentado o potencial metastatico de células afetadas, assim,
favorecendo a progressdo e invasdao tumoral (Di Leva et al., 2010; Wang et al., 2011;
Varol et al., 2011).

A alteracdo na expressdo de miRNAs modificam o equilibrio entre oncogenes e
genes supressores tumorais. Os miRNAs oncogénicos (oncomiR) revelam expressdo
aumentada em neoplasias malignas, promovendo o desenvolvimento tumoral através do
estimulo a proliferagdo celular e/ou inibi¢do de genes que regulam apoptose e genes
supressores tumorais. Dependendo do contexto e do tipo celular em que sdo expressos, um
mesmo miRNA pode exibir atividade oncogénica ou supressora tumoral (Fabbri et al.,
2007). Além disso, um unico miRNA ¢ capaz de regular diversos genes-alvo e, com isso,
controlar simultaneamente atividades opostas, como a proliferagdo celular e a apoptose. O
miRNA com fun¢do de supressores de tumor (TS-miR) sdo reprimidos em tumores,
permitindo o desenvolvimento tumoral (Zhang et al., 2007). Além do oncomiRs e dos TS-
miR, alguns trabalhos referem os metamR, que possuem efeitos pr6 e anti-metastaticos e se

superpdem, aos dois primeiros grupos (Hurst et al., 2009) (figura 4).

22



Células cancerosas

T Onco-miR J TS-miR.
| misc

T

EMNAm alvo

RNAm alvo

Inmibigio de genes Aumento da expressdo
supressores de tumor de oncogenes
¥ ¥

Formacio do tumor

T Proliferaciio, invasio e angiognese

l Morte celular

Fonte: Adaptado de Ahmad et al., 2013.

Figura 4: A¢ao dos miRNAs oncogénicos (onco-miRs) e supressores de tumor (TS-miRs).

O perfil da expressdo de miRNAs, assim como, o os de mRNAs variam de tecido
para tecido, porém sdo semelhantes para o mesmo tipo de tecido a partir de diferentes
individuos, inclusive entre géneros (Volinia et al., 2006). Assim, uma analise comparativa
de miRNAs entre tecidos com tumor e sem tumor poderia revelar marcadores de
diagnodstico ou de alvos terapéuticos (Ramdas et al., 2009). De acordo com Calin and
Croce (2006), a andlise da expressdao de miRNAs revela perfis caracteristicos da célula
normal e da célula cancerosas que facilitam a identificagdo e o monitoramento da doenga.

Além disso, Volinia et al (2006), descreveram uma assinatura comum composto
por 21 miRNAs diferencialmente expressa em pelo menos trés tipos de tumores a partir de

540 amostras incluindo o pulmdo, mama, estdmago, prdstata, colon e tumores
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pancreaticos. O hsa-miR-21 foi encontrado superexpresso em todos os seis tipos de
canceres, enquanto o hsa-miR-17-5p e hsa-miR-191 foram superexpressos em apenas
cinco. Baseado nos alvos preditivos dos miRNAs, os autores identificaram varios genes ja
associados a canceres como alvos para a assinatura miRNAs e concluiram que miRNAs
estao envolvidos na patogénese de tumores solidos.

Existem evidéncias de que tais perfis podem ser utilizados para classificacao,
determinagdo do estdgio e da progressao do cancer, bem como para progndsticos e
respostas ao tratamento (Calin and Dumitru et al., 2002; Calin and Sevignani et al., 2004).
Por exemplo, a expressdao reduzida do hsa-let-7 foi associada com a diminuigcdo da
sobrevida de pacientes com cancer de pulmao (Takamizawa, Konishi et al., 2004),
enquanto niveis elevados de hsa-miR-21, um potente oncomiR, ja foram referidos em
pacientes com adenocarcinoma de célon apresentando sobrevida reduzida e resposta

teurapé€utica reduzida (Schetter, Leung et al., 2008).

3.2. microRNAs no Cancer Oral

Os miRNAs, através da regulagdo dos seus genes alvos desempenham um papel
crucial na iniciagdo e progressdo do CCEO. A partir de amostras de tumor, soro/plasma ou
saliva, as alteragcdes da expressdo de miRNAs determinam uma assinatura especifica que
pode auxiliar no diagndstico, prognostico, e alvos terapéuticos em CCEO (Lo et al., 2012;
Shao et al., 2013; Min et al., 2015).

Diversos estudos mostraram a expressao desregulada de miRNAs no tecido tumoral
ou em linhagens derivadas de CCEO em compara¢do com amostras normais ou adjacentes

indicando o seu potencial papel no desenvolvimento do cancer oral. Por conseguinte, estes
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miRNAs participam como supressores tumorais ou oncogenes de diversas fungdes

biologicas da tumorigénese oral, além da correlagdo do seu perfil de expressdo com as

varaveis clinicopatologicas e com o valor de diagndstico e prognostico (Avissar et al.,

2009; Huang et al., 2009; Tran et al., 2010; Sethi et al., 2014)

Por estas razdes, miRNAs proporcionaram um grande volume de investigacao

oncologica e publicacdes de estudos sobre miRNAs em CCEO (figura 5).
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Figura 5. miRNAs desregulados em cada etapa do processo de desenvolvimento ao CCEO.

A hiperexpressdo do hsa-miR-21 foi associada a diversos tipos de canceres, dentre

eles o CCEO (Huang ef al., 2009; Avissar et al., 2009; Reis et al., 2010; Ren et al., 2014;

Kawakita et al., 2014; Hedback et al., 2014). Este ¢ classificado como um potente

oncomiR regulado pelo oncogene RAS. Provavelmente, esse papel ¢ resultado de sua
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atuacao sobre genes supressores de tumor, como o PDCD4, PTEN, RECK e DKK2, o que
deve favorecer invasdo, evasdo da apoptose e metastase, proliferacdo celular e
quimiorresisténcia (Meng et al., 2007; Ramdas et al., 2009; Huang et al., 2009; Allgayer,
2010; Reis et al., 2010; Bourguignon et al., 2012; Jung et al., 2012; Kawakita et al., 2014;
Mydlarz et al., 2014).

A hiperexpressdao de hsa-miR-21 foi observada em desordens potencialmente
malignas orais (leucoplasia) comparada com a mucosa oral normal, indicando que a
alteracdo neste miRNA poderia ser um evento inicial da progressao ao CCEO (Brito ef al.,
2014).

Além do Asa-miR-21, os miRNAS hsa-miR-181b, hsa-miR-345 e hsa-miR-96 foram
significativamente hiperexpressos em displasia oral, associados a gravidade da lesdo. Isso,
permitiu concluir que os perfis de expressdao global de miRs foram capazes de distinguir
leucoplasia avangada/CEC de leucoplasias ndo avangada/tecidos normais, sendo assim,
podem desempenhar um papel na transformagao maligna (Cervigne et al., 2009; Santhi et
al. 2013).

O nivel de expressdo de hsa-miR-31 na saliva foi encontrado hiperexpresso em
pacientes com CCEO de todos os estagios clinicos em comparacdo com a dos controles
saudaveis. A hiperexpressdo de hsa-miR-31 na saliva foi significativamente reduzida apos
a excisdo de lesdo de CCEO (Harris ef al., 2012). Além disso, hiperexpressdo de hsa-miR-
3Ifoi encontrada na leucoplasia oral e CCEO e, portanto, participa da carcinogénese oral
(Hung et al., 2014).

O estudo de Avissar et al. (2010) permitiu distinguir um tecido livre de cancer de
um outro com CECCP mediante a hiperexpressao do hsa-miR-221 e hsa-miR-375.

Enquanto que, Shiiba et al. (2010) observaram hiperexpressao de hsa-miR-221 e hsa-miR-
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18 tanto em linhagens celulares quanto em amostras de pacientes com CCEO. Hui et al.,
(2010) demonstraram que ¢ possivel avaliar expressao global de miRNAs em amostras de
CCEO fixadas em formol, nas quais encontraram a hipoexpressdao do hsa-miR-451 em
pacientes com recidiva quando comparados aos pacientes sem recidiva.

Inimeros estudos correlacionaram a expressao de miRNAs em CECCP, em
linhagens celulares ou em amostras de tecido tumoral, lifonodo, saliva e plasma. Estes
estdo envolvidas em diversas vias dos processos celulares, como reducao de niveis por
metilacdo do promotor (Kozaki et al., 2008; Langevin et al., 2010), associacdo da
expressao com consumo de alcool (Avissar El ta., 2009), progressao de lesde pré-malignas
(Cervigne et al., 2009), migracao/invacao (Liu et., 2009; Jiang et al., 2010) e prognostico
(Chang et al., 2008; Avissar et al., 2009).

Considerando que o CCEO ¢ uma doenca altamente agressiva, mutiladora que
frequentemente deixa sequelas irreversiveis, comprometendo a saude, autoimagem,
qualidade de vida e consequentemente o isolamento social (Silveira ef al., 2012; Harding et
al., 2014; Yang et al., 2014), faz-se necessaria a investigacdo de biomarcadores preditivos
que possam auxiliar no diagndstico precoce, prognoéstico e tratamento do CCEO. Portanto,
investigacdes no perfil de expressdo de miRNAs pode fornecer uma ferramenta epigenética

importante para o estabelecimento destes biomarcadores.
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I. OBJETIVO

1. Objetivo Geral
Investigar e caracterizar o perfil da expressdo de microRNAs por meio do
sequenciamento massivo de alto desempenho em plataforma de nova geracdo (NGS -

RNASeq), em amostras de carcinoma espinocelular da cavidade oral.

2. Objetivos Especificos

- Investigar o perfil de expressdo de microRNAs em amostras de tecidos da
cavidade oral com e sem cancer.

