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RESUMO

Menderico Junior GM. Expressdo de micro-RNAs associados a invasdo
tumoral e progndstico em carcinoma de células escamosas de cavidade oral

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2020.

Introducao: O carcinoma de células escamosas da cavidade oral € uma
doenca de alta incidéncia e prognostico ruim. Dentre os principais fatores
prognosticos estdo a presenca de metastases para linfonodos cervicais e a
profundidade de invasdo ou espessura do tumor primario. E demonstrado
que quanto maior a espessura tumoral, maiores as taxas de metastases
para linfonodos regionais e menor os indices de sobrevivéncia global e livre
de doencga. Varios fatores moleculares vém sendo estudados para
determinar este comportamento invasivo, dentre eles, os microRNAs. Os
microRNAs s&o pequenos segmentos de RNA n&o codificantes que
desempenham papel na proliferagéo, invaséo e regulacdo de microambiente
tumoral. Objetivo: Relacionar o perfil dos microRNAs e dos constituintes da
matriz extracelular com o processo de invasdo tumoral, perfil demografico e
prognostico do carcinoma de células escamosas da cavidade oral. Métodos:
Estudo retrospectivo com material proveniente do bloco de parafina do
remanescente do material de analise anatomopatolégico de pacientes
operados por carcinoma de células escamosas da cavidade oral, que
apresentavam espessura tumoral de 5, 15 e 25mm, além de um grupo de
amostras de mucosas orais sadias de pacientes pareados. Foi realizada
extracdo do RNA dos blocos parafinados, seguida de amplificagcdo do
material através de DNA complementar para microRNAs relacionados a
adesao, migracao, proliferacdo celular, apoptose, além de constituintes
modificadores da matriz extracelular. Foram também realizadas reag¢des de
imunoistoquimica para marcadores envolvidos Nnos mMesmos processos
biolégicos. Resultados: Dos 26 espécimes de carcinoma de células
escamosas, 12 constituiram o grupo de tumores superficiais (com 5mm de
espessura) e 14 o grupo de tumores espessos (com 15 e 25mm de
espessura). A maioria dos pacientes era do sexo masculino (9 de cada
grupo, 75% e 64,3%, respectivamente, com média de idade de 62,1 e 62,6
anos, respectivamente, e com um caso de obito (8,3%) no grupo de tumores
superficiais e sete (50%) dentre aqueles com neoplasias espessas. O mir21-
5p foi o que apresentou melhor diferenciagdo entre os grupos de mucosa



sadia e tumor. Na comparagao entre os grupos de tumores superficial e
espesso, o0 miRs 1-3p, 133-3p e 21-5p obtiveram melhor performance na
diferenciagao entre os dois grupos, estando os dois primeiros subexpressos
no grupo e tumores espessos € 0 mir21-5p superexpresso nestes pacientes.
O miR21-5p foi o que apresentou a maior acuracia na diferenciagdo entre
neoplasias superficiais e espessas (AUC=0,753; IC95%: 0,549 - 0,957).
Quanto a avaliagdo por imunoistoquimica, o grupo de tumores espessos
apresentou maior imunorreatividade as metaloproteinases 2 e 9 e laminina
alfa nos fibroblastos relacionados ao tumor, com consequente degradagao
da membrana basal, aferida por maior perda de continuidade do colageno
tipo IV. Este processo foi ainda associado a menor e maior expressao de
miRNA1-3p e de miRNA21-5p, respectivamente. Conclusdes: Entre as
amostras de neoplasias espessas, miRNAs 1-3p, 133-3p apresentaram-se
subexpressos e de miR21-5p superexpresso em relagdo as neoplasias
superficiais, mediando o processo de invasido tumoral através da
degradagdo da matriz extracelular devido a alta expressédo de
metaloproteinases de matriz 2 e 9 em fibroblastos relacionados ao tumor e
menor continuidade de colageno tipo IV na membrana basal.

Descritores: Carcinoma de células escamosas; Boca; microRNAs;
Carcinogénese; Prognéstico.



ABSTRACT

Menderico Junior GM. Micro-RNAS expression associated with tumor
invasion and prognosis in oral cavity squamous cell carcinoma [thesis]. Sdo

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2020.

