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RESUMO 

 

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é uma doença mutifatorial que 

envolve fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Caracteriza-se por um padrão de 

crescimento agressivo, altamente metastático e elevadas taxas de mortalidade. Apesar dos 

avanços da tecnologia nos tratamentos cirúrgicos, radio e quimioterápicos, a taxa de 

sobrevivência de cinco anos não houve melhora significativa nos últimos anos. Através da 

regulação da expressão de genes alvos, os microRNAs desempenham papel importante na 

iniciação e progressão em cânceres humano, consequentemente, são uma ferramenta 

promissora para investigação de biomarcadores de identificação de risco, prognóstico e 

alvos terapêuticos. Com objetivo de investigar o perfil de expressão dos miRNAs no 

câncer gástrico, 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 

câncer. Dentre esses, 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 ainda não estão 

descritos na literatura suas participações 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 cancerização. Os 

resultados revelaram que esses miRNAs são potenciais biomarcadores de ocorrência no 

CCEO com a capacidade de identificar indivíduos com maior risco de desenvolver este 

câncer, e indicam sua utilidade como possíveis alvos terapêuticos. 

 

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

biomarcadores. 
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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 (hsa-

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 Câncer  

 

O câncer é uma doença multifatorial que envolve fatores genéticos, epigenéticos e 

ambientais. Caracteriza-se por alterações em genes específicos do controle celular 

conferindo um fenótipo proliferativo e em um emaranhado de células heterogêneas (Yasui 

et al., 2006; Dalerba et al., 2007). As alterações moleculares, bioquímicas 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 autossuficiência 

quanto ao sinal de crescimento, insensibilidade aos fatores inibitórios, evasão a apoptose, 

potencial replicativo ilimitado, angiogênese sustentada, reprogramação do metabolismo 

energético, evasão da vigilância imune, invasão celular e metástase (Hanahan and 

Weinberg, 2011 (Figura 1).  

 

Fonte: Hanahan and Weinberg, 2011 

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

carcinogênese. 
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A massa tumoral é constituída por i) células cancerosas; ii) células aparentemente 

normais que são recrutadas para formar o estroma tumoral, e se comportam como 

participantes ativos na tumorigênese; iii) células tronco tumoral, as quais participam tanto 

das alterações nas células-tronco quanto na renovação 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, alteração tumoral e 

invasão do tecido normal, permitindo a colonização em outros tecidos distante do sítio 

primário. Desta forma, a abundância, organização histológica, e características fenotípicas 

das diversas células estromais e da matriz extracelular permitem o crescimento primário, 

invasivo e metastático. E por fim, as células normais circundantes dos sítios primários e 

metastáticos contribuem para a diversidade dos microambientes neoplásicos (Hanahan and 

Weinberg, 2011). 

Embora muitos dos eventos genéticos da carcinogênese sejam conhecidos, suas 

interações precisas com os fatores ambientais que controlam a expansão clonal e 

progressão maligna não são esclarecidas, devido à ausência de um modelo generalizado da 

carcinogênese (Gatenby and Vincent, 2003). Dentre os inúmeros modelos de 

carcinogênese, destacam-se: (i) modelo da expansão clonal (MEC) e (ii) modelo das 

células-tronco tumorais (MCTT).  

Em 1990, Fearon and Vogelstein desenvolveram um modelo para a carcinogênese 

do câncer colorretal, que pode ser aplicado a outras neoplasias. Este modelo é baseado nas 

seguintes premissas: (i) o câncer surge como resultado da ativação de oncogenes e 

inativação dos genes supressores de tumor; (ii) são necessárias mutações em, no mínimo, 
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quatro a cinco genes; (iii) as mutações são responsáveis por determinar as propriedades 

biológicas do tumor.  

Segundo este modelo, o câncer surge a partir de um pequeno conjunto de células 

que ao sofrer sucessivas mutações, adquire vantagem proliferativa e expande-se, e a este 

fenômeno denomina-se de expansão clonal (Fearon and Vogelstein, 1990). 

Vogelstein et al. (2013) classificaram as mutações acumuladas nas células tumorais 

em dois tipos: (i) mutações driver (“condutora”) e (ii) mutações passenger (“passageira”).  

As mutações driver são aquelas que conferem uma vantagem de crescimento seletiva para 

a célula tumoral – e os genes que apresentam estas mutações são igualmente denominados 

de genes driver. As mutações passenger não conferem vantagem de crescimento clonal e, 

portanto, não contribuem diretamente para a carcinogênese. 

Além da classificação dos genes quanto ao tipo de mutação, Kinzler and Vogelstein  

(1998) classificaram os genes de susceptibilidade ao câncer em três classes, de acordo com 

a função gênica: gatekeepers, caretakers e landscapers. Os genes gatekeepers regulam o 

crescimento e diferenciação celular por meio da parada do ciclo celular para o reparo de 

DNA ou para a eliminação da célula por apoptose. Caso a célula com DNA danificado 

continue a proliferar, a acumulação de mutações genéticas podem resultar na 

transformação maligna. Os genes caretakers apresentam papel na manutenção 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 avançar para a transformação maligna. 

 Assim como no MEC, o MCTT também tem como premissa o acúmulo de 

mutações sucessivas nas células, dando-lhes vantagem proliferativa. Entretanto, a diferença 

é que o MEC admite que a mutação ocorra de forma aleatória em qualquer tipo celular, 
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enquanto que MCTT sugere que as mutações aconteçam especificamente nas células-

tronco do tecido, levando a uma desregulação das vias de auto-renovação (Wicha et al., 

2006). 

As células-tronco são as únicas células com capacidade de sofrer divisões de auto-

renovação que podem ser simétricas ou assimétricas. A divisão simétrica ocorre quando a 

célula-tronco gera duas descendentes de células-tronco idênticas; na divisão assimétrica, a 

célula-tronco é capaz de produzir uma cópia exata de si mesma, bem como uma célula-

filha que sofre diferenciação (Wicha et al., 2006). 

Em condições naturais, o processo de autorenovação das células-tronco é regulado 

por sinais externos e componentes originados do microambiente celular. Segundo este 

modelo, as células-tronco tumorais surgem, provavelmente, através da desregulação das 

vias de autorenovação – isto leva a expansão da população destas células que, em seguida, 

podem sofrer mais alterações genéticas e/ou epigenéticas, tornando-se completamente 

transformadas. Nestas circunstâncias de desregulação, as divisões simétricas e assimétricas 

conferem expansão clonal e propriedades fenotípicas ao tumor, respectivamente (Greaves 

and Maley, 2012; Wicha et al., 2006). 

Além destes modelos principais, outro modelo de carcinogênese vem ganhando 

ímpeto recentemente, apesar de ter sido desenvolvido em 1953 − o modelo de campo de 

cancerização (field effect ou field cancerization), preconizado por Slaughter et al. A partir 

de estudos realizados no “tecido normal” adjacente ao tumor e nas margens cirúrgicas, 

foram identificadas alterações em torno do tumor, que foram denominadas de campo de 

cancerização. 

Apesar do campo de cancerização, geralmente, apresentar características 

histopatológicas de uma mucosa normal, estudos de Biologia Molecular demonstraram a 
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presença de alterações moleculares (perda de heterozigosidade, alterações de 

microssatélites, instabilidade cromossômica, mutações no gene P53, entre outras) 

(Braakhuis et al., 2003; Chai and Brown, 2009). Portanto, o campo de cancerização pode 

ser conceituado como um epitélio morfologicamente normal, localizado próximo ao tumor, 

mas que pode compartilhar a maioria das alterações genéticas presentes no câncer (Chai 

and Brown, 2009). 

De modo geral, este modelo baseia-se na premissa que o desenvolvimento do 

campo de cancerização com células alteradas geneticamente e epigeneticamente é um fator 

de risco para o câncer. Entretanto, os mecanismos que originam o campo de cancerização 

ainda não são completamente entendidos (Chai and Brown, 2009). 

 

1. O Câncer da Cavidade Oral 

 

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é o sexto tipo de câncer mais 

frequente no mundo com e a causa de mais de 400.000 mortes/anuais relacionadas ao 

câncer, dos quais 80% dos óbitos ocorrem em países em desenvolvimento. A taxa de 

incidência de CCEO é crescente principalmente nos indivíduos jovens (Jemal et al., 2010; 

Johnson et al., 2011). 

No Brasil, o câncer da cavidade oral é o quinto câncer mais frente. Dados do 

Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimam para o ano de 2016, que o Brasil apresentará 

aproximadamente 11.140 novos casos de câncer 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 região nordeste estima-se 

1.880 novos casos, atribuindo ao Ceará 300 casos. 
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O câncer da cavidade oral abrange lesões nos lábios, mucosa jugal, palato duro, 

assoalho bucal, língua, gengiva, região retromolar e rebordo alveolar.  Aproximadamente 

90% dos cânceres da cavidade oral são do tipo carcinoma espinocelular (CCEO) (Ferlay et 

al., 2007; Argiris et al., 2008; Nasman et al, 2009; Jemal et al., 2010). 

O CCEO é uma doença altamente agressiva, mutiladora e que frequentemente deixa 

sequelas irreversíveis na fala, respiração e deglutição. Desta forma, além do 

comprometimento da saúde, prejudica a autoimagem e consequente isolamento social, 

dependendo da área acometida. Portanto, é o tipo de malignidade caracterizada como a 

forma mais traumática 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 

estágios avançados no diagnóstico. A sua alta mortalidade é oriunda, principalmente, da 

metástase linfática cervical e da metástase a distancia em pulmões e ossos (Liu et al., 2008; 

Takes et al., 2012; Yi et al., 2012). 