- Identificar, caracterizar e validar o perfil de expressdo diferencial dos
microRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-miR-135b, hsa-miR-29¢ em
amostras de tecidos da cavidade oral com e sem cancer, assim como areas
adjacentes ao tumor.

- Investigar, in silico, os genes alvos identificados, de acordo com dados da
literatura.

- Melhorar o conhecimento acerca dos mecanismos biolégicos do cancer oral,
além de realizar o primeiro sequenciamento de alto desempenho em

amostras de tecidos da cavidade oral.
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II.

CAPITULOS
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1. Capitulo I

Este capitulo é a versdo original do manuscrito “Expressao diferencial de has-
miR-221, has-miR-21, has-miR-135b and has-miR-29c sugere efeito de cancerizagdo no
cancer oral”. Artigo em preparac¢do para submissdo na Revista Oral Oncology (ISNN:

1368-8375).

30



Expressao diferencial de has-miR-221, has-miR-21, has-miR-135b and has-miR-

29c sugere efeito de canceriza¢do no cancer oral.

Lopes CBI; Teofilo CRZ, Alves APNNZ, Montenegro RC? , Negrini M4, Ribeiro-

dos-Santos, Al

'Laboratério de Genética Humana e Meédica, Instituto de Ciéncias Biologicas,

Universidade Federal do Para.

’Departamento  de Clinica Odontologica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,

Universidade Federal do Ceara.

‘Laboratério de Citogenética Humana, Instituto de Ciéncias Biologicas,

Universidade Federal do Para.

*Dipartimento di Morfologia, Chirurgia ¢ Medicina Sperimentale, Universita degli

Studi di Ferrara.

# Correspondence: Profa. Dra. Andrea Ribeiro-dos-Santos - Universidade Federal do Para —
UFPA, Instituto de Ciéncias Biologicas. Laboratorio de Genética Humana e Médica.
Av. Augusto Corréa, 01 — Guama, 66.075-970 — Belém (PA), Brazil Phone/Fax:

(+5591)32017843, akelyufpa@gmail.com / andrea.santos@pgq.cnpq.br.

31



Resumo

A teoria do campo de cancerizacdo sugere a presenca de uma area adjacente ao
tumor com aspecto histopatoldgico normal, mas com alteragdes genéticas e epigenéticas.
Portanto, essas modificagdes podem alterar a homeostase epitelial predispondo ao
desenvolvimento do cancer. Dentre as diversas alteragdes moleculares descritas,
encontram-se os microRNAs (miRNAs) capazes de regular a expressdo de genes
importantes da via carcinogénica. Com o objetivo de investigar o efeito de campo de
cancerizacdo no cancer oral, investigamos o perfil de expressao diferencial de quatro
miRNAs especificos (hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c) em
amostras de tecidos tumorais, adjacentes e de pacientes sem cancer. Nossos resultados
mostram perfis de hiperexpressao significativa do hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-
135b e hsa-miR-29c no tecido oral com cancer quando comparado as amostras sem cancer;
assim como no tecido adjacente ao cancer quando comparado com o tecido sem cancer.
Entretanto, ndo se observou diferenca de expressao quando se comparou o perfil dos
grupos cancer e tecido adjacente. Nossos resultados nos permitem concluir que o tecido
adjacente ao cancer ndo pode ser considerado como tecido normal, uma vez que os
aspectos moleculares destes se encontram significativamente alterados. Nossos dados

coorroboram a hipdtese do campo de malignizacao.
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Introduciao

O cancer oral ¢ o mais frequente dentre as neoplasias de cabeca e pescoco e
incluem lesdes nos labios e na cavidade oral (mucosa jugal, palato duro, assoalho bucal,
lingua, gengiva, regido retromolar e rebordo alveolar). O carcinoma de células escamosas
oral (CCEO) representa 90% das neoplasias na cavidade oral e caracteriza-se por um
padrao de crescimento agressivo, invasivo € que se dissemina para os ganglios linfaticos
cervicais. O CCEOQO, na maioria dos casos, ¢ de carater mutilador, pois provoca sequelas
irreversiveis na fala, respiragdo e degluti¢ao, comprometendo a satide, autoimagem e como
consequéncia o isolamento social. Portanto, € o tipo de malignidade mais traumatica e com
maior impacto na qualidade de vida do paciente (Silveira ef al., 2012; Harding et al., 2014;
Yang et al., 2014).

Adicionalmente, o CCEO apresenta alta mortalidade oriunda, principalmente, da
metastase linfatica cervical, recidiva loco-regional e metastase a distdncia em pulmdes e
ossos (Liu et al., 2008; Takes et al., 2012; Yiet al., 2012).

O campo de cancerizagdo preconizado por Slaughter, em 1953, demonstra que a
area de tecido adjacente ao tumor sofre alteragcdes genéticas e eventualmente podem levar
ao desenvolvimento de recidiva local ou o surgimento de um segundo tumor primario
(Slaughter et al., 1953).

A literatura mostra que alteracdes na regulagcdo pos-transcricional dos mRNAs por
miRNAs exerce um papel importante na oncogénese (Di Leva et al., 2010; Wang et al.,
2011; Varol et al., 2011, Lupini et al., 2013). Os microRNAs sdo pequenas moléculas de
RNA nao codificantes (18-25 nucleotideos), de fita dupla que pertencem a uma longa
familia altamente conservada (Ambros, 2004; O’Donnel ef al., 2005; Ivey and Srivastava,

2010; Ribeiro-dos-Santos et al., 2012). Estao envolvidos em diversas vias de regulacao,

33



incluindo o desenvolvimento, diferenciagdo celular, proliferagdo, envelhecimento do
organismo, senescéncia e apoptose. A desregulacao da expressdo de miRNAs contribui
para a manifestacdo de algumas doencas, dentre elas, o cancer (Farazi et al., 2011; Darnet
et al.,2015; Van Den Berg, Magalhaes et al., 2016; Vidal et al., 2016).

O perfil da expressdo de miRNAs variam de tecido para tecido, porém sao tecido-
especifico entre distintos individuos, inclusive entre géneros (Volinia ef al., 2006; Ribeiro-
dos-Santos et al., 2010). Assim, uma analise comparativa de miRNAs entre tecidos com e
sem cancer poderia revelar marcadores de diagndstico ou de alvos terapéuticos (Ramdas et
al., 2009; Van Den Berg, Magalhaes et. al, 2016; Vidal et al., 2016). Além disso, estes
perfis podem ser utilizados para classificacao, determinacao do estagio e da progressao do
cancer, bem como para progndsticos e respostas ao tratamento (Moshiri ef al., 2014; Fabris
etal.,2016; Sun et al., 2016).

Os estudos sobre microRNAs (miRNAs) e os seus alvos demonstram que estas
moléculas participam da iniciagdo e progressdo do cancer oral (Tran et al., 2010; Sethi et
al., 2014), dentre eles a hiperexpressdo do hsa-miR-21 (Cervigne et al., 2009; Kawakit et
al., 2014; Manikandan et al., 2015), hsa-miR-221 (He et al., 2015; Avissar et al., 2009;
Yang et al., 2011).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o perfil de expressdao do hsa-miR-221, hsa-
miR-21, hsa-miR-135b ¢ hsa-miR-29c¢ no tecido sem cancer, cancer oral e associa-los ao

efeito de campo de cancerizagao.
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Material e métodos

Caracterizagdao da amostra e aspectos éticos

O presente estudo foi composto por 47 individuos caracterizados em trés grupos de
amostras: 1) amostras de tecido de cancer oral (n=28); i1) amostras de tecido adjacente ao
tumor (n=11); e 1i1) amostras de tecido gengival sem cancer (n=19). As amostras de tecidos
saudaveis sdo provenientes de pacientes voluntarios que foram submetidos a exodontia do
3° molar.

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados de acordo com a Declaragao
de Helsinki e do Cédigo de Nuremberg, obedecidas as Normas de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude, respeitando as normas
¢ticas e os direitos dos pacientes. Os dados foram coletados apos os pacientes assinarem o
termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Humana da Universidade Federal do Ceara, sob nimero de protocolo 77/09.

As amostras foram obtidas de pacientes atendidos na clinica odontoldgica da
Universidade Federal do Ceard no periodo de 2011 a 2015. As amostras foram coletadas
em um tubo de 2 mL contendo RNAlater ¢ armazenadas até o momento da extracdo de
RNA. Extracdo de RNA total, trancri¢do reversa e PCR em tempo real quantitativa (qRT-
PCR)

O RNA total foi extraido seguindo as orientagdes do protocolo do kit de extragdo High
Pure RNA Isolation (Roche Applied Science) e as concentragdes do RNA foram

determinadas no equipamento Qubit®2.0 (Life Technologies, Foster City, CA, US). O
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RNA total extraido foi diluido em agua DEPC para concentracao final de 5 ng/uL e
armazenado a -80°C.

Um total de 5 ng de RNA total foi utilizado na reagao da transcrigao reversa com o kit
TagMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA)
seguindo as orientagdes do fabricante. O produto da transcriptase reversa, foi submetido a
reacdo de amplificagdo com sondas e reagentes TagMan® Universal master mix II
(Applied Biosystems, Foster City, CA) realizado no equipamento Rotor-Gene Q
(QIAGEN). Todas as reagoes foram executadas em triplicata e para analisar as diferencas
de expressdo de cada grupo foi utilizado o método comparativo de Ct. Para normalizar os
niveis de expressao de hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c o controle

endogeno RNU6B (Applied Biosystem, Foster City, CA) foi usado.