Introduction: Squamous cell carcinoma of the oral cavity is a disease of high
incidence with a poor prognosis. Among the main prognostic factors are the
presence of metastases in cervical lymph nodes and depth of invasion or
thickness of the primary tumor. It has been shown that as tumor thickness
increases, there are higher rates of metastases in regional lymph nodes and
lower rates of global and disease-free survival. Several molecular factors
have been studied to determine this invasive behavior, including microRNAs.
MicroRNAs are small segments of noncoding RNA that play a role in the
proliferation, invasion and regulation of tumor microenvironments. Objective:
To evaluate the microRNA and extracellular matrix component profiles with
the tumor invasion process, demographic profile and prognosis of squamous
cell carcinoma of the oral cavity. Methods: This was a retrospective study
using paraffin-embedded material remaining from anatomical pathology
analyses of patients operated on for squamous cell carcinoma of the oral
cavity who presented tumor thicknesses of 5, 15 and 25 mm, in addition to a
group of oral mucosa samples from paired patients. RNA extraction was
performed using the paraffin blocks, followed by complementary DNA
amplification of microRNAs related to adhesion, migration, cell proliferation,
apoptosis, and constituents that modify the extracellular matrix. We also
performed immunohistochemical reactions for markers involved in the same
biological processes. Results: Twelve of the 26 squamous cell carcinoma
specimens comprised the superficial tumor group (5 mm in thickness), and
14 comprised the thick tumor group (15 and 25 mm thick); the majority of the
patients were male (9 in each group, 75% and 64.3%, respectively, with
mean ages of 62.1 and 62.6 years, respectively), with 1 death (8.3%) in the
superficial tumor group and 7 deaths (50%) among those in the thick
neoplasm group. mir21-5p showed the best differentiation between the
healthy mucosa and tumor groups. In the comparison between the superficial
and thick tumor groups, miRs 1-3p, 133-3p and 21-5p showed better
performance in the differentiation between the two groups, with the first 2
underexpressed and mir21-5p overexpressed in the thick tumor group.



miR21-5p presented the highest accuracy for the differentiation between
superficial and thicker tumors (AUC = 0.753; 95% CI: 0.549 - 0.957).
Regarding the immunohistochemistry assessment, the thick tumor group
showed greater immunoreactivity to metalloproteinases 2 and 9 and laminin
alpha in fibroblasts related to the tumor, with consequent degradation of the
basement membrane, as measured by a greater loss of continuity of type IV
collagen. This process was also associated with lower and higher expression
of miRNA1-3p and miRNA21-5p, respectively. Conclusions: Among the
samples of thick neoplasms, miRNAs 1-3p and 133-3p were underexpressed
and miR21-5p was overexpressed in relation to those expressed in
superficial neoplasms, mediating the process of tumor invasion through the
degradation of the extracellular matrix due to the high expression of matrix
metalloproteinases 2 and 9 in fibroblasts related to the tumor and lower
continuity of type IV collagen in the basement membrane.

Descriptors: Carcinoma, squamous cell; Mouth; MicroRNAs; Carcinogenesis;

Prognosis.
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A neoplasia maligna da cavidade oral € um verdadeiro problema de
saude publica em diversos paises devido a sua alta incidéncia e
mortalidade’.

O céancer da cavidade oral tem um progndstico ruim com uma taxa de
sobrevivéncia global em cinco anos em torno de 50%?. Isso se deve ao fato
de a doenga ser, na maioria das vezes, diagnosticada em estadios
avangados, especialmente em vigéncia de doenga metastatica cervical®.

Aproximadamente 90% dos casos nas neoplasias malignas da
cavidade oral sdo carcinomas de células escamosas (CECCO), também
chamados de carcinomas epidermoides ou espinocelulares*. Algumas
caracteristicas histopatoldgicas estdo comprovadamente associadas a um
pior progndstico nesses pacientes, tais como: a presenga de metastases
linfonodais, extravasamento extracapsular dos linfonodos metastaticos,
invasdo angiolinfatica, invasdo perineural e a resposta inflamatoéria
peritumoral®.

Em um periodo relativamente recente, diversos estudos tém avaliado
a espessura tumoral, ou a profundidade de invasdo, como um parametro
objetivo da invasdo da neoplasia aos tecidos profundos. O aumento na
profundidade de invasdo e a proliferagdo microvascular causados pelo

crescimento tumoral podem leva-lo a uma maior proximidade com vasos
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sanguineos e linfaticos o que ira, por sua vez, aumentar a capacidade de a
neoplasia gerar metastases®. Como consequéncia, a espessura tumoral tem
sido associada ao comprometimento linfonodal, uma vez que esse € o fator
prognostico mais importante do CECCO. Entretanto, alguns autores
identificaram ainda a espessura tumoral como um fator independente
relacionado a maiores taxas de recidiva local e menores indices de
sobrevivéncia livre de doencga, sobrevivéncia global ou doenga-especifica’?2.

O CECCO desenvolve-se devido a uma série de alteragdes
moleculares, sobretudo em decorréncia da exposi¢ao a fatores de risco que
levam a lesbes de mucosa progressivas e histopatologicamente bem
definidas: displasia leve, moderada e severa; carcinoma in situ; e doenga
invasiva®. Os critérios para classificagdo dessas lesdes e sua progressao
continuam sendo bastante estudados’.