Apesar dos esforços das pesquisas no diagnóstico e tratamento do CCEO, a taxa de 

sobrevida de 50% em cinco anos não sofreu grandes alterações nas últimas três décadas 

(Jemal et al., 2010; Majchrzak et al., 2014). Fato atribuído pela complexidade anatômica e 

etiológica, o que dificulta a escolha da abordagem terapêutica ou de técnicas mais eficazes 

para o seu diagnóstico (Périé et al., 2014; Baxi et al., 2014). 

Os principais fatores de risco ambientais para o desenvolvimento do CCEO são o 

consumo excessivo de álcool e/ou do tabaco, visto que seus produtos metabólicos induzem 

mutações diretas no DNA e aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio, 

levando a danos no DNA de genes essenciais para a regulação do ciclo celular (Perez et al, 

2007; Neville et al, 2009 Wald et al., 2011). No entanto, alguns cânceres na região da 
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orofaringe e cavidade oral acometem adultos jovens (18-45 anos) sem hábitos etilista e 

tabagista, desta forma, outros fatores de risco podem estar envolvidos como os fatores 

genéticos e infecções virais. A infecção pelo vírus Epstein-Barr e Papilomavírus Humano 

(HPV), dos subtipos 16 e 18, que desempenham uma forte contribuição no processo de 

carcinogênese do CCEO (Tran et al., 2007; Chaturvedi et al., 2008; Leemans et al., 2011). 

Sabe-se que o vírus HPV tem a capacidade de inserir-se no genoma do hospedeiro, e 

perturbar o controle do ciclo celular, aumento da proliferação, o que assegura a replicação 

viral dentro da divisão celular (Moody and Laimins, 2010). 

O CCEO desenvolve-se a partir de um processo que envolve várias etapas, 

iniciando com hiperplasia, progredindo para displasia e, finalmente, a neoplasia maligna. 

Durante esses passos, diversas alterações genéticas podem ocorrer, incluindo aberrações 

cromossômicas, mutações no DNA, amplificação, ou deleções (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, lesão linquenóide, 

eritroplasias e leucoeritroplasia (van der Waal, 2009; Scully and Bagan, 2009; Neville, 

2011). 

A leucoplasia é uma lesão na mucosa oral, predominantemente branca que 

clinicamente não pode ser caracterizada como qualquer outro tipo de lesão (WHO, 2005; 

Warnakulasuriya et al., 2007). Classificadas em homogêneas ou heterogêneas, a qual o 

último grupo é considerado a ter um maior risco de transformação maligna (Reibel, J., 

2003; Holmstrup et al., 2006).  Histologicamente, as leucoplasias podem ser não-

displásicas ou displásicas que variam entre os graus leve, moderada ou grave (Reibel, 

2003). As leucoplasias displásicas estão associadas com maior risco de transformação 
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epitelial e consequente malignização, no entanto, tais características clínicas e histológicas 

têm um valor limitado ao prognóstico (Reibel, 2003; Holmstrup et al., 2006).  

A queilite ou queilose actínica é caracterizada pelo ressecamento, erosões e perda 

do limite do lábio inferior com a pele, acometendo, sobretudo, pessoas de pele clara. Esta 

DPM é decorrente da exposição crônica aos raios solares (em especial as UVB) e cerca de 

40% podem evoluir para o CEC de lábio. Outros fatores de risco contribuem 

sinergicamente como a cor da pele (porcentagem de melanina), fatores sócio-demográfico, 

estilo de vida, imussupressão e suscetibilidade genética (Luna-Ortiz et al., 2004; Van et al., 

2009; Souza et al., 2011). Assim, a exposição a agentes genotóxicos endógenos e 

exógenos, como a radiação UV, causam disrupção do ciclo celular e danos ao sistema de 

reparo do DNA que são funções fisiológicas fundamentais para manutenção da função 

celular (Rodust et al., 2009; Ikehata, 2011). 

Diante da heterogeneidade, agressividade, difícil tratamento e diagnóstico, bem 

como a morbimortalidade ocasionada pela doença, faz-se necessária a investigação de 

biomarcadores preditivos que possam auxiliar no diagnóstico precoce, prognóstico e 

tratamento do CCEO. 

 

2. RNAs não codificantes (MicroRNAs) 

 

MicroRNAs são pequenas moléculas de RNA não codificantes (18-25 

nucleotídeos), de fita dupla que pertencem a uma longa família altamente conservada 

(Ambros, 2004; O’Donnel et al., 2005; Ivey and Srivastava, 2010). Estão envolvidos em 

diversas vias de regulação, incluindo o desenvolvimento, diferenciação celular, 

proliferação, envelhecimento do organismo, senescência e apoptose. A desregulação da 
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expressão de miRNAs contribuem para a manifestação de algumas doenças, dentre elas, o 

câncer (Yanaihara et al., 2006; Calin et al., 2007; Farazi et al., 2011). 

Os pequenos RNAS são clivados a partir de um mRNA precursor de 70-100 

nucleotídeos em forma de hairpin e agem na diminuição da síntese de proteína através da 

repressão postranscricional ou pela degradação do mRNA (Fabian et al., 2010; Thomas et 

al., 2010). O processo de seleção é dirigida pela interação molecular entre a extremidade 

5’UTR do regulador e extremidade 3’UTR do regulado e pelo reconhecimento da sequência 

seed (2-8 nucleotídeos iniciais da extremidade 5’UTR do miRNA) que então, pareia-se 

com mRNA alvo. Deste pareamento duas situações distintas podem ocorrer: i) perfeito 

entre as bases, desencadeia a clivagem/degradação do mensageiro - siRNAs e ii) 

imperfeito, induzindo a repressão traducional, característicos dos miRNAs (Bartel, 2004; 

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

 

 

 

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

FIGURA 2: Sequência de microRNAs com destaque em Seed. 

 

 

Os miRNAs são conhecidos como reguladores de genes endógenos, enquanto os 

siRNA são os defensores da integridade do genoma, em resposta a ácidos nucléicos 

externos ou invasivos, tais como vírus, transposons e transgenes.  Apesar desta diferença, a 
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forma de filamento único dos miRNAs e siRNAs estão associados ao mesmo processo de 

montagem do Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (RISC) e participam do 

mesmo processo de conservação evolutiva (Bartel, 2004; Meister and Tuschl, 2004; 

Lippman and Martienssen, 2004).  

A biogênese dos miRNAs inclui sua transcrição no núcleo celular, exportação para 

o citoplasma e subsequente processamento e maturação. Na maioria dos casos, a 

transcrição dos genes miRNAs é mediada pela RNA polimerase II, nas quais os transcritos 

primários dos miRNAs (pri-miRNA) formam estruturas secundárias: as regiões “stem”, em 

que dois segmentos de RNA com bases complementares são pareados, e as regiões “loop”, 

nas quais os pares de bases não são complementares, constituindo, assim, alças circulares. 

No núcleo, os pri-miRNA são processados pela ação endonucleotídica da DROSHA e seu 

cofator DGCR8. A estrutura resultante, designada miRNA pre-cursor (pre-miRNA), é 

exportada para o citoplasma por meio da exportina-5. No citoplasma, os pre-miRNAs são 

processados por DICER, que remove a alça na estrutura stem-loop, resultando na formação 

da duplex miRNA/miRNA*. Após o processamento, os miRNAs são incorporados em 

miRISC e apenas uma vertente da duplex é estavelmente associado a este complexo.  

Usualmente, a vertente miRNA é 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 esquemático da biogênese 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 formação de vias de 

regulação complexas (Bartel et al., 2008). Uma justificativa é que em média 60% dos 

mRNAs apresentam uma ou mais sequências evolutivamente conservadas que estão 

previstas para interagir com miRNAs (Krek et al., 2005; Lewis et al., 2005; Betel, et al., 

2008; Friedman et al., 2009). Outro fundamento é o auxílio das análises de bioinformática 

que preveêm a 3' UTR de um único gene é alvo freqüente de vários miRNAs diferentes 

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

 

 A alteração da regulação postranscricional do mRNAs por miRNAs exerce um 

papel importante na oncogênese, desencadeando o aumento da proliferação celular, a 

diminuição da apoptose, e aumentado o potencial metastático de células afetadas, assim, 

favorecendo a progressão e invasão tumoral (Di Leva et al., 2010; Wang et al., 2011; 

Varol et al., 2011).  

A alteração na expressão de miRNAs modificam o equilíbrio entre oncogenes e 

genes supressores tumorais. Os miRNAs oncogênicos (oncomiR) revelam expressão 

aumentada em neoplasias malignas, promovendo o desenvolvimento tumoral através do 

estímulo à proliferação celular e/ou inibição de genes que regulam apoptose e genes 

supressores tumorais. Dependendo do contexto e do tipo celular em que são expressos, um 

mesmo miRNA pode exibir atividade oncogênica ou supressora tumoral (Fabbri et al., 

2007). Além disso, um único miRNA é capaz de regular diversos genes-alvo e, com isso, 

controlar simultaneamente atividades opostas, como a proliferação celular e a apoptose. O 

miRNA com função de supressores de tumor (TS-miR) são 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 pró e anti-metastáticos e se 

superpõem, aos dois primeiros grupos (Hurst et al., 2009) (figura 4). 
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Fonte: Adaptado de Ahmad et al., 2013. 

Figura 4: Ação dos miRNAs oncogênicos (onco-miRs) e supressores de tumor (TS-miRs). 

 

O perfil da expressão de miRNAs, assim como, o os de mRNAs variam de tecido 

para tecido, porém são semelhantes para o mesmo tipo de tecido a partir de diferentes 

indivíduos, inclusive entre gêneros (Volinia et al., 2006). Assim, uma análise comparativa 

de miRNAs entre tecidos com tumor e sem tumor poderia revelar marcadores de 

diagnóstico ou de alvos terapêuticos (Ramdas et al., 2009). De acordo com Calin and 

Croce (2006), a análise da expressão de miRNAs revela perfis característicos da célula 

normal e da célula cancerosas que facilitam a identificação e o monitoramento da doença.  