Analise estatistica

Para verificar as diferencas na expressao do hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b
e hsa-miR-29c entre os grupos, cancer, adjacente e sem cancer foi utilizado valores de 2°
AC O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar se as amostras seguem a
ditribuicdo gaussiana e o teste ANOVA One Way foi usado para comparar os valores de
expresdo entre os trés grupos. Foram consideradas diferengas significativas, valores de P <
0.05 e aplicado a correcdo de Bonferroni para as multiplas compragdes par a par. Para
estimar a sensibilidade do biomarcador de distinguir os grupos, utilizamos o Receiver
Operating Characteristic (ROC) e andlise da area sob a curva (AUC). Todos os testes
foram realizados no programa estatistico R statistical (www.R-project.org) e os graficos

feitos no BoxPlotR online tool (http://boxplot.tyerslab.com).
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Resultados

Perfil de expressao hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c no
CCEO.

Os dados de expressao normalizados do hsa-miR-221, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c
seguiram uma distribuicdo normal gaussiana e¢ o teste ANOVA mostrou diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos sem cancer € cancer, assim como entre sem
cancer ¢ adjacente. Comparacdes par a par revelaram que a expressao desses trés miRNAS
foi significativamente aumentada nos tecidos CCEO e adjacente ao cancer (Tabela 1).

O perfil de expressao do Asa-miR-21 foi o Gnico que nao seguiu distribui¢ao normal
gaussiana e, portanto, utilizamos o teste Mann-Whitney para suas analises. A expressao do
hsa-miR-21 foi significativamente maior no tecido CCEO e adjacente ao cancer em
comparagao ao tecido sem cancer (Tabela 1). Por outro lado, a comparagao do perfil de
expressdo entre tecido adjacente e CCEO ndo mostrou dierencga estatistica (Tabela 1;
Figura 1).

Tabela 1. Dados de comparagdo da expressdo e valores de significancia do hsa-miR-
21, hsa-miR-221, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c, entre os diferentes tipos de tecidos

(CCEO, adjacente ao cancer e sem cancer).

MicroRNA Normal x Cancer =~ Normal x Adjacent Adjacent x Cancer
P) ) (P)
hsa-miR-221 0.0001 0.008 1
hsa-miR-135b 8.4E7 9.7E° 1
hsa-miR-29c 0.04 0.005 0.49
hsa-miR-21 7. 6E* 7.3E° 0.63
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Figura 1. Valores de expressdo normalizada (ACt) em amostras de tecido sem cancer,

adjacente ao cancer e cancer para hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c

(A-D).

O perfil de expressio do hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c

como biomarcador de carcinogénese no CCEO.

Para verificar se o perfil de expressao do hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-miR-135b e

hsa-miR-29c poderiam ser empregados como biomarcador de carcinogénese realizou-se

analise da curva ROC e a acuracia discriminatoria pelos valores da AUC. Nossos

resultados mostram que a expressao desses miRNAs diferenciam os grupos de tecidos sem

cancer, dos com cancer e, adjacente.
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A expressao de hsa-miR-21 apresentou maior precisdo discriminatéria entre os
grupos de tecidos sem e com cancer, com uma curva de 96.8% de precisdao [AUC= 0,968;
IC 95% 0.920-1.00]. De igual forma, os grupos sem cancer e adjacente, com um curva de
98.7% de precisdao [AUC= 0,987; IC 95% 0.987-1.00] (Figura 2).

O valor do biomarcador hsa-miR-221 teve melhor precisdo discrimatérios para
diferenciar os grupos de tecidos sem e com cancer, com AUC de 0,848 (IC 95% 0.728-
0.968), seguido do poder discriminatorio entre os grupos sem cancer e adjacente
(AUC=0,833 (IC 95% 0.674-0.993) (Figura 2).

O poder discrimatorio de Asa-miR-135b para diferenciar os grupos de tecidos sem e
com cancer foi AUC de 0,880 (IC 95% 0.778-0.983), enquanto sem cancer e adjacente

apresentou uma AUC de 0,957 (IC 95% 0.890-1.00) (Figura 2).
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Discussao

A maioria dos estudos de carcinogenese do CCEO comparam amostras teciduais
tumorais com amostras histopatologicas normais, mas adjacentes ao tumor, para
investigacdo de marcadores genéticos e epigenéticos (Matsuyama et al., 2011; Lin et al.,
2013; Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015). Para esta abordagem, consideraram
o tecido adjacente ao tumor como amostras livres de cancer (Kawakita et al., 2014;
Manikandan et al., 2015). No presente estudo, comparamos trés grupos de amostras: (i)
tecidos histopatologicos normais de pacientes sem cancer; (ii) tecidos tumorais; e (ii1)
tecidos adjacentes ao tumor. Nossos resulatdos mostram diferencas significativas entre
tecidos sem cancer e adjacentes, apoiando a existéncia do efeito de campo no CCEO.

O nivel de expressao dos miRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-miR-29c e hsa-
miR-135b foram maiores no CCEQO, seguidos pelo tecido adjacente e pelas amostras sem
cancer. Estes quatro miRNAs sugerem a ocorréncia do efeito de campo de cancerizagdo em
CCEQO, pois a expressdo diferenciada dessas moléculas reguladoras podem fornecer um
ambiente permissivo para uma sequencia de eventos que ocorrem durante a carcinogénese
oral, reforgando o conceito de efeitos de campo.

O hsa-miR-21 ¢ considerado um oncomiR, o qual encontra-se hiperexpresso em
varios tipos de carcinomas, incluindo de coloretal (Xu et al., 2012), esdfago (Nouraee et
al., 2013) hepatocelular (Karakatsanis et al., 2013), mama (Han et al., 2016) e CCEO
(Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015). O bloqueio da expressdo de hsa-miR-21
inibe ou reduz o crescimento e proliferacdo celular in vitro e in vivo, além de induzir a
apoptose (Nouree et al., 2013; Li et al. 2015). Diversos estudos demonstraram a

superexpressdo do hsa-miR-21 no CCEO (Reis et al., 2010; Ren et al., 2014; Zhou et al.,
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2014; Manikandan M et al., 2015;), porém a maioria utilizou o tecido adjacente ao tumor
para uma analise comprativa ao tecido tumoral. Por outro lado, nossos resultados também
demonstram hiperexpressdao do hsa-miR-21 no tecido adjacente ao tumor, quando
comparado com uma amostra de tecido sem cancer.

Os dados dos perfis de expressao do Asa-miR-221 em canceres de cabeca € pescogo
(HNSCC) mostraram sua relagcdo com a oncogenese ¢ invasao celular. Além disso, a
hiperexpessao do hsa-miR-221 aumentou a proliferagdo, crescimento e migracao celular e,
portanto, estaria envolvido na tumorigenese de CCEO. Consequentemente, estes
marcadores poderiam ser uteis na defini¢do de estratégias de prevengdo e tratamento em
canceres de HNSCC (Avissar et al., 2009; Yu et al., 2009; Wald et al., 2011; Yang et al.,
2011). Assim como os nossos resultados que mostraram o envolvimento do Asa-miR-221
no processo de carcinogénese do CCEO.

O hsa-miR-135b encontra-se hiperexpresso em canceres como o de pulmao (Lin et
al., 2013), cervical (Xu et al., 2015), gastrico (Vidal et al., 2016) e coloretal (Li et al.,
2015). No cancer de pulmio atua como oncomiR e promeve o crescimento tumoral,
invasdo celular, contribui para a angiogénese e metdstase, assim, sugere-se que
desempenha um papel importante em multiplos processos do desenvolvimento ao cancer
(Matsuyama et al., 2011; Lin et al., 2013). A expressdo de hsa-miR-135b até o presente
estudo ndo foi descrita no CCEO, portanto esta ¢ a primeira evidéncia de sua participagdo
no CCEOQ.

O hsa-miR-29c age como um Ts-miR por sua expressao reduzida em alguns canceres
como o gastrico (Vidal et al., 2016), figado (Wang et al., 2015), hepatocelular (Bae et al.,
2014) e o de pulmio metastatico (Wang et al., 2013). No entando, nossos resultados

mostraram uma hiperexpressao do Asa-miR-29c no CCEO o que corrobora os resultados de
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outro estudo que relaciona a expressao deste miRNA ao CCEQO, (Serrano ef al., 2012) que
observou que a hiperexpressao de hsa-miR-29c.

A andlise conjunta dos resultados de expressao dos hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-
miR-135b e hsa-miR-29c em amostras de tecidos sem cancer, adjacente ¢ CCEOQO,
mostraram de forma inequivoca a observagdo do efeito de campo de cancerizacdo na
carcinogénese oral por uma abordagem epigenética. Assim como, foi possivel identificar

biomarcadores potenciais do processo de adoecimento envolvido no CCEO.
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2. Capitulo IT
Este capitulo é a versao original do manuscrito “Sequenciamento massivo de

microRNAs revela novos biomarcadores em cancer oral”. Artigo em prepara¢ao para

submissiao na Revista Dental Reasearch (ISNN: 9999-999x).
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RESUMO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) ¢ o sexto tipo de cancer mais
frequente no mundo e possui um carater agressivo ¢ de alta mortalidade. Os microRNAs
(miRNAs) sdo um grande grupo de genes reguladores que desempenham um papel critico
na tumorigénese e a modificacdo de sua expressdo tem sido implicado na carcinogénese de
varios canceres. Para a construgdo e analise dos perfis de expressao de miRNAs no CCEO,
assim como explorar a participagdo no desenvolvimento e progressao do CCEOQ, aplicamos
0 sequenciamento massivo de alto desempenho utilizando amostras de tecido de CCEO e
sem cancer. Observou-se 17 miRNAs diferecialmente expressos, os quais foram capazes
de discriminar o tecido CCEO do sem cancer. Além disso, encontramos sete novos
miRNAs (hsa-let-7c, hsa-miR-10a, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-
654 e hsa-miR-941), os quais ndo apresentam relato na literatura de suas participagcdes no
CCEO. Os resultados revelaram que esses miRNas sdo potenciais biomarcadores de
ocorréncia no CCEO com a capacidade de identificar individuos com maior risco de

desenvolver este cancer, e indicam sua utilidade como possiveis alvos terapéuticos.

52



INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas oral (CCEQO) ¢ o sexto tipo de cancer mais
frequente no mundo com e a causa de mais de 400.000 mortes/anuais relacionadas ao
cancer, dos quais 80% dos Obitos ocorrem em paises em desenvolvimento. A taxa de
incidéncia de CCEO ¢ cresecente principalmente nos individuos jovens (Johnson et al.,
2011). O CCEO representa 90% das neoplasias na cavidade oral e caracteriza-se por um
padrao de crescimento agressivo, invasivo € que se dissemina para os ganglios linfaticos
cervicais (Kim et al., 2011, Yu et al., 2011).

Apesar dos esforcos das pesquisas no diagnostico e tratamento do CCEOQ, a taxa de
sobrevida de 50% em cinco anos ndo sofreu grandes alteracdes nas ultimas trés décadas
(Jemal et al., 2010; Majchrzak et al., 2014). Fato atribuido pela complexidade anatémica e
etiologica, o que dificulta a escolha da abordagem terapéutica mais adequada, assim como
de técnicas mais eficazes para o seu diagnostico (Périé et al., 2014; Baxi et al., 2014). Na
maioria dos casos, o CCEO ¢ de carater mutilador, pois provoca sequelas irreversiveis na
fala, respiracao e degluticao, comprometendo a saude, autoimagem e como consequéncia o
isolamento social. Portanto, ¢ o tipo de malignidade mais traumatica e com maior impacto
na qualidade de vida do paciente (Silveira et al., 2012; Harding et al., 2014; Yang et al.,
2014)

Os microRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao codificantes (18-25
nucleotideos), de fita dupla que pertencem a uma longa familia altamente conservada
(Ambros, 2004; O’Donnel et al., 2005; Ivey and Srivastava, 2010). A desregulacdo da
expressdo de miRNAs contribui para a manifestagdo de algumas doencas, dentre elas, o
cancer (Yanaihara et al., 2006, Calin et al., 2006; Farazi et al., 2011), uma vez que
participa da oncogénese, desencadeando o aumento da proliferacdo celular, evasdao a
apoptose e aumento do potencial metastatico das células afetadas, assim, favorecendo a
progressdo e invasao tumoral (Di Leva et al., 2010; Yang et al., 2012, Huang et al., 2015).

De acordo com banco de dados miRTarBase (http://mirbase.org/), o nimero de

miRNAs conhecidos é de 3.786 miRNAs e em média 3.000 estdo associados a canceres

(http://mircancer.ecu.edu). Para o CCEO, cerca de 60 miRNAs, incluindo Asa-miR-21, hsa-

miR-138, hsa-miR-184, hsa-miR-205, e hsa-miR-155, estdo hiperexpressos ou
hipoexpressos (Chen et al., 2013; Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015; Han et
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al., 2016). Analise da expressdo global destes miRNAs reportam que os mesmo podem
agir como oncomiRs, os quais estdo constantemente regulados positivamente em alguns
tipos de canceres, enquanto em outros, os miRNAs podem ser supressores tumorais (TS-
miR) e tem sua expressao reuzida (Di Leva et al., 2014).

A andlise comparativa de miRNAs entre tecidos com cancer e sem cancer pode
revelar marcadores de diagnostico ou de alvos terapéuticos (Ramdas et al., 2009). Estes
perfis podem ser utilizados para classificacao, determinacao do estadgio e da progressao do
cancer, bem como para prognosticos e respostas ao tratamento (Calin et al., 2004; Tu et al.,
2012; Streppel et al., 2013).

A literatura mostra a participacdo dos miRNAs e os seus RNAs mensageiros alvos
na iniciagdo e progressao do CCEO (Tran et al., 2010; Sethi et al., 2014, Avissar et al.,
2009; Cervigne et al., 2009; Li et al., 2009; Lim et al., 2012; Hung et al., 2016). Assim
como, na correlagdo com suas caracteristicas e resultados clinicos (Chang et al., 2008;
Yang et al., 2012; Shiiba et al., 2013; Yen et al., 2014; Huang et al., 2014; Siow et al.,
2014).

Com o objetivo de carcaterizar o perfil de expressdo dos miRNAs associados a
CCEO foi realizado o miRnoma por meio da plataforma de Sequenciamento de Alto

Desempenho em amostras de tecidos sem e com CCEO.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizacao das amotras e apectos éticos

O presente estudo foi composto por 16 amostras distribuidas em dois grupos: (i) Dez
amostras de tecidos de pacientes com CCEQ, congeladas e armazenadas em RNAlater
(Ambion, TX, USA); (ii) Seis amostras de tecidos gengivais sem inflamacao e sem cancer
de pacientes voluntarios, submetidos a exodontia do 3° molar, seguido de armazenagem em
RNAlater.

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados de acordo com a Declara¢ao
de Helsinki e do Cédigo de Nuremberg, obedecidas as Normas de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude, respeitando as normas
¢ticas e os direitos dos pacientes.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade
Federal do Cear4, sob nimero de protocolo 77/09. Os dados foram coletados apos
esplanacdo da pesquisa e da assinatura dos pacientes ao termo de consentimento livre e
esclarecido.

As amostras foram obtidas de paciente atendidas na clinica odontologica da
Universidade Federal do Ceara, no periodo de 2011 a 2015. As amostras foram coletadas

em um tubo de 2 mL contendo RNAlater e armazenadas até o momento da extracao de

RNA.

Extracio RNA total e quantificacdo

O RNA total foi extraido utilizando o TRIzol® reagent (Invitrogen), diluido em agua
DEPC e armazenado a -80°C. A quantificagdo e qualidade do RNA total foram
determinadas no equipamento Qubit®2.0 (Life Technologies, Foster City, CA, US) e
plataforma Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies, USA) usando os kit Qubit
RNA BR Assay (Life Technologies, Foster City, CA, US) e RNA ScreenTape (© Agilent

Technologies, USA), respetivamente.
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Construcio de bibliotecas e Sequenciamento massivo em plataforma de alto

desempenho

Para a constru¢dao das bibliotecas utilizamos uma concentragdo de 1ug/5ul de cada
amostra e o kit TruSeq Small RNA Library Preparation (Illumina®, Inc, USA) segundo as
instrucdes do fabricante. O pool de bibliotecas foi quantificado no equipamento ABI 7500
(Applied Biosystem, CA, USA) usando o KAPA Library Quantification Kit (KAPA
Biosystems, Woburn, MA). Apds a quantificacdo as amostras foram diluidas a uma
concentracdo de 4 nM para serem adicionadas ao MiSeq Reagent Kit v3 150 cycle
(Illumina®, Inc, USA) e levadas para o sequenciamento na plataforma de sequenciamento

massivo de alto desempenho MiSeq System (Illumina Inc, US).

Analise de dados

Apoés o sequenciamento, um pipeline de pré-processamento foi usado para filtrar
reads de baixa qualidade, trimar os extremos 3’ das sequencias obtidas (Trim / Filter —
p:80% q:30) e para remover RNA contaminantes. Em seguida foi realizado o mapeamento
com base nas sequéncias de referéncias do banco de dados de microRNAs (miRBase
database, version 19.0; LC Sciences, Houston, TX, USA) mediante a ferramenta de
alinhamento de sequéncias STAR (Dobin et al., 2013). A contagem de microRNAs foi
realizada com a ferramenta htseq-count e os resultados obtidos em reads foram analisados
através do software estatistico R, utilizando o pacote DESeq2 (Love et al., 2014). Valores

de p adjusted < 0,05 e fold change > 2 foram considerados estatisticamente significativos.

Identificacio in silico dos genes alvos

A predicdo dos genes alvos regulados pelos miRNAs detectados pelo

sequenciamento  foi  realizo por trés  ferramentas: i)  TargetCompare

(Ighm.ufpa.br/targetcompare); i) miRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw); iii)

miRNAMap (http://mirnamap.mbc.nctu.edu.tw/). Somente foram considerados os genes
alvos que compartilham mais de um miRNA e que esdo envolvidos na carcinogenes oral.

RESULTADOS
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Visao geral dos miRNAs do resultado de sequenciamento

Para revelar o perfil de expression dos miRNAs no CCEOQO, foram sequenciadas um
total de 16 amostras (10 de tecido tumoral e 6 de tecido sem cancer). Nas 16 bibliotecas
sequenciadas o nimero médio de single-end reads por milhdo foi de 3.662.324.

Apds aplicar o filtro para remover as reads de baixa qualidade (<30%), as reads
resultantes foram alinhadas usando o algoritmo STAR, obtendo mais de 90% de reads
mapeadas no genoma humano (hgl9, GRCh37). A contagem de miRNAs foi realizada
usando o algoritmo htseq-count (Anders et al., 2015) e o banco de dados miRBase v.19.
Verificamos que 503 miRNAs possuiram pelo menos 10 reads de expressdao por amostra.

Para a analise de expressdao diferencial foi usado o pacote DESeq2 no software
estatistico R, e encontrado um total de 17 miRNAs diferencialmente expresos (padj. < 0.05
e FoldChange > 2), com uma culsterizagdo e padrdes de expressdo altamente diferenciados

entre os tecidos com CCEO e normais (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Heatmap em logl0 da expressao normalizada (RPKM) de miRNAs

diferenciados em tecido CCEO em comparacao com o tecido sem cancer.
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Figura 2. Perfil de expressao relativa de miRNAs em tecidos CCEO comparado com

o sem cancer (os valores de log2FoldChange negativos representam os miRNAs

hipoexpressos, o cor vermelha indica um padj < 0,05 e FoldChange > 2).