Além disso, Volinia et al (2006), descreveram uma assinatura comum composto 

por 21 miRNAs diferencialmente expressa em pelo menos três tipos de tumores a partir de 

540 amostras incluindo o pulmão, mama, estômago, próstata, cólon e tumores 
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pancreáticos. O hsa-miR-21 foi encontrado superexpresso em todos os seis tipos de 

cânceres, enquanto o hsa-miR-17-5p e hsa-miR-191 foram superexpressos em apenas 

cinco. Baseado nos alvos preditivos dos miRNAs, os autores identificaram vários genes já 

associados à cânceres como alvos para a assinatura miRNAs e concluíram que miRNAs 

estão envolvidos na patogênese de tumores sólidos. 

Existem evidências de que tais perfis podem ser utilizados para classificação, 

determinação do estágio e da progressão do câncer, bem como para prognósticos e 

respostas ao tratamento (Calin and Dumitru et al., 2002; Calin and Sevignani et al., 2004). 

Por exemplo, a expressão reduzida do hsa-let-7 foi associada com a diminuição da 

sobrevida de pacientes com câncer de pulmão (Takamizawa, Konishi et al., 2004), 

enquanto níveis elevados de hsa-miR-21, um potente oncomiR, já foram referidos em 

pacientes com adenocarcinoma de cólon apresentando sobrevida reduzida e resposta 

teurapêutica reduzida (Schetter, Leung et al., 2008). 

  

3.2. microRNAs no Câncer Oral  

 

Os miRNAs, através da regulação dos seus genes alvos desempenham um papel 

crucial na iniciação e progressão do CCEO. A partir de amostras de tumor, soro/plasma ou 

saliva, as alterações da expressão de miRNAs determinam uma assinatura específica que 

pode auxiliar no diagnóstico, prognóstico, e alvos terapêuticos em CCEO (Lo et al., 2012; 

Shao et al., 2013; Min et al., 2015). 

Diversos estudos mostraram a expressão desregulada de miRNAs no tecido tumoral 

ou em linhagens derivadas de CCEO em comparação com amostras normais ou adjacentes 

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

biológicas da tumorigênese oral, além da correlação do seu perfil de expressão com as 

varáveis clinicopatológicas e com o valor de diagnóstico e prognóstico (Avissar et al., 

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

Por estas razões, miRNAs proporcionaram um grande volume de investigação 

oncológica e publicações de estudos sobre miRNAs em CCEO (figura 5).  

 

Fonte: Adaptado de Nagadia et al., 2013. 

Figura 5. miRNAs desregulados em cada etapa do processo de desenvolvimento ao CCEO. 

A hiperexpressão do hsa-miR-21 foi associada a diversos tipos de cânceres, dentre 

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

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

oncomiR regulado pelo oncogene RAS. Provavelmente, esse papel é resultado de sua 
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atuação sobre genes supressores de tumor, como o PDCD4, PTEN, RECK e DKK2, o que 

deve favorecer invasão, evasão da apoptose e metástase, proliferação celular e 

quimiorresistência (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 hiperexpressão de hsa-miR-21 foi observada em desordens potencialmente 

malignas orais (leucoplasia) comparada com a mucosa oral normal, indicando que a 

alteração neste miRNA poderia ser um evento inicial da progressão ao CCEO (Brito et al., 

2014).  

Além do hsa-miR-21, os miRNAS hsa-miR-181b, hsa-miR-345 e hsa-miR-96 foram 

significativamente hiperexpressos em displasia oral, associados a gravidade da lesão. Isso, 

permitiu concluir que os perfis de expressão global de miRs foram capazes de distinguir 

leucoplasia avançada/CEC de leucoplasias não avançada/tecidos normais, sendo assim, 

podem desempenhar um papel na transformação maligna (Cervigne et al., 2009; Santhi et 

al. 2013). 

O nível de expressão de hsa-miR-31 na saliva foi encontrado hiperexpresso em 

pacientes com CCEO de todos os estágios clínicos em comparação com a dos controles 

saudáveis. A hiperexpressão de hsa-miR-31 na saliva foi significativamente reduzida após 

a excisão de lesão de CCEO (Harris et al., 2012). Além disso, hiperexpressão de hsa-miR-

31foi encontrada na leucoplasia oral e CCEO e, portanto, participa da carcinogênese oral 

(Hung et al., 2014). 

O estudo de Avissar et al. (2010) permitiu distinguir um tecido livre de câncer de 

um outro com CECCP mediante a hiperexpressão do hsa-miR-221 e hsa-miR-375. 

Enquanto que, Shiiba et al. (2010) observaram hiperexpressão 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 é possível avaliar expressão global de miRNAs em amostras de 

CCEO fixadas em formol, nas quais encontraram a hipoexpressão do hsa-miR-451 em 

pacientes com recidiva quando comparados aos pacientes sem recidiva.  

Inúmeros estudos correlacionaram a expressão de miRNAs em CECCP,  em 

linhagens celulares ou em amostras de tecido tumoral, lifonodo, saliva e plasma. Estes 

estão envolvidas em diversas vias dos processos celulares, como redução de níveis por 

metilação do promotor (Kozaki et al., 2008; Langevin et al., 2010), associação da 

expressão com consumo de álcool (Avissar El ta., 2009), progressão de lesõe pré-malignas 

(Cervigne et al., 2009), migração/invação (Liu et., 2009; Jiang et al., 2010) e prognóstico 

(Chang et al., 2008; Avissar et al., 2009). 

Considerando que o CCEO é uma doença altamente agressiva, mutiladora que 

frequentemente deixa sequelas irreversíveis, comprometendo a saúde, autoimagem, 

qualidade de vida e consequentemente o isolamento social (Silveira et al., 2012; Harding et 

al., 2014; Yang et al., 2014), faz-se necessária a investigação de biomarcadores preditivos 

que possam auxiliar no diagnóstico precoce, prognóstico e tratamento do CCEO. Portanto, 

investigações no perfil de expressão 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 expressão de microRNAs por meio do 

sequenciamento massivo de alto desempenho em plataforma de nova geração (NGS - 

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

  

2. Objetivos Específicos 

 

- Investigar o perfil de expressão de microRNAs em amostras de tecidos da 

cavidade oral com e sem câncer. 

- Identificar, caracterizar e validar o perfil de expressão diferencial dos 

microRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-miR-135b, hsa-miR-29c em 

amostras de tecidos da cavidade oral com e sem câncer, assim como áreas 

adjacentes ao tumor. 

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

literatura. 

- Melhorar o conhecimento acerca dos mecanismos biológicos do câncer oral, 

além de realizar o primeiro sequenciamento de alto desempenho em 

amostras de tecidos da cavidade oral.  
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30 

 

1. Capítulo I 

 

Este capítulo é a versão original do manuscrito “Expressão diferencial de has-

miR-221, has-miR-21, has-miR-135b and has-miR-29c sugere efeito de cancerização no 

câncer oral”. Artigo em preparação para submissão na Revista Oral Oncology (ISNN: 

1368-8375). 
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Resumo  

 

A teoria do campo de cancerização sugere a presença de uma área adjacente ao 

tumor com aspecto histopatológico normal, mas com alterações genéticas e epigenéticas. 

Portanto, essas modificações podem alterar a homeostase epitelial predispondo ao 

desenvolvimento do câncer. Dentre as diversas alterações moleculares descritas, 

encontram-se os microRNAs (miRNAs) capazes de regular a expressão de genes 

importantes da via carcinogênica. Com o objetivo de investigar o efeito de campo de 

cancerização no câncer oral, investigamos o perfil de expressão diferencial de quatro 

miRNAs específicos (hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c) em 

amostras de tecidos tumorais, adjacentes e de pacientes sem câncer. Nossos resultados 

mostram perfis de hiperexpressão significativa do hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-

135b e hsa-miR-29c no tecido oral com câncer quando comparado às amostras sem câncer; 

assim como no tecido adjacente ao câncer quando comparado com o tecido sem câncer. 

Entretanto, não se observou diferença de expressão quando se comparou o perfil dos 

grupos câncer e tecido adjacente. Nossos resultados nos permitem concluir que o tecido 

adjacente ao câncer não pode ser considerado como tecido normal, uma vez que os 

aspectos moleculares destes se encontram significativamente alterados. Nossos dados 

coorroboram à hipótese do campo de malignização.  
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Introdução 

 

O câncer oral é o mais frequente dentre as neoplasias de cabeça e pescoço e 

incluem lesões nos lábios e na cavidade oral (mucosa jugal, palato duro, assoalho bucal, 

língua, gengiva, região retromolar e rebordo alveolar). O carcinoma de células escamosas 

oral (CCEO) representa 90% das neoplasias na cavidade oral e caracteriza-se por um 

padrão de crescimento agressivo, invasivo e que se dissemina para os gânglios linfáticos 

cervicais. O CCEO, na maioria dos casos, é de caráter mutilador, pois provoca sequelas 

irreversíveis na fala, respiração e deglutição, comprometendo a saúde, autoimagem e como 

consequência o isolamento social. Portanto, é o tipo de malignidade mais traumática e com 

maior impacto na qualidade de vida do paciente (Silveira et al., 2012; Harding et al., 2014; 

Yang et al., 2014). 

Adicionalmente, o CCEO apresenta alta mortalidade oriunda, principalmente, da 

metástase linfática cervical, recidiva loco-regional e metástase a distância em pulmões e 

ossos (Liu et al., 2008; Takes et al., 2012; Yi et al., 2012).  

O campo de cancerização preconizado por Slaughter, em 1953, demonstra que a 

área de tecido adjacente ao tumor sofre alterações genéticas e eventualmente podem levar 

ao desenvolvimento de recidiva local ou o surgimento de um segundo tumor primário 

(Slaughter et al., 1953).  

A literatura mostra que alterações na regulação pos-transcricional dos mRNAs por 

miRNAs exerce um papel importante na oncogênese (Di Leva et al., 2010; Wang et al., 

2011; Varol et al., 2011, Lupini et al., 2013). Os microRNAs são pequenas moléculas de 

RNA não codificantes (18-25 nucleotídeos), de fita dupla que pertencem a uma longa 

família altamente conservada (Ambros, 2004; O’Donnel et al., 2005; Ivey and Srivastava, 

2010; Ribeiro-dos-Santos et al., 2012). Estão envolvidos em diversas vias de regulação, 
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incluindo o desenvolvimento, diferenciação celular, proliferação, envelhecimento do 

organismo, senescência e apoptose. A desregulação da expressão de miRNAs contribui 

para a manifestação de algumas doenças, dentre elas, o câncer (Farazi et al., 2011; Darnet 

et al., 2015; Van Den Berg, Magalhães et al., 2016; Vidal et al., 2016). 

O perfil da expressão de miRNAs variam de tecido para tecido, porém são tecido-

específico entre distintos indivíduos, inclusive entre gêneros (Volinia et al., 2006; Ribeiro-

dos-Santos et al., 2010). Assim, uma análise comparativa de miRNAs entre tecidos com e 

sem câncer poderia revelar marcadores de diagnóstico ou de alvos terapêuticos (Ramdas et 

al., 2009; Van Den Berg, Magalhães et. al, 2016; Vidal et al., 2016). Além disso, estes 

perfis podem ser utilizados para classificação, determinação do estágio e da progressão do 

câncer, bem como para prognósticos e respostas ao tratamento (Moshiri et al., 2014; Fabris 

et al., 2016; Sun et al., 2016).  

Os estudos sobre microRNAs (miRNAs) e os seus alvos demonstram que estas 

moléculas participam da iniciação e progressão do cancer oral (Tran et al., 2010; Sethi et 

al., 2014), dentre eles a hiperexpressão 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 expressão do hsa-miR-221, hsa-

miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c no tecido sem câncer, câncer oral e associá-los ao 

efeito de campo de cancerização. 
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Material e métodos 

 

Caracterização da amostra e aspectos éticos 

 

O presente estudo foi composto por 47 indivíduos caracterizados em três grupos de 

amostras: i) amostras de tecido de câncer oral (n=28); ii) amostras de tecido adjacente ao 

tumor (n=11); e iii) amostras de tecido gengival sem câncer (n=19). As amostras de tecidos 

saudáveis são provenientes de pacientes voluntários que foram submetidos à exodontia do 

3º molar. 

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados de acordo com a Declaração 

de Helsinki e do Código de Nuremberg, obedecidas as Normas de Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saúde, respeitando as normas 

éticas e os direitos dos pacientes. Os dados foram coletados após os pacientes assinarem o 

termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa Humana da Universidade Federal do Ceará, sob número de protocolo 77/09. 

As amostras foram obtidas de pacientes atendidos na clínica odontológica da 

Universidade Federal do Ceará no período de 2011 a 2015. As amostras foram coletadas 

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

RNA. Extração de RNA total, trancrição reversa e PCR em tempo real quantitativa (qRT-

PCR) 

O RNA total foi extraído seguindo as orientações do protocolo do kit de extração High 

Pure RNA Isolation (Roche Applied Science) e as concentrações do RNA foram 

determinadas no equipamento Qubit®2.0 (Life Technologies, Foster City, CA, US). O 
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RNA total extraído foi diluído em água DEPC para concentração final de 5 ng/µL e 

armazenado a -80ºC.   

Um total de 5 ng de RNA total foi utilizado na reação da transcrição reversa com o kit 

TaqMan MicroRNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

seguindo as orientações do fabricante. O produto da transcriptase reversa, foi submetido à 

reação de amplificação com sondas e reagentes TaqMan® Universal master mix II 

(Applied Biosystems, Foster City, CA) realizado no equipamento Rotor-Gene Q 

(QIAGEN). Todas as reações foram executadas em triplicata e para analisar as diferenças 

de expressão de cada grupo foi utilizado o método comparativo de Ct. Para normalizar os 

níveis de expressão de hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c o controle 

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

 

Análise estatística 

 

Para verificar as diferenças na expressão do hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b 

e hsa-miR-29c entre os grupos, câncer, adjacente e sem câncer foi utilizado valores de 2-

∆Ct. O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar se as amostras seguem a 

ditribuição gaussiana e o teste ANOVA One Way foi usado para comparar os valores de 

expresão entre os três grupos. Foram consideradas diferenças significativas, valores de P < 

0.05 e aplicado a correção de Bonferroni para as múltiplas comprações par a par. Para 

estimar a sensibilidade do biomarcador de distinguir os grupos, utilizamos o Receiver 

Operating Characteristic (ROC) e análise da área sob a curva (AUC). Todos os testes 

foram realizados no programa estatístico R statistical (www.R-project.org) e os gráficos 

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

 

Perfil de expressão hsa-miR-221, hsa-miR-21, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c no 

CCEO.  

 Os dados de expressão normalizados do hsa-miR-221, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c 

seguiram uma distribuição normal gaussiana e o teste ANOVA mostrou diferenças 

estatísticamente significantes entre os grupos sem câncer e câncer, assim como entre sem 

câncer e adjacente. Comparações par a par revelaram que a expressão desses três miRNAS 

foi significativamente aumentada nos tecidos CCEO e adjacente ao câncer (Tabela 1). 

O perfil de expressão do hsa-miR-21 foi o único que não seguiu distribuição normal 

gaussiana e, portanto, utilizamos o teste Mann-Whitney para suas análises. A expressão do 

hsa-miR-21 foi significativamente maior no tecido CCEO e adjacente ao câncer em 

comparação ao tecido sem câncer (Tabela 1). Por outro lado, a comparação do perfil de 

expressão entre tecido adjacente e CCEO não mostrou dierença estatística (Tabela 1; 

Figura 1).  

Tabela 1. Dados de comparação da expressão e valores de significância do hsa-miR-

21, hsa-miR-221, hsa-miR-135b e hsa-miR-29c, entre os diferentes tipos de tecidos 

(CCEO, adjacente ao câncer e sem câncer). 

MicroRNA Normal x Cancer 
(P) 

Normal x Adjacent 
(P) 

Adjacent x Cancer 
(P) 

hsa-miR-221        0.0001     0.008             1 
hsa-miR-135b          8.4E-7     9.7E-6             1 
hsa-miR-29c            0.04     0.005           0.49 
hsa-miR-21        7. 6E-8     7.3E-6           0.63 
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Figura 1. Valores de expressão normalizada (∆Ct) em amostras de tecido sem câncer, 

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

(A-D). 

 

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

como biomarcador de carcinogênese no CCEO. 

 

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

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

análise da curva ROC e a acurácia discriminatória pelos valores da AUC. Nossos 

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

câncer, dos com câncer e, adjacente. 
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 A expressão de hsa-miR-21 apresentou maior precisão discriminatória entre os 

grupos de tecidos sem e com câncer, com uma curva de 96.8% de precisão [AUC= 0,968; 

IC 95% 0.920-1.00]. De igual forma, os grupos sem câncer e adjacente, com um curva de 

98.7% de precisão [AUC= 0,987; IC 95% 0.987-1.00] (Figura 2). 

O valor do biomarcador hsa-miR-221 teve melhor precisão discrimatórios para 

diferenciar os grupos de tecidos sem e com câncer, com AUC de 0,848 (IC 95% 0.728-

0.968), seguido do poder discriminatório entre os grupos sem câncer e adjacente 

(AUC=0,833 (IC 95% 0.674-0.993) (Figura 2). 

O poder discrimatório de hsa-miR-135b para diferenciar os grupos de tecidos sem e 

com câncer foi AUC de 0,880 (IC 95% 0.778-0.983), enquanto sem câncer e adjacente 

apresentou uma AUC de 0,957 (IC 95% 0.890-1.00) (Figura 2). 
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Figura 2. Receiver operating characteristic curves (ROC) de hsa-miR-21 (a), hsa-

miR-221 (c), hsa-miR-135b (e) para diferenciação de tecidos CCEO dos sem cancer e entre 

tecidos adjacentes e sem câncer para hsa-miR-21 (b), hsa-miR-221 (d) and hsa-miR-135b 

(f). 
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Discussão  

 

A maioria dos estudos de carcinogenese do CCEO comparam amostras teciduais 

tumorais com amostras histopatológicas normais, mas adjacentes ao tumor, para 

investigação 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 câncer (Kawakita et al., 2014; 

Manikandan et al., 2015). No presente estudo, comparamos três grupos de amostras: (i) 

tecidos histopatológicos normais de pacientes sem câncer; (ii) tecidos tumorais; e (iii) 

tecidos adjacentes ao tumor. Nossos resulatdos mostram diferenças significativas entre 

tecidos sem câncer e adjacentes, apoiando a existência do efeito de campo no CCEO.  

O nível de expressão dos miRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-miR-29c e hsa-

miR-135b foram maiores no CCEO, seguidos pelo tecido adjacente e pelas amostras sem 

câncer. Estes quatro miRNAs sugerem a ocorrência do efeito de campo de cancerização em 

CCEO, pois a expressão diferenciada dessas moléculas reguladoras podem fornecer um 

ambiente permissivo para uma sequencia de eventos que ocorrem durante a carcinogênese 

oral, reforçando o conceito de efeitos de campo. 

O hsa-miR-21 é considerado um oncomiR, o qual encontra-se hiperexpresso em 

vários tipos de carcinomas, incluindo de coloretal (Xu et al., 2012), esôfago (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 expressão de hsa-miR-21 

inibe ou reduz o crescimento e proliferação celular in vitro e in vivo, além de induzir a 

apoptose (Nouree et al., 2013; Li et al. 2015). Diversos estudos demonstraram a 

superexpressão 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 análise comprativa ao tecido tumoral. Por outro lado, nossos resultados também 

demonstram hiperexpressão do hsa-miR-21 no tecido adjacente ao tumor, quando 

comparado com uma amostra de tecido sem câncer. 