Expressao de miRNAs mensurados pelo senquencimaneto e validados no CCEO

Dentre os resultados de miRNAs diferencialmente expressos, confrontamos com os

miRNAs validados pela literatura para CCEO. Como resultado observou-se que dos 17

miRNAs, 10 ja se encontravam descritos na literatura seja diretamente envolvido com a

carcinogénese de CCEO ou em canceres de cabeca e pescoco. Em nossos resultados

encontramos a hiperexpressao em CCEO do hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-96, hsa-

miR-99b, hsa-miR-149, hsa-miR-183, hsa-miR-200c e hsa-miR-223. Enquanto que os

miRNAS /hsa-miR-136 e hsa-miR-195 foram hipoexpressos (Tabela 1).
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Tabela 1. miRNAS diferencialmente expressos pelo sequenciamento e validados

pela literatura para o CCEO.

MicroRNAs  log2FoldChange Padj
hsa-miR-136 -3,3 0,0048
hsa-miR-195 2,1 0,0119
hsa-miR-21 2,1 0,0002
hsa-miR-31 2,2 0,0050
hsa-miR-149 2,2 0,0269
hsa-miR-200c 2,3 0,0007
hsa-miR-223 2,8 0,0006
hsa-miR-99b 2,9 0,0055
hsa-miR-96 3,2 0,0468
hsa-miR-183 3,8 1,99

Descoberta de novos miRNAs pelo Miseq sequencing

Nossos resultados detectaram sete miRNAs candidatos que nao estavam descritos na
literatura relacionados ao CCEO. Entre os resultados estatisticamente significante,
observou-se a hipoexpressdo de let-7c, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, e hsa-miR-654 ¢ a
hiperexpressao de hsa-miR-10a, hsa-miR-501, e hsa-miR-941 quando comparados com o0s

dados de tecidos sem cancer (Figura 3).
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Figura 3. Boxplots dos miRNAs ndo correlatados na literatura, diferencialmente

expressos entre entre CCEO tecido sem cancer.

Predicio in silico dos genes alvos regulados pelos miRNAs detectados.

Para a predigao dos genes alvos dos miRNAS envolvidos na carcinogenese oral

(CCEOQO), e validados pelos nossos resultados e na literatura, utilizou-se trés diferentes

ferramentas

(miRTarBase,

TargetCompare,

miRBase).

Os

genes

selecionados
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compartilhavam mais de um miRNA como alvo. Desta forma, identificamos 11 genes

candidatos descritos na Tabela 2 e Figura 4.

Tabela 2. Genes alvos em comum dos miRNAs diferencialmente expressos em

CCEO e validados pelo miR Tabase.
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TARBP2Z

Figura 4. Interacdo génica dos genes alvos que compartilharam mais de um

miRNA como alvo e que participam da carcinogénese oral.

A predi¢ao dos genes alvos dos miRNAS identificados e relacionados ao CCEQ, no
presente estudo a partir da andlise do algoritmo GeneOntology, observou que 8.1%
participam de processos apoptoticos; 13.5% da regulagdo biologica; 21.6% de processos
celulares; e 5.4% processos ligados ao sistema imune. Adicionalmente, os genes estavam
envolvidos em processos biologicos como apoptose, angiogenese, proliferacdo celular,

metastase e inflamacgdo (Tabela 3).
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Tabela 3. Lista dos genes alvos envolvidos na carcinogénese oral.

Gene Expressdao Apoptose Angiogénese Proliferacdo Inflamagdo Metastase Referéncias
celular
WEE1 l ° ° Fumihiko et al., 2012
Osman et al., 2015
MET l ° Zhao et al., 2011,
Limetal., 2014
BCL2 1 ° ° de Sousa et al., 2009;
Zhang et al., 2012
MTOR 1 ° Naruse et al., 2011;
Vitale-Cross et al., 2012
IGFIR 1 ° ° Brady et al., 2007,
Yen et al., 2014
IL6 1 Shinriki et al., 2011;
Chih-Jung et al., 2012
BMI1 1 ° ) Hayry et al., 2010;
Lietal., 2014
SNAI2 1 ° Katafiasz et al., 2011;
Wang et al., 2012
DICERI 1 ° ° Cantini et al., 2014;
Zeng et al., 2014.
VEGFA T Lin et al., 2016;
Sales et al., 2016 .
CHUK 1 ° Nakayama et al., 2001;
Maeda et al., 2007.
CDKNIA4 1 ° Nagata et al., 2015.
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DISCUSSAO

Utilizando a tecnologia dos sequenciadores de alto desempenho RNASeq
(miRnoma), construimos perfis de expressio de miRNAs em CCEO. Ao analisar a
expressao relativa ao conjunto de todos os miRNAs, verificou-se de forma significante um
perfil de hiperexpressao de hsa-miR-10a, hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-96, hsa-miR-
99b, hsa-miR-149, hsa-miR-183, hsa-miR-200c, hsa-miR-223, hsa-miR-501 e hsa-miR-
941, assim como a hipoexpressao de hsa-let-7c, hsa-miR-136, hsa-miR-195, hsa-miR-199a,
hsa-miR-381e hsa-miR-654 em tecidos de CCEO, quando comparados com os tecidos sem
cancer. Adicionalmente, 10 dos 17 miRNAs ja haviam sido descritos na literatura ligado ao
CCEQO, o que corrobou os resultados observados.

O hsa-miR-21 e hsa-miR-31 sdo considerados oncomiRs, os quais encontram-se
hiperexpresso em diversos canceres incluindo o CCEO (Brito et al., 2013; Hedbéck et al.,
2014; Zhou et al., 2014; Kawakita et al., 2014; Lu et al., 2014; Siao et al., 2014;
Manikandan et al., 2015). A hiperexpressao do ssa-miR-21 foi associada a progressao das
desordens potencialmente malignas orais ao carcinoma, pobre progndstico, proliferacao,
migragdo e invasdo celular (Brito et al., 2014; Hedbick et al., 2014; Zhou et al., 2014;
Kawakita et al., 2014; Wang et al., 2015; Hung et al., 2016). Dados da literatura mostram
que o hsa-miR-31 participa do processo inical da carcinogese oral, assim como da
transformagao das desordens potencialmente malignas (Liu et al. 2012; Hung et al., 2014;
Hung et al., 2016, Brito et al., 2016). Nossos resulatdos concordaram com o perfil de
hiperexpressao desses miRNAs (hsa-miR-21 e hsa-miR-31) em amostras de CCEO.

O hsa-miR-96 e hsa-miR-183 pertencem a mesma familia e compartilham o mesmo
local de inicio da transcricdo (CHR7: 129207158). Portanto, podem ser expressos de forma
coordenada e desempenham um papel em conjunto durante a tumorigénese (Ozsolak et al.,
2008; Yamada et al., 2011; Ganci et al., 2014; Yan et al., 2015). Nos observamos uma
hiperexpressdao de ambos os miRNAs com um foldchange maior que 2. Estes miRNAs
tiveram expressao similares em outros estudos enolvendo CCEO (Santhi et al., 2013; Yan
et al., 2015; Brito et al., 2016). Além disso, o hsa-miR-96 teve participagdo no processo de
proliferacdo celular durante o desenvolvimento craniofacial e dental (Gao et al., 2015). Os
estudos concluiram que estes miRNAs podem participar da tumorigenése de CCEO,

controlando a proliferacao celular e metastase.
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De acordo com a literatura, o0 miRNA Asa-miR-136 esta envolvido na proliferacdo
celular e desempenha difirentes papéis em varios tipos de células (Yang et al., 2012, Zhang
et al., 2015). No nosso resultado este miRNA foi encontrado hipoexpresso com um padrao
altamente diferenciado entre os dois grupos de amostras (Figura 1), concordando com o
observado no estudo de Momen-Heravi et al., (2014) (Momen-Heravi et al., 2014).

Os nossos dados demonstraram que o Asa-miR-195 foi regulado negativamente no
CCEQO, o que corrobora o estudo de Jia et al., (2013) que mostra o Asa-miR-195 como um
possivel biomarcador de predicdo de progndstico em pacientes com cancer de lingua,
assim como o estudo de Wong et al., (2008) que evidénciou o mesmo perfil de expressao
em cancer de lingua.

A expressdo elevada de hsa-miR-223 foi observada em varios tipos de tumores
solidos, incluindo o cancer esofagico (Hu ef al. 2014) e os cabecga e pescoco (Chen ef al.,
2012, Hu et al., 2015). Em nossa pesquisa, observamos a hiperexpressao do hsa-miR-223,
também evidenciada no estudo de Lajer et al., (2011). Além disso, este miRNA foi
hiperexpresso no tecido gengival de pacientes com doenga periodontal (Stoecklin-Wasmer
et al., 2012; Ogata et al., 2014). Estes dados sugerem sua participacdo no processo
inflamatorio da carcinogenese oral.

Os miRNAs hsa-miR-99b, hsa-miR-149 e hsa-miR-200c foram hiperexpressos em
nosso grupo de CCEO, contrastando com os perfis de expressdo descritos na literatura -
hipoexpressos (Wong et al., 2008; Tu et al., 2012; Zhang et al 2014; He et al., 2015;
Jamali et al., 2015; Huang et al., 2015; Johnson et al., 2016). Esta discrepancia pode ser
explicada pelas diferentes populagdes estudadas, ja que estes estudos sdo provenientes de
populagdes asiaticas. Adicionanlmente, infecgdes causadas por patégenos podem modular
o0 sistema imune e, assim, desencadear padrdes distintos de expressao.

Nos identificamos o perfil de expressdao diferencial de sete novos miRNAs: let-7c,
hsa-miR-10a, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-654 e hsa-miR-941
relacionados ao CCEO. Apesar de nunca terem sido relacionados com CCEO na literatura
internacional, participam da carcinogénese de outros canceres (Liu et al., 2014; Streppel et
al., 2013; Ren et al., 2014; Liang et al., 2015; Yu et al., 2015). Os resultados do presente
estudo sugere a existéncia de perfis de miRNAs relacionados ao cancer, como o CCEO,
que ainda ndo foram descritos. Portanto, esudos mais amplos (de varredura) com

throughput elevado, que utilizem tecnologia de seqiienciamento de nova geragao (NGS)

65



sdo mais adequados para caracterizar perfis de expressdo de todos os microRNAs
envolvidos no processo da carcinogénese oral, assim como s3o mais indicados para a
identificacao de novos biomarcadores.

Independentemente, a averiguagdo de let-7c, hsa-miR-96, hsa-miR-199a e hsa-miR-
381 no CCEO, parece coerente, uma vez que foram descritos em processos inflamatérios
da cavidade oral com o mesmo perfil de expressao (Ogata et al., 2014; Zhang et al., 2015)
Adicionalmente, o hsa-miR-199a teve participagdo na carcinogénese do CCEO em modelo
animal (Yu et al., 2009). Esses dados reforcam que esses miRNAs podem ser novos
biomarcadores em potencial implicados na tumorigénese oral.

A predicao dos genes alvos dos miRNAS observados e relacionados ao CCEO,
identificou 11 genes que particpam da carcinogénese oral. Tais genes compartilham mais
de um miRNA e particpam dos processos biologicos relacionado ao cancer. Os genes
WEEI, BCL2 e IL-6 foram alvos de mais de trés miRNAs.

O gene WEEI foi alvo de trés miRNAS o hsa-miR-10a, hsa-miR-195 e hsa-miR-195.
WEE] atua na mitose na transi¢cao da fase G2 para M por protegao de CDKI, regula o
crescimento de células tumorais e metastases, além de desempenhar um papel no
desenvolvimento de resisténcia a droga nas células tumorais. No CCEO, quando
hiperexpressa aumenta a proliferacdo celular e diminuia o processo da apoptose
(McCarthy, 2012; Fumihiko et al., 2012, Osman et al., 2015).

O BCL2 compartilhou quatro miRNAs Asa-miR-21, hsa-miR-136, hsa-miR-195 e
hsa-miR-200c. O BCL2 ¢ uma das principais proteinas reguladoras da apoptose e confere
uma vantagem de sobrevivéncia as células, protegendo-os da morte apoptotica. Varios
estudos de histopatoldgicos e microarray em tecidos CCEO relatam a expressdo anormal
dos membros da familia BCL2 e sugeriram que estes fatores sdo marcadores de
prognosticos (Coutinho-Camillo ef al., 2010; Rhamani et al., 2012; Khan and Bisen, 2013;
Coutinho-Camillo et al., 2015).

Verficamos que /L-6 ¢ regulada pelos miRNAs hsa-let-7c, hsa-miR-149, hsa-miR-
223. A participagao da IL-6 no CCEO foi elucidada por Jeng et al. (2003) o qual verificou
que esta interleucina afeta a inflama¢ao da mucosa oral e o crescimento de células
epiteliais orais. Adicionalmente, /L-6 participa da invasdo celular e angiogénese (Fang et
al., 2015), além de ser um biomarcador importante no diagnostico e prognéstico de CCEO

(Lotfi et al., 2015).
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O sequenciamento de alto rendimento demonstrou um conjunto de miRNAs
diferencialmente expressos no CCEO, proporcionando uma assinatura neste tecido
tumoral. Além disso, foram identificados biomarcadores potenciais (hsa-miR-21, hsa-miR-
31, hsa-miR-96, hsa-miR-99b, hsa-miR-136, hsa-miR-149, hsa-miR-183, hsa-miR-195,
hsa-miR-200c e hsa-miR-223) ja validados pela literatura e envolivdos na carcinogenes
oral, assim como de novos potenciais marcadores (hsa-let-7c, hsa-miR-10a, hsa-miR-199a,
hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-654 e hsa-miR-941) que ainda nao foram
relacionados diretamente com o CCEO. Estes resultados abrem novas perspectivas de
aplicacdes clinicas e sugerem que alteragdes na expressdo desses miRNAs podem

desempenhar papéis no desenvolvimento e progressao do CCEO.
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O CCEO ¢ um dos canceres mais agressivos, com alta ocorréncia de metéstase e
progndstico ruim. Inimeros estudos mostram a alteragdo no padrdo de expressdo de
miRNAs envolvidos na carcinogénese oral. Assinaturas especificas de miRNAs
identificados a partir de amostras de tumor de pacientes com cancer, podem revelar
biomarcadores tuteis na clinica, com potencial poder no diagnostico, progndstico e alvos
terapéuticos em CCEQ. No presente estudo verificou-se a hiperexpressao de hsa-miR-10a,
hsa-miR-21, hsa-miR-31, hsa-miR-96, hsa-miR-99b, hsa-miR-149, hsa-miR-183, hsa-miR-
200c, hsa-miR-223, hsa-miR-501 e hsa-miR-941, assim como a hipoexpressao de hsa-let-
7¢, hsa-miR-136, hsa-miR-195, hsa-miR-199a, hsa-miR-381,e hsa-miR-654 em tecidos de
CCEO comparados com os sem cancer. Além disso, podemos identificar um efeito de
campo de cancerizacao com a hiperexpressao de hsa-miR-21, hsa-miR-29c, hsa-miR-135b
e hsa-miR-221.

O hsa-miR-21 mostra-se hiperexpresso no CCEO e, portanto, age como um
oncomiR, o qual regula varias fungdes biologica em linhagens celulares provenientes de
CCEO (Brito et al., 2013; Hedback et al., 2014; Zhou et al., 2014; Kawakita et al., 2014;
Lu et al., 2014; Siao et al., 2014; Manikandan et al., 2015). Este padrao de expressao
também foi observado em desordens potencialmente malignas orais, indicando que a
alteracdo em hsa-miR-21 pode participar da iniciagdo e progressao ao CCEO (Brito ef al.,
2014). Além disso, clinicamente, o aumento da expressdo de hsa-miR-21 estd associado
com um prognoéstico ruim (Huan et al., 2009).

Ensaios in vitro e in vivo demonstram o papel oncogénico deste miRNA em CCEOQO,
promovendo a proliferagdo de células, invasdo, antiapoptose, e quimiorresisténcia (Reis et
al., 2010; Bourguignon et al., 2012; Kawakita et al., 2014; Lu et al., 2014; Siao et al.,
2014; Manikandan et al., 2015). Estas funcdes oncogénicas foram evidenciadas pela
hiperexpressao de hsa-miR-21 mediada por varias moléculas supressoras tumorais, como o
PTEN (Meng et al., 2007; Rahmani et al. 2012), PDCD4 (Reis et al., 2010), RECK (Jung
et al., 2012), DKK?2 (Kawakita et al., 2014) e BCL2 (Rahmani et al. 2012; Zhang et al.,
2012).

Esses achados sdao concordantes com o presente estudo que identificou a
hiperexpressdo de hsa-miR-21 por meio do sequencimaento de alto desempenho e pela
gRT-PCR. Adicionalmente, a maioria dos estudos que investigaram a expressao do /Asa-

miR-21 no CCEOQ utilizou o tecido adjacente ao tumor, como seu controle de normalidade
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sem cancer, para uma analise comprativa ao tecido tumoral (Reis et al., 2010; Ren et al.,
2014; Zhou et al., 2014; Manikandan et al., 2015). Por outro lado, nossos resultados
também apontaram a hiperexpressao do Asa-miR-21 no tecido adjacente ao tumor, quando
comparado com o sem cancer, revelando que o tecido adjacente compartilha alteragdes
genéticas com o tecido tumoral OSCC. Deste forma, entede-se que existe efeito de campo
de cancerizacdo e portanto, as regides adjacentes ao tumor ndo podem serem utilizados
como controle sem cancer.

A hiperexpressao de hsa-miR-31 foi evidenciada em diversos estudos de CCEO
(Liu et al., 2010; Xiao et al., 2012; Yang et al., 2013; Chang et al., 2013; Hung et al.,
2014). Essas pesquisas indicam a participagdo deste miRNA na iniciagdo da oncogénese
oral, pois foi associado a desordens potencialmente malignas e na imortalizacdo de
queratinocitos orais normais pela agdo de ATERT (Xiao et al., 2012; Hung et al., 2014,
Hung et al. 2016). Além disso, o Asa-miR-31 tem como alvo FIH e HIF, os quais sdo
reprimidos na presenca da hiperexpressdo deste miRNA, e consequentemente este
mecanismo ativa a hipoxia tanto in vitro quanto in vivo (Liu et al., 2010). A cascata
reguladora formada pelo hsa-miR-31, FIH, HIF ¢ VEGFA direciona varios processos
bioldgicos, tais como a proliferagdio de células, migracdo e Transi¢cdo Epitelial
Mesenquimal (EMT), em células de CCEO (Liu et al., 2010). Da mesma forma, os genes
alvos FGF3 e Rhoa regulam a apoptose, proliferacdo celular, migragdo e invasdo celular
(Chang et al., 2013). Esses estudos corroboram o nosso resultado de hiperexpressao do
hsa-miR-31.