Os dados dos perfis de expressão do hsa-miR-221 em cânceres de cabeça e pescoço 

(HNSCC) mostraram sua relação com a oncogenese e invasão celular. Além disso, a 

hiperexpessão do hsa-miR-221 aumentou a proliferação, crescimento e migração celular e, 

portanto, estaria envolvido na tumorigenese de CCEO. Consequentemente, estes 

marcadores poderiam ser úteis na definição de estratégias de prevenção 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 hsa-miR-221 

no processo de carcinogênese do CCEO.  

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

al., 2013), cervical (Xu et al., 2015), gástrico (Vidal et al., 2016) e coloretal (Li et al., 

2015). No câncer de pulmão atua como oncomiR e promeve o crescimento tumoral, 

invasão celular, contribui para a angiogênese e metástase, assim, sugere-se que 

desempenha um papel importante em múltiplos processos do desenvolvimento ao câncer 

(Matsuyama et al., 2011; Lin et al., 2013). A expressão de hsa-miR-135b até o presente 

estudo não foi descrita no CCEO, portanto esta é a primeira evidência de sua participação 

no CCEO.  

O hsa-miR-29c age como um Ts-miR por sua expressão reduzida em alguns canceres 

como o gástrico (Vidal et al., 2016), fígado (Wang et al., 2015), hepatocelular (Bae et al., 

2014) e o de pulmão metastático (Wang et al., 2013). No entando, nossos resultados 

mostraram uma hiperexpressão do hsa-miR-29c no CCEO o que corrobora os resultados de 
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outro estudo que relaciona a expressão deste miRNA ao CCEO, (Serrano et al., 2012) que 

observou que a hiperexpressão de hsa-miR-29c.   

A análise conjunta dos resultados de expressão dos hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-

miR-135b e hsa-miR-29c em amostras de tecidos sem câncer, adjacente e CCEO, 

mostraram de forma inequívoca a observação do efeito de campo de cancerização na 

carcinogênese oral por uma abordagem epigenética. Assim como, foi possível identificar 

biomarcadores potenciais do processo de adoecimento envolvido no CCEO.  
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2. Capítulo II  

 

Este capítulo é a versão original do manuscrito “Sequenciamento massivo de 

microRNAs revela novos biomarcadores em câncer oral”. Artigo em preparação para 

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

 

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é o sexto tipo de câncer mais 

frequente no mundo e possui um caráter agressivo e de alta mortalidade. Os microRNAs 

(miRNAs) são um grande grupo de genes reguladores que desempenham um papel crítico 

na tumorigênese e a modificação de sua expressão tem sido implicado na carcinogênese de 

vários cânceres. Para a construção e análise dos perfis de expressão de miRNAs no CCEO, 

assim como explorar a participação no desenvolvimento e progressão do CCEO, aplicamos 

o sequenciamento massivo de alto desempenho utilizando amostras de tecido de CCEO e 

sem câncer. Observou-se 17 miRNAs diferecialmente expressos, os quais foram capazes 

de discriminar o tecido CCEO do sem câncer. 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 não apresentam relato na literatura de suas participações no 

CCEO. Os resultados revelaram que esses miRNas são potenciais biomarcadores de 

ocorrência no CCEO com a capacidade de identificar indivíduos com maior risco de 

desenvolver este câncer, e indicam sua utilidade como possíveis alvos terapêuticos.  
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INTRODUÇÃO 

 

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é o sexto tipo de câncer mais 

frequente no mundo com e a causa de mais de 400.000 mortes/anuais relacionadas ao 

câncer, dos quais 80% dos óbitos ocorrem em países em desenvolvimento. A taxa de 

incidência de CCEO é cresecente principalmente nos indivíduos jovens (Johnson et al., 

2011). O CCEO representa 90% das neoplasias na cavidade oral e caracteriza-se por um 

padrão de crescimento agressivo, invasivo e que se dissemina para os gânglios linfáticos 

cervicais (Kim et al., 2011, Yu et al., 2011). 

Apesar dos esforços das pesquisas no diagnóstico e tratamento do CCEO, a taxa de 

sobrevida de 50% em cinco anos não sofreu grandes alterações nas últimas três décadas 

(Jemal et al., 2010; Majchrzak  et al., 2014). Fato atribuído pela complexidade anatômica e 

etiológica, o que dificulta a escolha da abordagem terapêutica mais adequada, assim como 

de técnicas mais eficazes para o seu diagnóstico (Périé et al., 2014; Baxi et al., 2014). Na 

maioria dos casos, o CCEO é de caráter mutilador, pois provoca sequelas irreversíveis na 

fala, respiração e deglutição, comprometendo a saúde, autoimagem e como consequência o 

isolamento social. Portanto, é o tipo de malignidade mais traumática e com maior impacto 

na qualidade de vida do paciente (Silveira et al., 2012; Harding et al., 2014; Yang et al., 

2014) 

 Os microRNAs são pequenas moléculas de RNA não codificantes (18-25 

nucleotídeos), de fita dupla que pertencem a uma longa família altamente conservada 

(Ambros, 2004; O’Donnel et al., 2005; Ivey and Srivastava, 2010). A desregulação da 

expressão de miRNAs contribui para a manifestação de algumas doenças, dentre elas, o 

câncer (Yanaihara  et al., 2006; Calin et al., 2006; Farazi et al., 2011), uma vez que 

participa da oncogênese, desencadeando o aumento da proliferação celular,  evasão à 

apoptose e aumento do potencial metastático das células afetadas, assim, favorecendo a 

progressão e invasão 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 número de 

miRNAs conhecidos é de 3.786 miRNAs e em média 3.000 estão associados a cânceres 

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

miR-138, hsa-miR-184, hsa-miR-205, e hsa-miR-155, estão hiperexpressos ou 

hipoexpressos (Chen et al., 2013; Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015; Han et 
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al., 2016). Análise da expressão global destes miRNAs reportam que os mesmo podem 

agir como oncomiRs, os quais estão constantemente regulados positivamente em alguns 

tipos de cânceres, enquanto em outros, os miRNAs podem ser supressores tumorais (TS-

miR) e tem sua expressão reuzida (Di Leva et al., 2014).  

A análise comparativa de miRNAs entre tecidos com câncer e sem câncer pode 

revelar marcadores de diagnóstico ou de alvos terapêuticos (Ramdas et al., 2009). Estes 

perfis podem ser utilizados para classificação, determinação do estágio e da progressão do 

câncer, bem como para prognósticos e respostas ao tratamento (Calin et al., 2004; Tu et al., 

2012; Streppel et al., 2013).  

A literatura mostra a participação dos miRNAs e os seus RNAs mensageiros alvos 

na iniciação e progressão 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 correlação com suas características e resultados clínicos (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 expressão 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 MÉTODOS 

 

Caracterização das amotras e apectos éticos  

 

O presente estudo foi composto por 16 amostras distribuídas em dois grupos: (i) Dez 

amostras de tecidos de pacientes com CCEO, congeladas e armazenadas em RNAlater 

(Ambion, TX, USA); (ii) Seis amostras de tecidos gengivais sem inflamação e sem câncer 

de pacientes voluntários, submetidos à exodontia do 3º molar, seguido de armazenagem em 

RNAlater.   

Todos os procedimentos da pesquisa foram realizados de acordo com a Declaração 

de Helsinki e do Código de Nuremberg, obedecidas as Normas de Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saúde, respeitando as normas 

éticas e os direitos dos pacientes.  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Humana da Universidade 

Federal do Ceará, sob número de protocolo 77/09. Os dados foram coletados após 

esplanação da pesquisa e da assinatura dos pacientes ao termo de consentimento livre e 

esclarecido.  

As amostras foram obtidas de paciente atendidas na clínica odontológica da 

Universidade Federal do Ceará, no período de 2011 a 2015. As amostras foram coletadas 

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

RNA. 

 

Extração RNA total e quantificação 

 

O RNA total foi extraído utilizando o TRIzol® reagent (Invitrogen), diluído em água 

DEPC e armazenado a -80ºC.  A quantificação 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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Construção de bibliotecas e Sequenciamento massivo em plataforma de alto 

desempenho 

 

Para a construção das bibliotecas utilizamos uma concentração de 1µg/5µL de cada 

amostra e o kit TruSeq Small RNA Library Preparation (Illumina®, Inc, USA) segundo as 

instruções 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). Após a quantificação as amostras foram diluídas a uma 

concentração 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). 

 

Análise de dados 

 

Após 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 sequências de referências do banco de dados de microRNAs (miRBase 

database, version 19.0; LC Sciences, Houston, TX, USA) mediante a ferramenta de 

alinhamento de sequências 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 estatístico R, utilizando o pacote DESeq2 (Love et al., 2014). Valores 

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

 

Identificação in silico dos genes alvos 

 

A predição dos genes alvos regulados pelos miRNAs detectados pelo 

sequenciamento foi realizo por três ferramentas: i) TargetCompare 

(lghm.ufpa.br/targetcompare); ii) 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 esão envolvidos na carcinogenes oral.  

RESULTADOS 
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Visão geral dos miRNAs do resultado de sequenciamento  

 

Para revelar o perfil de expression dos miRNAs no CCEO, foram sequenciadas um 

total de 16 amostras (10 de tecido tumoral e 6 de tecido sem câncer). Nas 16 bibliotecas 

sequenciadas o número médio de single-end reads por milhão foi de 3.662.324. 

 Após 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 (hg19, 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 possuíram pelo menos 10 reads de expressão por amostra. 