A hiperexpressdo de hsa-miR-96 e hsa-miR-183 foram encontradas em varios
canceres humanos, tais como de mama, pulmao, célon, figado, ovario, prostata, e testiculo.
Esses miRNAs pertencem a mesma familia e compartilham o mesmo local de inicio da
transcricdo (CHR7: 129207158). Portanto, podem ser expressos de forma coordenada e
desempenham um papel em conjunto durante a tumorigénese (Ozsolak et al., 2008;
Yamada et al., 2011; Ganci et al., 2014;Yan et al., 2015).

Santhi et al. (2013), encontraram a hiperexpressao de hsa-miR-96 associada com a
tumorigénese oral, o qual foi detectado na leucoplasia e no CCEO. O autor sugeriu o Asa-
miR-96 como um biomarcador util para prever potenciais desordens de CCEO e também
na detecg@o de células tumorais residuais nas margens cirargicas orais. Ganci ef al.,(2014),

verificou a hiperexpressao deste miRNA no CCEO, a qual foi capaz de prever a
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insurgéncia de recorréncias, que sdo frequentemente relacionados com a presenca de
células tumorais indetectdveis na histologia e, portanto, sdo fortes preditores de recidiva
local, participando do efeito de campo de cancerizacao no tecido adjacente.

A hiperexpressao de hsa-miR-96 participa da proliferacdo celular em células de
CCEO. A inibicdo de hsa-miR-96 concomitantemente com hsa-miR-21, hsa-miR-141 e
hsa-miR-130b levou a diminuicdo da proliferagdo através da redugdo da proteina
CDKNIA. Adicionalmente, induziu a proliferagdo celular durante o desenvolvimento
craniofacial e dental (Gao et al., 2015).

Brito et al., 2016 evidenciou a hiperexpressdo hsa-miR-183, hsa-miR-145 ¢ hsa-
miR-205 e os associou a regulacdo de células tronco nos canceres da cavidade oral e
orofaringe, além de terem relevancia com caracteristicas clinicas e patologicas desses
tumores, como estagios avangados do tumor, invasao vascular, e metastases em linfonodos.

De fato, em nosso estudo encontramos a hiperexpressao de hsa-miR-96 e hsa-miR-
183 com os maiores foldchange de 3,2 e 3,8 respectivamente. Além disso, estes miRNAs
regulam genes alvos que participam da proliferacdo celular como o SNAI2, CDKNIA e
BMII.

SNAI2 desempenha um papel importante na transicdo mesenquimal epitelial,
progressdo do tumor e invasdo celular em células CCEO (Joseph et al., 2009; Katafiasz et
al., 2011). BMII ¢ oncogene que contribui para a regulagdo epigenética do ciclo celular e
senescéncia de células-tronco dos tecido através do locus INK4A (Kang et al., 2007).
BMII participa da transformagdo malignas das DPM e, portanto, associado com o
desenvolvimento de CCEO (Kang ef al., 2017; Liu et al., 2012; Qiao et al., 2013; Feng et
al., 2013, Dalley et al., 2014)

De acordo com a literatura 0 miRNA /Asa-miR-136 esta hipoexpresso em canceres
como gliomas e ovario (Chen et al., 2012; Zhao et al., 2015). Sugere-se que esteja
envolvido na proliferacdo celular e desempenha diferentes papéis em varios tipos de
células (Yang et al., 2012, Zhang et al., 2015). Yang et al., verificou em cé¢lulas de glioma,
que os baixos niveis de hsa-miR-136 promoveu altas expressoes das proteinas anti-
apoptoticas BCL2 e AEGI.

BCL2 ¢ uma das principais proteinas reguladoras da apoptose e confere uma
vantagem de sobrevivéncia as células, protegendo-os da morte apoptotica A desregulagao

dos membros da familia BC/2 ¢ comum em doengas malignas humanas e ¢ uma causa

82



significativa de resisténcia a terapia. Um desequilibrio entre a expressdo de genes anti-
apoptotica e proapoptética da familia BCL2 promovem a sobrevivéncia de células CCEO.
Viarios estudos de histopatoldgicos e microarray em tecidos CCEO relatam a expressao
anormal dos membros da familia BCL2 e sugeriram que estes fatores sdao marcadores
prognosticos (Coutinho-Camillo et al., 2010; Rhamani ef al., 2012; Khan and Bisen, 2013;
Coutinho-Camillo et al., 2015).

No presente estudo hsa-miR-136 foi encontrado hipoexpresso € com um padrao de
expressao altamente diferenciado entre os dois grupos de amostras (Figura 1). Até o
presente momento, apenas Momen-Heravi ef al., (2014) investigou este miRNA no CCEO
e seus resultados sdo concordante com os nosso. Além disso, o Asa-miR-136 tem como
alvo o BCL2.

Diversos estudos demonstram que a expressao de hsa-miR-195 ¢ reduzida em relagao
ao tecido sem cancer, em tumores sélidos, incluindo o cancer de bexiga (Zhao et al., 2015),
cervical (Li et al., 2015), colorrectal (Chen et al., 2015), e o carcinoma hepatocelular
(Wang et al., 2015). Este miRNA regula genes importantes que participam da
carcinogénese oral, tais como WEEI, BCL2, DICERI e VEGFA (Nakayama et al., 2001;
Yusei et al., 2009; de Sousa et al., 2009; Fumihiko et al., 2012, Zhang et al., 2012, Cantini
etal.,2014; Zeng et al., 2014; Lin et al., 2016; Sales et al., 2016).

WEEI atua na mitose na transi¢ao da fase G2 para M por protecdo de CDK/, regula
o crescimento de células tumorais e metastases, além de desempenhar um papel no
desenvolvimento de resisténcia a droga nas células tumorais. No CCEO, quando
hiperexpressa aumenta a proliferacdo celular e diminuia o processo da apoptose
(McCarthy, 2012; Fumihiko ef al., 2012, Osman et al., 2015).

DICERI1 ¢ uma enzima altamente conservada responsavel pelo processamento de
precursores de miRNA  (pré-miRNAs) em miRNAs maduros. As modificagdes na
expressdo de DICER] afeta o comportamento do cancer pela alteragdo da expressdo de
diversos miRNAs. No CCEO, a literatura ainda ¢ controversa em relagdo a expressdo de
DICERI, Jakymiw et al., 2010 verificou que esta enzima estava hiperexpressa € que em
conjunto com a hipoexpressao Asa-let-7b aumentou a proliferagdao celular. Cantini et al.,
2014, observou que a hiperexpressdo de DICER] alterou a resposta a quimiosensibilidade
a cisplatina, apoiando assim a importancia de DICER [ como um alvo terapéutico para

CCEO. Por outro lado, Zeng et al., 2014 ¢ Kawara et al., 2014 relataram que a
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hipoexpressdao de DICERI aumentou a prolifera¢do e progressao celular, além de promover
resisténcia ao quimioterapico 5-fluoraracil e pobre prognostico.

O VEGFA ¢ um regulador importante na angiogénese e crescimento tumoral. Patel et
al., (2015) observou que VEGFA foi significativamente maior nos tumores recorrentes,
bem diferenciados e de fase inicial, em comparacido com o tecido saudavel e portanto, pode
desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de CCEO, com participagdo na
fase inicial até na recorréncia do tumor. Além disso, promoveu a sobrevivéncia de células,
mediada pela regulacao positiva de BCL2 células de CCEO. Outros estudos também foram
capazes de demonstrar a hiperexpressdo de VGFA no CCEO, asociando a fator de
progndstico e angiogénese (Jung et al., 2015; Sales el at, 2016).

Os nossos dados demonstraram que o Asa-miR-195 foi regulado negativamente no
CCEO, o que corrobora o estudo de Jia et al, (2013) que demonstra o hsa-miR-195 como
um possivel biomarcador de predicdo de prognostico em pacientes com cancer de lingua,
assim como o estudo de Wong et al., (2008) que evidénciou o mesmo perfil de expressao
em cancer de lingua.

A expressao elevada de hsa-miR-223 foi observada em varios tipos de tumores
solidos, incluindo o cancer esofagico (Hu et al. 2014) e os de cabeca e pescogo (Chen et
al., 2012, Hu et al., 2015). Este miRNA tem como genes alvos que participam do processo
carcinogénico do CCEO como o /IGFRI e a IL6.

O IGFIR ¢ hiperexpresso em varios tipos de cancer, tanto em tecidos quanto em
Linhares celulares de CCEO (Larsson et al., 2007; Brady et al., 2007). IGFR1 ¢ essencial
para a transformacdo maligna e progressdo celular, pois participa de vias de sinalizacdo
para proliferacdo, adesdo, migracdo, apoptose e metastase (LeRoith et a/.,2003; Baserga et
al.,2003; Yu et al., 2007). No estudo de Lara et al., a expressdao /IGFIR foi um preditor de
resultado clinico em pacientes com CCEO localmente avangado. Assim como Brady ef al.,
2007 verificou que IGFRI e IGR2 sdo reguladores da proliferacdo celular em células de
CCEO.

A IL-6 sinaliza uma variedade de processos biologicos, incluindo a resposta
imunitaria, inflamag¢do e carcinogénese por regulacdo do crescimento, sobrevivéncia e
diferenciagdo de células-alvo (Jeng et al., 2003, Iliopoulos et al., 2009). A participacdo da
1L-6 no CCEO foi elucidada por Jeng et al. (2003) o qual verificou que esta interleucina

afeta a inflamagdo da mucosa oral e o crescimento de células epiteliais orais.
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Adicionalmente, /L-6 participa da invasdo celular e angiogénese (Fang ef al., 2015), além
de ser um biomarcador importante no diagndstico e prognostico de CCE (Lotfi et al.,
2015).