Para a análise de expressão diferencial foi usado o pacote DESeq2 no software 

estatístico R, e encontrado um total de 17 miRNAs diferencialmente expresos (padj. < 0.05 

e FoldChange > 2), com uma culsterização e padrões de expressão altamente diferenciados 

entre os tecidos com CCEO e normais (Figura 1 e 2). 
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Figura 1. Heatmap em log10 da expressão normalizada (RPKM) de miRNAs 

diferenciados em tecido CCEO em comparação com o tecido sem câncer. 

 

 

Figura 2. Perfil de expressão relativa de miRNAs em tecidos CCEO comparado com 

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

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

 

Expressão 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 já se encontravam descritos na literatura seja diretamente envolvido com a 

carcinogênese de CCEO ou em cânceres de cabeça e pescoço. Em nossos resultados 

encontramos a hiperexpressão 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 1,99E-05 

 

 

 

 

Descoberta de novos miRNAs pelo Miseq sequencing 

 

Nossos resultados detectaram sete miRNAs candidatos que não estavam descritos na 

literatura relacionados ao CCEO. Entre os resultados estatisticamente significante, 

observou-se a hipoexpressão de let-7c, hsa-miR-199a, hsa-miR-381, e hsa-miR-654 e a 

hiperexpressão de hsa-miR-10a, hsa-miR-501, e hsa-miR-941 quando comparados com os 

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

expressos entre entre CCEO tecido sem cancer. 

 

Predição in silico dos genes alvos regulados pelos miRNAs detectados. 

 

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

(CCEO), e validados pelos nossos resultados e na literatura, utilizou-se três 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. 

MicroRNAs 
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hsa-let-7c 

hsa-miR-10a 

hsa-miR-183 

hsa-miR-195 

hsa-miR-21 

hsa-miR-223 

hsa-miR-654 

hsa-miR-136 

hsa-miR-199a 

hsa-miR-381 

hsa-miR-149 

hsa-miR-200c 

hsa-miR-31 

hsa-miR-501 

hsa-miR-941 

hsa-miR-96 

hsa-miR-99b 
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Figura 4. Interação gênica dos genes alvos que compartilharam mais de um 

miRNA como alvo e que participam da carcinogênese oral. 

 

A predição dos genes alvos dos miRNAS identificados e relacionados ao CCEO, no 

presente estudo a partir da análise do algoritmo GeneOntology, observou que 8.1% 

participam de processos apoptóticos; 13.5% da regulação biológica; 21.6% de processos 

celulares; e 5.4% processos ligados ao sistema imune. Adicionalmente, os genes estavam 

envolvidos em processos biológicos como apoptose, angiogenese, proliferação celular, 

metástase e inflamação (Tabela 3). 
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Tabela 3. Lista dos genes alvos envolvidos na carcinogênese oral. 

Gene  Expressão Apoptose Angiogênese Proliferação 
celular 

Inflamação Metástase Referências 

WEE1 ↓ ●  ●   Fumihiko  et al., 2012 
Osman et al., 2015 

MET ↓   ●  ● Zhao et al., 2011; 
Lim et al., 2014 

BCL2 ↑ ●  ●  ● de Sousa et al., 2009;  
Zhang et al., 2012 

MTOR ↑   ●  ● Naruse et al., 2011;  
Vitale-Cross et al., 2012 

IGF1R ↑ ●  ●  ● Brady et al., 2007;  
Yen et al., 2014 

IL6 ↑  ●  ● ● Shinriki et al., 2011; 
 Chih-Jung et al., 2012 

BMI1 ↑ ●  ●  ● Häyry  et al., 2010; 
 Li et al., 2014 

SNAI2 ↑   ●  ● Katafiasz et al., 2011;  
Wang et al., 2012 

DICER1 ↑ ●  ●  ● Cantini et al., 2014; 
 Zeng et al., 2014. 

VEGFA ↑  ●   ● Lin et al.,  2016; 
 Sales et al., 2016 . 

CHUK ↑ ●    ● Nakayama  et al., 2001;  
Maeda et al., 2007. 

CDKN1A ↑   ●  ● Nagata et al., 2015. 
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DISCUSSÃO 

 

Utilizando a tecnologia dos sequenciadores de alto desempenho RNASeq 

(miRnoma), construímos perfis de expressão de miRNAs em CCEO. Ao analisar a 

expressão relativa ao conjunto de todos os miRNAs, verificou-se de forma significante um 

perfil de hiperexpressão 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 hipoexpressão 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 

câncer. Adicionalmente, 10 dos 17 miRNAs já haviam sido descritos na literatura ligado ao 

CCEO, o que corrobou os resultados observados. 

O hsa-miR-21 e hsa-miR-31 são considerados oncomiRs, os quais encontram-se 

hiperexpresso em diversos cânceres incluindo o CCEO (Brito et al., 2013; Hedbäck et al., 

2014; Zhou et al., 2014; Kawakita et al., 2014; Lu et al., 2014; Siao et al., 2014; 

Manikandan et al., 2015). A hiperexpressão do hsa-miR-21 foi associada a progressão das 

desordens potencialmente malignas orais ao carcinoma, pobre prognóstico, proliferação, 

migração e invasão celular (Brito et al., 2014; Hedbäck 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 

transformação 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 

hiperexpressão desses miRNAs (hsa-miR-21 e hsa-miR-31) em amostras de CCEO.  

O hsa-miR-96 e hsa-miR-183 pertencem à mesma família e compartilham o mesmo 

local de início da transcrição (CHR7: 129207158). Portanto, podem ser expressos de forma 

coordenada e desempenham um papel em conjunto durante a tumorigênese (Ozsolak et al., 

2008; Yamada et al., 2011; Ganci et al., 2014; Yan et al., 2015). Nós observamos uma 

hiperexpressão de ambos os miRNAs com um foldchange maior que 2. Estes miRNAs 

tiveram expressão 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 participação no processo de 

proliferação celular durante o desenvolvimento craniofacial e dental (Gao et al., 2015). Os 

estudos concluíram que estes miRNAs podem participar da tumorigenêse de CCEO, 

controlando a proliferação celular e metástase.  
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De acordo com a literatura, o miRNA hsa-miR-136 está envolvido na proliferação 

celular e desempenha difirentes papéis em vários tipos de células (Yang et al., 2012, Zhang 

et al., 2015). No nosso resultado este miRNA foi encontrado hipoexpresso com um padrão 

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 hsa-miR-195 foi regulado negativamente no 

CCEO, o que corrobora o estudo de Jia et al., (2013) que mostra o hsa-miR-195 como um 

possível biomarcador de predição de prognóstico em pacientes com câncer de língua, 

assim como o estudo de Wong et al., (2008) que evidênciou o mesmo perfil de expressão 

em câncer de língua. 

A expressão elevada de hsa-miR-223 foi observada em vários tipos de tumores 

sólidos, incluindo o câncer esofágico (Hu et al. 2014) e os cabeça e pescoço (Chen et al., 

2012, Hu et al., 2015). Em nossa pesquisa, observamos a hiperexpressão 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 doença periodontal (Stoecklin-Wasmer 

et al., 2012; Ogata et al., 2014). Estes dados sugerem sua participação no processo 

inflamatório 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 expressão 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 discrepância pode ser 

explicada pelas diferentes populações estudadas, já que estes estudos são provenientes de 

populações asiáticas. Adicionanlmente, infecções causadas por patógenos podem modular 

o sistema imune e, assim, desencadear padrões distintos de expressão. 

Nós identificamos o perfil de expressão 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 carcinogênese de outros cânceres (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 existência de perfis de miRNAs relacionados ao câncer, como o CCEO, 

que ainda não foram descritos. Portanto, esudos mais amplos (de varredura) com 

throughput elevado, que utilizem tecnologia de seqüenciamento de nova geração (NGS) 
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são mais adequados para caracterizar perfis de expressão de todos os microRNAs 

envolvidos no processo da carcinogênese oral, assim como são mais indicados para a 

identificação de novos biomarcadores. 

Independentemente, a averiguação de let-7c, hsa-miR-96, hsa-miR-199a e hsa-miR-

381 no CCEO, parece coerente, uma vez que foram descritos em processos inflamatórios 

da cavidade oral com o mesmo perfil de expressão (Ogata et al., 2014; Zhang et al., 2015) 

Adicionalmente, o hsa-miR-199a teve participação na carcinogênese do CCEO em modelo 

animal (Yu et al., 2009). Esses dados reforçam que esses miRNAs podem ser novos 

biomarcadores em potencial implicados na tumorigênese oral.  

A predição dos genes alvos dos miRNAS observados e relacionados ao CCEO, 

identificou 11 genes que particpam da carcinogênese oral. Tais genes compartilham mais 

de um miRNA e particpam dos processos biológicos relacionado ao câncer. Os genes 

WEE1, BCL2 e IL-6 foram alvos de mais de três miRNAs. 

O gene WEE1 foi alvo de três miRNAS o hsa-miR-10a, hsa-miR-195 e hsa-miR-195. 

WEE1 atua na mitose na transição da fase G2 para M por proteção de CDK1, regula o 

crescimento de células tumorais e metástases, além de desempenhar um papel no 

desenvolvimento de resistência à droga nas células tumorais. No CCEO, quando 

hiperexpressa aumenta a proliferação celular e diminuía o processo da apoptose 

(McCarthy, 2012; Fumihiko et al., 2012, Osman et al., 2015). 

O BCL2 compartilhou quatro miRNAs hsa-miR-21, hsa-miR-136, hsa-miR-195   e 

hsa-miR-200c. O BCL2 é uma das principais proteínas reguladoras da apoptose e confere 

uma vantagem de sobrevivência às células, protegendo-os da morte apoptótica. Vários 

estudos de histopatológicos e microarray em tecidos CCEO relatam a expressão anormal 

dos membros da família BCL2 e sugeriram que estes fatores são marcadores de 

prognósticos (Coutinho-Camillo et al., 2010; Rhamani et al., 2012; Khan and Bisen, 2013; 

Coutinho-Camillo et al., 2015). 

Verficamos que IL-6 é regulada pelos miRNAs hsa-let-7c, hsa-miR-149, hsa-miR-

223. A participação da IL-6 no CCEO foi elucidada por Jeng et al. (2003) o qual verificou 

que esta interleucina afeta a inflamação da mucosa oral e o crescimento de células 

epiteliais orais. Adicionalmente, IL-6 participa da invasão celular e angiogênese (Fang et 

al., 2015), além de ser um biomarcador importante no diagnóstico e prognóstico 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) já 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 não foram 

relacionados diretamente com o CCEO. Estes resultados abrem novas perspectivas de 

aplicações clínicas e sugerem que alterações na expressão desses miRNAs podem 

desempenhar papéis no desenvolvimento e progressão do CCEO.  
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O CCEO é um dos cânceres mais agressivos, com alta ocorrência de metástase e 

prognóstico ruim. Inúmeros estudos mostram a alteração no padrão de expressão de 

miRNAs envolvidos na carcinogênese oral. Assinaturas específicas de miRNAs 

identificados a partir de amostras de tumor de pacientes com câncer, podem revelar 

biomarcadores úteis na clínica, com potencial poder no diagnóstico, prognóstico e alvos 

terapêuticos em CCEO. No presente estudo verificou-se a hiperexpressão 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 hipoexpressão de hsa-let-

7c, hsa-miR-136, hsa-miR-195, hsa-miR-199a, hsa-miR-381,e hsa-miR-654 em tecidos de 

CCEO comparados com os sem câncer. Além disso, podemos identificar um efeito de 

campo de cancerização com a hiperexpressão 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 várias funções biológica em linhagens celulares provenientes de 

CCEO (Brito et al., 2013; Hedbäck et al., 2014; Zhou et al., 2014; Kawakita et al., 2014; 

Lu et al., 2014; Siao et al., 2014; Manikandan et al., 2015). Este padrão de expressão 

também foi observado em desordens potencialmente malignas orais, indicando que a 

alteração em hsa-miR-21 pode participar da iniciação e progressão ao CCEO (Brito et al., 

2014). Além disso, clinicamente, o aumento da expressão de hsa-miR-21 está associado 

com um prognóstico ruim (Huan et al., 2009).  

Ensaios in vitro e in vivo demonstram o papel oncogênico deste miRNA em CCEO, 

promovendo a proliferação de células, invasão, antiapoptose, e quimiorresistência (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 funções oncogênicas foram evidenciadas pela 

hiperexpressão de hsa-miR-21 mediada por várias moléculas supressoras tumorais, como o 

PTEN (Meng et al., 2007; Rahmani et al. 2012), PDCD4  (Reis et al., 2010),  RECK (Jung 

et al., 2012), DKK2 (Kawakita et al., 2014) e BCL2 (Rahmani et al. 2012; Zhang et al., 

2012). 

Esses achados são concordantes com o presente estudo que identificou a 

hiperexpressão de hsa-miR-21 por meio do sequencimaento de alto desempenho e pela 

qRT-PCR.  Adicionalmente, a maioria dos estudos que investigaram a expressão do hsa-

miR-21 no CCEO utilizou o tecido adjacente ao tumor, como seu controle de normalidade 
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sem câncer, para uma análise 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 hiperexpressão do hsa-miR-21 no tecido adjacente ao tumor, quando 

comparado com o sem câncer, revelando que o tecido adjacente compartilha alterações 

genéticas com o tecido tumoral OSCC.  Deste forma, entede-se que existe efeito de campo 

de cancerização e portanto, as regiões adjacentes ao tumor não podem serem utilizados 

como controle sem câncer. 

A hiperexpressão 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 participação deste miRNA na iniciação da oncogênese 

oral, pois foi associado a desordens potencialmente malignas e na imortalização de 

queratinócitos orais normais pela ação de hTERT (Xiao et al., 2012; Hung et al., 2014, 

Hung et al. 2016). Além disso, o hsa-miR-31 tem como alvo FIH e HIF, os quais são 

reprimidos na presença da hiperexpressão deste miRNA, e consequentemente este 

mecanismo ativa a hipóxia tanto in vitro quanto in vivo (Liu et al., 2010).  A cascata 

reguladora formada pelo hsa-miR-31, FIH, HIF e VEGFA direciona vários processos 

biológicos, tais como a proliferação de células, migração e Transição Epitelial 

Mesenquimal (EMT), em células de CCEO (Liu et al., 2010). Da mesma forma, os genes 

alvos FGF3 e Rhoa regulam a apoptose, proliferação celular, migração e invasão celular 

(Chang et al., 2013). Esses estudos corroboram o nosso resultado de hiperexpressão do 

hsa-miR-31. 

A hiperexpressão de hsa-miR-96 e hsa-miR-183 foram encontradas em vários 

cânceres humanos, tais como de mama, pulmão, cólon, fígado, ovário, próstata, e testículo. 

Esses miRNAs pertencem a mesma família e compartilham o mesmo local de início da 

transcrição (CHR7: 129207158). Portanto, podem ser expressos de forma coordenada e 

desempenham um papel em conjunto durante a tumorigênese (Ozsolak et al., 2008; 

Yamada et al., 2011; Ganci et al., 2014;Yan et al., 2015).  

Santhi et al. (2013), encontraram a hiperexpressão de hsa-miR-96 associada com a 

tumorigênese oral, o qual foi detectado na leucoplasia e no CCEO. O autor sugeriu o hsa-

miR-96 como um biomarcador útil para prever potenciais desordens de CCEO e também 

na detecção de células tumorais residuais nas margens cirúrgicas orais. Ganci et al.,(2014), 

verificou a hiperexpressão deste miRNA no CCEO, a qual foi capaz de prever a 
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insurgência de recorrências, que são frequentemente relacionados com a presença de 

células tumorais indetectáveis na histologia e, portanto, são fortes preditores de recidiva 

local, participando do efeito de campo de cancerização no tecido adjacente.  

A hiperexpressão de hsa-miR-96 participa da proliferação celular em células de 

CCEO. A inibição de hsa-miR-96 concomitantemente com hsa-miR-21, hsa-miR-141 e 

hsa-miR-130b levou a diminuição da proliferação através da redução da proteína 

CDKN1A. Adicionalmente, induziu a proliferação celular durante o desenvolvimento 

craniofacial e dental (Gao et al., 2015). 

Brito et al., 2016 evidenciou a hiperexpressão hsa-miR-183, hsa-miR-145 e hsa-

miR-205 e os associou à regulação de células tronco nos cânceres da cavidade oral e 

orofaringe, além de terem relevância com características clínicas e patológicas desses 

tumores, como estágios avançados do tumor, invasão vascular, e metástases em linfonodos. 

De fato, em nosso estudo encontramos a hiperexpressão 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 proliferação celular como o SNAI2, CDKN1A e 

BMI1. 

SNAI2 desempenha um papel importante na transição mesenquimal epitelial, 

progressão do tumor e invasão celular em células CCEO (Joseph et al., 2009; Katafiasz et 

al., 2011). BMI1 é oncogene que contribui para a regulação epigenética do ciclo celular e 

senescência de células-tronco dos tecido através do locus INK4A (Kang et al., 2007). 

BMI1 participa da transformação malignas das DPM e, portanto, associado com o 

desenvolvimento de CCEO (Kang et al., 2017; Liu et al., 2012; Qiao et al., 2013; Feng et 

al., 2013, Dalley et al., 2014) 

De acordo com a literatura o miRNA hsa-miR-136 está hipoexpresso em cânceres 

como gliomas e ovário (Chen et al., 2012; Zhao et al., 2015). Sugere-se que esteja 

envolvido na proliferação celular e desempenha diferentes papéis em vários tipos de 

células (Yang et al., 2012, Zhang et al., 2015). Yang et al., verificou em células de glioma, 

que os baixos níveis de hsa-miR-136 promoveu altas expressões das proteínas anti-

apoptóticas BCL2 e AEG1.  

BCL2 é uma das principais proteínas reguladoras da apoptose e confere uma 

vantagem de sobrevivência às células, protegendo-os da morte apoptótica A desregulação 

dos membros da família BCl2 é comum em doenças malignas humanas e é uma causa 
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significativa de resistência à terapia. Um desequilíbrio entre a expressão de genes anti-

apoptótica e proapoptótica da família BCL2 promovem a sobrevivência de células CCEO. 

Vários estudos de histopatológicos e microarray em tecidos CCEO relatam a expressão 

anormal dos membros da família BCL2 e sugeriram que estes fatores são marcadores 

prognósticos (Coutinho-Camillo et al., 2010;  Rhamani et al., 2012; Khan and Bisen, 2013; 

Coutinho-Camillo et al., 2015). 

No presente estudo hsa-miR-136 foi encontrado hipoexpresso e com um padrão de 

expressão altamente diferenciado entre os dois grupos de amostras (Figura 1). Até o 

presente momento, apenas Momen-Heravi et al., (2014) investigou este miRNA no CCEO 

e seus resultados são concordante com os nosso. Além disso, o hsa-miR-136 tem como 

alvo o BCL2.  

Diversos estudos demonstram que a expressão de hsa-miR-195 é reduzida em relação 

ao tecido sem câncer, em tumores sólidos, incluindo o câncer 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 

carcinogênese oral, tais como WEE1, BCL2, DICER1 e VEGFA (Nakayama  et al., 2001; 

Yusei et al., 2009; de Sousa et al., 2009; Fumihiko  et al., 2012, Zhang et al., 2012, Cantini 

et al., 2014; Zeng et al., 2014; Lin et al.,  2016; Sales et al., 2016). 