Em nossa pesquisa, observamos a hiperexpressao do hsa-miR-223, também
evidenciada nos estudos de Lajer et al., (2011) e Patel et al., (2011). Além disso, este
miRNA foi superexpresso no tecido gengival de pacientes com doenca periodontal
(Stoecklin-Wasmer et al., 2012; Ogata et al., 2014). Estes dados sugerem que este miRNA
pode participar do processo inflamatorio e proliferativo na carcinogénese oral.

Os miRNAs hsa-miR-99b, hsa-miR-149 e hsa-miR-200c foram hiperexpressos em
nosso grupo de CCEO, no entanto na literatura seus perfis de expressdo encontram-se
hipoexpressos (Wong et al., 2008; Tu et al., 2012; He et al., 2015; Jamali et al., 2015;
Huang et al., 2015; Johnson et al., 2016). Esta discrepancia pode ser explicada pelas
diferentes populagdes estudadas, ja que estes estudos sdo provenientes de populacdes
asiaticas. Adicionanlmente, infec¢des causadas por patdgenos podem modular o sistema
imune e, assim, desencadear padrdes distintos de expressao.

Neste estudo, identificamos o perfil de expressao diferencial de sete novos miRNAs:
hsa-let-7c, hsa-miR-10a, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, hsa-miR-501, hsa-miR-654 e hsa-
miR-941 relacionados ao CCEO. Apesar de nunca terem sido descritos no CCEOQO,
participam da carcinogénese de outros canceres (Liu et al., 2014; Streppel et al., 2013; Ren
et al., 2014; Liang et al., 2015; Yu et al., 2015). Este resultado sugere que existam alguns
perfis de miRNAs relacionados ao cancer, como o CCEO que ainda ndo foram
investigados. Portanto, esudos mais amplos (de varredura) com throughput elevado, que
utilizem tecnologia de seqiienciamento de nova geracdo (NGS) sdo mais adequados para
caracterizar perfis de expressdao de todos os microRNAs envolvidos no processo da
carcinogénese oral, assim como s3ao mais indicados para a identificacio de novos
biomarcadores.

Apesar da auséncia de estudos para averiguagdo de let-7c, hsa-miR-199a e hsa-miR-
381 no CCEQ, estes miRNAS ja foram descritos em processos inflamatorios da cavidade e
portanto encontrados com o mesmo perfil de expressdo nos tecidos orais (Ogata et al.,
2014; Zhang et al., 2015). Adicionalmente, o hsa-miR-199a teve participagdo na

carcinogénese do CCEO em modelo animal (Yu et al., 2009). Esses dados reforgam que
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esses miRNAs podem ser novos biomarcadores em potencial implicados na tumorigénese
oral.

O hsa-miR-199a compartilha genes alvos implicados na carcinogénese oral como,
MET e MTOR. O proto-oncogene MET quando hiperexpresso promove a invasao celular e
metastase em células CCEO (Guessous et al., 2010; Sun et al., 2010; Lim et al., 2012).
MET também foi capaz de indicar a presenca de células tronco tumorais facilitando o
processo de radioesisténcia no tratamento de canceres de cabeca e pescogo (Ettl et al.,
2015). A proteina quinase MTOR particpa da via de sinalizacdo de PI3K/AKT e regula o
crescimento celular, proliferacao e sobrevivéncia. O efeito da hiperexpressdo de MTOR em
células CCEO revela ser um biomarcador confidvel para identificar subgrupos de risco
elevado e como um alvo terapéutico promissor (Naruse et al., 2011; Monteiro et al., 2013)

Adicionalmente, a literatura mostra a maioria dos estudos de carcinogénese oral
comparam amostras teciduais tumorais com amostras histopatologicas normais, mas
adjacentes ao tumor, para investigacdo de marcadores genéticos e epigenéticos
(Matsuyama et al., 2011; Lin et al., 2013; Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015).
Para esta abordagem, consideraram o tecido adjacente ao tumor como amostras livres de
cancer (Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015). No presente estudo, comparamos
trés grupos de amostras: (i) tecidos histopatologicos normais de pacientes sem cancer; (ii)
tecidos tumorais; e (iii) tecidos adjacentes ao tumor. Nossos resultados mostraram
diferencas significativas entre tecidos sem cancer e adjacentes, apoiando a existéncia do
efeito de campo no CCEO para os miRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-221, O hsa-miR-135b e
O hsa-miR-29c.

Os dados dos perfis de expressdao do hsa-miR-221 em canceres de cabeca e pescogo
(HNSCC) mostraram sua relacdo com a oncogénese ¢ invasao celular. Este padrao de
expressdo de hsa-miR-221 aumentou a proliferacdo, crescimento e migracao celular e,
portanto, estaria envolvido na tumorigénese de CCEO. Consequentemente, estes
marcadores poderiam ser uteis na definicdo de estratégias de prevengdo e tratamento em
canceres de HNSCC (Avissar et al., 2009; Yu et al., 2009; Wald et al., 2011; Yang et al.,
2011). Assim como os nossos resultados que mostraram o envolvimento do Asa-miR-221
no processo de carcinogénese do CCEO.

O hsa-miR-135b encontra-se hiperexpresso em canceres como o de pulmao (Lin et

al., 2013), cervical (Xu et al., 2015), gastrico (Vidal et al., 2016) e coloretal (Li et al.,
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2015). No cancer de pulmio atua como oncomiR e promeve o crescimento tumoral,
invasdo celular, contribui para a angiogénese e metdstase, assim, sugere-se que
desempenha um papel importante em multiplos processos do desenvolvimento ao cancer
(Matsuyama et al., 2011; Lin et al., 2013). A expressdo de hsa-miR-135b até o presente
estudo ndo foi descrita no CCEO, portanto esta ¢ a primeira evidéncia de sua participagdo
no CCEO.

A alta expressao de hsa-miR-135b nas lesOes gastricas com Helicobacter pylori
positivo demonstram que este miRNA esteja, provavelmente, envolvido com a modulagao
do sistema imune associada a infec¢do por H.pylori (Vidal et al., 2016). Alguns autores
sugerem que a placa dentdria e saliva podem ser um importante reservatorio para o H.
pylori e que a presenga desta bactéria na cavidade oral podem contribuir para doencgas orais
e infec¢ao gastrica por transmissao oral (Assumpcgao et al., 2010; Rasmussen et al., 2010;
Rasmussen et al., 2012)

O hsa-miR-29c age como um Ts-miR por sua expressao reduzida em alguns canceres
como o gastrico (Vidal et al., 2016), figado (Wang et al., 2015), hepatocelular (Bae ef al.,
2014) e o de pulmao metastatico (Wang et al., 2013). No entando, nossos resultados
mostraram uma hiperexpressao do Asa-miR-29c no CCEO o que corrobora os resultados de
outro estudo que relaciona a expressdao deste miRNA ao CCEO, (Serrano et al., 2012) que
observou que a hiperexpressao de hsa-miR-29c.

A andlise conjunta dos resultados de expressdo dos hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-
miR-135b and hsa-miR-29c¢ em amostras de tecidos sem cancer, adjacente ¢ CCEOQO,
mostraram de forma inequivoca a observagdo do efeito de campo de cancerizacdo na
carcinogénese oral por uma abordagem epigenética. Assim como, foi possivel identificar
biomarcadores potenciais do processo de adoecimento envolvido no CCEO.

Portanto, os dados de expressdao viabilizados pelo sequencimento de alto
desempenho, revelaram miRNAs envolvidos no processso carcinogénico de CCEQ, assim
como novos miRNAs que através de seus genes alvos, mostram-se como biomarcodres em
potencial para CCEO e que direcionam para novas pesquisas com intuito de validar novos

genes alvos que partcipem do processos bioldgicos e terapéuticos no CCEO.
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1. Ficha de dados clinicos

Universidade Federal do Ceara
Laboratorio de Patologia Bucodental
Ficha para exame Histopatologico

Nome :

Idade:__ Data de nascimento Sexo:F( )M{( ) Cor
Naturalidade: Telefones

Endereco:

Historia da lesdo (tempo de evolugdo, fator causal, tratamento prévio)

Cor: Forma: Implantagado:
Superficie: Consisténcia: Tamanho:
Localizagdo: Tipo de bidpsia: () Incisional ( )Excisional

Aspecto imaginoldgico:

Diagndstico clinico:

Diagnostico diferencial:

Data: Cirurgido-dentista (assinatura + carimbo):
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Macroscopia: Data:

Numero de fragmentos: Ndmero de capsulas ( )Comreserva ( )Semreserva
Microscopia: Data:
Conclus3o:
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2. Termo de consetimento livre e eclarecido

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa intitulado Perfil de
expressdo de microRNAs no Céncer Oral.

Para tanto, necessitaremos de fragmentos de tecido de pacientes que possuam essas
alteracBes, para gue possamos comparé-las. Durante o procedimento de bidpsia, serdo
removidos dois fragmentos de tecido da regido da les&o, sendo seguido de sutura local.
Este procedimento ndo trard nenhum prejuizo a cicatrizacdo nem trara qualquer
desconforto adicional.

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

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

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

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

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

Assinatura do responséavel pelo estudo Data / /
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3. PRODUCAO NO PERIODO DO DOUTORADOS
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Cancer De Boca
Curso de Especializagdo em Enfermagem Oncolédgica

Ophir Loyola, Maio -2012

Genética Do Cancer
Disciplina Seminarios tematicos regionais
Graduagdo de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas

UFPA, Janeiro — 2013
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cell line and health gastric mucosa. 10th Internacional Gastric Cancer, 2013
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expression profile in oral lesions: benign, potentially malignant disorders and malignant.

VI European Congress on Head and Neck Oncology, 2014.
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PARTICIPACAO EM CURSOS
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Submetido Clinical and Experimental Dental Research.

Capitulo De Livro
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