WEE1 atua na mitose na transição da fase G2 para M por proteção de CDK1, regula 

o crescimento de células tumorais e metástases, além de desempenhar um papel no 

desenvolvimento de resistência à droga nas células tumorais. No CCEO, quando 

hiperexpressa aumenta a proliferação celular e diminuía o processo da apoptose 

(McCarthy, 2012; Fumihiko  et al., 2012, Osman et al., 2015).  

DICER1 é uma enzima altamente conservada responsável pelo processamento de 

precursores de miRNA  (pré-miRNAs) em miRNAs maduros. As modificações na 

expressão de DICER1 afeta o comportamento do câncer pela alteração da expressão de 

diversos miRNAs. No CCEO, a literatura ainda é controversa em relação a expressão de 

DICER1, Jakymiw et al., 2010 verificou que esta enzima estava hiperexpressa e que em 

conjunto com a hipoexpressão hsa-let-7b aumentou a proliferação celular. Cantini et al., 

2014, observou que a hiperexpressão de DICER1 alterou a resposta a quimiosensibilidade  

a cisplatina,  apoiando assim a importância de DICER 1 como um alvo terapêutico para 

CCEO. Por outro lado, Zeng et al., 2014 e Kawara et al., 2014 relataram que a 
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hipoexpressão de DICER1 aumentou a proliferação e progressão celular, além de promover 

resistência ao quimioterápico 5-fluoraracil e pobre prognóstico. 

O VEGFA é um regulador importante na angiogênese e crescimento tumoral. Patel et 

al., (2015) observou que VEGFA  foi significativamente maior nos tumores recorrentes,  

bem diferenciados e de fase inicial, em comparação com o tecido saudável e portanto, pode 

desempenhar um papel significativo no desenvolvimento de CCEO, com participação na 

fase inicial até na recorrência do tumor. Além disso, promoveu a sobrevivência de células, 

mediada pela regulação positiva de BCL2 células de CCEO. Outros estudos também foram 

capazes de demonstrar a hiperexpressão de VGFA no CCEO, asociando a fator de 

prognóstico e angiogênese (Jung et al., 2015; Sales el at, 2016). 

Os nossos dados demonstraram que o hsa-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 possível biomarcador de predição de prognóstico em pacientes com câncer de língua, 

assim como o estudo de Wong et al., (2008) que evidênciou o mesmo perfil de expressão 

em câncer de língua.  

A expressão elevada de hsa-miR-223 foi observada em vários tipos de tumores 

sólidos, incluindo o câncer esofágico (Hu et al. 2014) e os de cabeça e pescoço (Chen et 

al., 2012, Hu et al., 2015). Este miRNA tem como genes alvos que participam do processo 

carcinogênico do CCEO como o IGFR1 e a IL6.  

O IGF1R é hiperexpresso em vários tipos de câncer, tanto em tecidos quanto em 

Linhares celulares de CCEO (Larsson et al., 2007; Brady et al., 2007). IGFR1 é essencial 

para a transformação maligna e progressão celular, pois participa de vias de sinalização 

para proliferação, adesão, migração, apoptose e metástase (LeRoith et al.,2003; Baserga et 

al., 2003; Yu et al., 2007). No estudo de Lara et al., a expressão IGF1R foi um preditor de 

resultado clínico em pacientes com CCEO localmente avançado. Assim como Brady et al., 

2007 verificou que IGFR1 e IGR2 são reguladores da proliferação celular em células de 

CCEO. 

A IL-6 sinaliza uma variedade de processos biológicos, incluindo a resposta 

imunitária, inflamação e carcinogênese por regulação do crescimento, sobrevivência e 

diferenciação de células-alvo (Jeng et al., 2003, Iliopoulos et al., 2009). A participação da 

IL-6 no CCEO foi elucidada por Jeng et al. (2003) o qual verificou que esta interleucina  

afeta a inflamação da mucosa oral e o crescimento de células epiteliais orais. 
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Adicionalmente, IL-6 participa da invasão celular e angiogênese (Fang et al., 2015), além 

de ser um biomarcador importante no diagnóstico e prognóstico  de CCE (Lotfi et al., 

2015). 

 Em nossa pesquisa, observamos a hiperexpressão 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 doença periodontal 

(Stoecklin-Wasmer et al., 2012; Ogata et al., 2014). Estes dados sugerem que este miRNA 

pode participar do processo inflamatório e proliferativo na carcinogênese 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 expressão 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 discrepância pode ser explicada pelas 

diferentes populações estudadas, já que estes estudos são provenientes de populações 

asiáticas. Adicionanlmente, infecções causadas por patógenos podem modular o sistema 

imune e, assim, desencadear padrões distintos de expressão.  

Neste estudo, identificamos o perfil de expressão 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 CCEO, 

participam da carcinogênese de outros cânceres (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 câncer, como o CCEO que ainda não foram 

investigados. Portanto, esudos mais amplos (de varredura) com throughput elevado, que 

utilizem tecnologia de seqüenciamento de nova geração (NGS) são mais adequados para 

caracterizar perfis de expressão de todos os microRNAs envolvidos no processo da 

carcinogênese oral, assim como são mais indicados para a identificação de novos 

biomarcadores. 

Apesar da ausência de estudos para averiguação de let-7c, hsa-miR-199a e hsa-miR-

381 no CCEO, estes miRNAS já foram descritos em processos inflamatórios da cavidade e 

portanto encontrados com o mesmo perfil de expressão nos tecidos orais (Ogata et al., 

2014; Zhang et al., 2015). Adicionalmente, o hsa-miR-199a teve participação na 

carcinogênese do CCEO em modelo animal (Yu et al., 2009). Esses dados reforçam que 
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esses miRNAs podem ser novos biomarcadores em potencial implicados na tumorigênese 

oral.  

O hsa-miR-199a compartilha genes alvos implicados na carcinogênese oral como, 

MET e MTOR. O proto-oncogene MET quando hiperexpresso promove a invasão celular e 

metástase em células CCEO (Guessous et al., 2010; Sun et al., 2010; Lim et al., 2012). 

MET também foi capaz de indicar a presença de células tronco tumorais facilitando o 

processo de radioesistência no tratamento de cânceres de cabeça e pescoço (Ettl et al., 

2015). A proteína quinase MTOR particpa da via de sinalização de PI3K/AKT e regula o 

crescimento celular, proliferação e sobrevivência. O efeito da hiperexpressão de MTOR em 

células CCEO revela ser um biomarcador confiável para identificar subgrupos de risco 

elevado e como um alvo terapêutico promissor (Naruse et al., 2011; Monteiro et al., 2013) 

Adicionalmente, a literatura mostra a maioria dos estudos de carcinogênese oral 

comparam amostras teciduais tumorais com amostras histopatológicas normais, mas 

adjacentes ao tumor, para investigação 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 

câncer (Kawakita et al., 2014; Manikandan et al., 2015). No presente estudo, comparamos 

três grupos de amostras: (i) tecidos histopatológicos normais de pacientes sem câncer; (ii) 

tecidos tumorais; e (iii) tecidos adjacentes ao tumor. Nossos resultados mostraram 

diferenças significativas entre tecidos sem câncer e adjacentes, apoiando a existência 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 expressão do hsa-miR-221 em cânceres de cabeça e pescoço 

(HNSCC) mostraram sua relação com a oncogênese e invasão celular. Este padrão de 

expressão de hsa-miR-221 aumentou a proliferação, crescimento e migração celular e, 

portanto, estaria envolvido na tumorigênese de CCEO. Consequentemente, estes 

marcadores poderiam ser úteis na definição de estratégias de prevenção 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 hsa-miR-221 

no processo de carcinogênese do CCEO.  

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

al., 2013), cervical (Xu et al., 2015), gástrico (Vidal et al., 2016) e coloretal (Li et al., 
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2015). No câncer de pulmão atua como oncomiR e promeve o crescimento tumoral, 

invasão celular, contribui para a angiogênese e metástase, assim, sugere-se que 

desempenha um papel importante em múltiplos processos do desenvolvimento ao câncer 

(Matsuyama et al., 2011; Lin et al., 2013). A expressão de hsa-miR-135b até o presente 

estudo não foi descrita no CCEO, portanto esta é a primeira evidência de sua participação 

no CCEO.  

A alta expressão de hsa-miR-135b nas lesões gástricas com Helicobacter pylori 

positivo demonstram que este miRNA esteja, provavelmente, envolvido com a modulação 

do sistema imune associada a infecção por H.pylori (Vidal et al., 2016). Alguns autores 

sugerem que a placa dentária e saliva podem ser um importante reservatório para o H. 

pylori e que a presença desta bactéria na cavidade oral podem contribuir para doenças orais 

e infecção gástrica por transmissão oral (Assumpção  et  al., 2010; Rasmussen et al., 2010; 

Rasmussen et al., 2012) 

O hsa-miR-29c age como um Ts-miR por sua expressão reduzida em alguns canceres 

como o gástrico (Vidal et al., 2016), fígado (Wang et al., 2015),  hepatocelular (Bae et al., 

2014) e o de pulmão metastático (Wang et al., 2013). No entando, nossos resultados 

mostraram uma hiperexpressão do hsa-miR-29c no CCEO o que corrobora os resultados de 

outro estudo que relaciona a expressão deste miRNA ao CCEO, (Serrano et al., 2012) que 

observou que a hiperexpressão de hsa-miR-29c.   

A análise conjunta dos resultados de expressão dos hsa-miR-21, hsa-miR-221, hsa-

miR-135b and hsa-miR-29c em amostras de tecidos sem câncer, adjacente e CCEO, 

mostraram de forma inequívoca a observação do efeito de campo de cancerização na 

carcinogênese oral por uma abordagem epigenética. Assim como, foi possível identificar 

biomarcadores potenciais do processo de adoecimento envolvido no CCEO.  

Portanto, os dados de expressão viabilizados pelo sequencimento de alto 

desempenho, revelaram miRNAs envolvidos no processso carcinogênico de CCEO, 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 biológicos e terapêuticos no CCEO.
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