Apesar de todo o estudo da carcinogénese do CECCO, ainda sao
pouco conhecidos os mecanismos pelos quais alguns tumores apresentam
um comportamento mais invasivo. Com essa caracteristica, os tumores
passam a apresentar uma maior espessura tumoral e comprometer
sobremaneira o0 progndstico desses pacientes. A degradagdo e a
desorganizagdo da matriz extracelular podem estar envolvidas nesse
processo’™,

Dentre os principais biomarcadores para a iniciacdo, promocgao e
progressdo tumoral que vém sendo estudados estdo os micros acidos
ribonucleicos, mais conhecido como microRNAs (miRNAs)'". Os miRNAs

s&o pequenas moléculas n&o-codificantes de acido ribonucleico (RNA), com
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importante fung&o na regulagéo celular e do microambiente tumoral por meio
de regulacdo génica. Atuam sobre a degradagdo do RNA mensageiro ou
inibicdo do processo de traducdo, apresentando-se como um dos principais
fatores epigenéticos, com importante papel no cancer e em diversas
doengas'?13,

Pouco foi estudado sobre a importdncia dessas moléculas na
carcinogénese, na progresséo tumoral e especialmente no progndstico dos
pacientes com CECCO. Também ¢€ pouco explorado o papel dos
constituintes da matriz extracelular e de seu remodelamento no processo de
invasao tumoral no CECCO, especialmente mediado pelos miRNAs. Ainda,
para essa neoplasia, a espessura tumoral, reflexo do processo de invasao
tumoral do estroma adjacente a mucosa, é bem documentada como um fator
isolado de pior progndstico, porém pouco se sabe das causas moleculares

envolvidas nesse processo’™.
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O presente estudo teve os seguintes objetivos:

- Avaliar o papel do remodelamento da matriz extracelular, bem como
o envolvimento dos microRNAs no processo de carcinogénese do carcinoma
de células escamosas da cavidade oral.

- Avaliar o papel do remodelamento da matriz extracelular no
processo de invasdo tumoral dos carcinomas de células escamosas da
cavidade oral e identificar quais microRNAs estdo relacionados a este
processo.

- Relacionar o perfil de microRNAs e do remodelamento da matriz
extracelular com variaveis demograficas, histopatoldgicas e
imunoistoquimicas dos pacientes acometidos por carcinomas de células
escamosas da cavidade oral.

- Relacionar o perfil de microRNAs e do remodelamento da matriz
extracelular com o prognostico dos pacientes acometidos por carcinoma

espinocelular de cavidade oral.
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3.1 O carcinoma da cavidade oral

O carcinoma de cabega e pescogo representa uma categoria de
neoplasias malignas oriundas da mucosa do trato aerodigestivo superior.
Séo, portanto, classificados segundo o epicentro primario da lesdo: cavidade
oral, faringe (rinofaringe, orofaringe ou hipofaringe) e laringe. Apesar de se
tratar de uma entidade de fatores de risco semelhantes, o manejo e o
prognostico do tumor, mesmo que de mesma etiologia, sdo bastante
diferentes a depender do subsitio anatémico acometido™ 4.

Dentre estas topografias de origem do carcinoma de cabeca e
pescoco, a cavidade oral € a de maior incidéncia. O tumor pode ser
originarios da lingua oral, soalho da boca, mucosa jugal, rebordo alveolar,
palato duro e trigono retromolar, sendo a lingua a topografia mais
comum'516,

As neoplasias malignas da cavidade oral sdo grandes problemas de
saude publica em diversos paises devido a sua alta incidéncia e mortalidade.
Dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer demonstram um
aumento na incidéncia de canceres de boca entre os anos de 2012 e 2018,
indo de 300.373 para 354.864 novos casos, com um numero
proporcionalmente mantido de obitos, de 145.353 (48,4%) em 2012 e

177.384 (50%) em 20181718,
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No Brasil, estima-se cerca de 11.200 novos casos em homens e 3500
em mulheres de cancer da cavidade oral diagnosticados no biénio 2018-
20192. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), esses
valores correspondem a um risco estimado de 10,86 casos novos a cada
100 mil homens e de 3,28 para cada 100 mil mulheres, sendo,
respectivamente, o 5° o 12° mais frequente entre todos os canceres?'°.

Sem considerar os tumores de pele ndao melanoma, o cancer da
cavidade oral em homens é o quarto mais frequente na Regido Sudeste do
Brasil (13,77/100 mil). Nas Regides Centro-Oeste (9,72/100 mil) e Nordeste
(6,72/100 mil), ocupa a quinta posicdo. Nas Regides Sul (15,40/100 mil) e
Norte (3,59/100 mil), ocupa a sexta posigao. Para as mulheres, € 0 11° mais
frequente na Regido Nordeste (3,12/100 mil). Nas Regibes Centro-Oeste
(2,96/100 mil) e Norte (1,78/100 mil), € o 12° mais frequente. Nas Regi6es
Sudeste (3,64/100 mil) e Sul (3,59/100 mil), ocupa a 13? e 152 posicdes,
respectivamente®.

O carcinoma de cavidade oral tem seu pico na faixa etaria da sexta e
sétima décadas de vida apesar de, nos ultimos anos, ter sua incidéncia
aumentada em pacientes mais jovens®.

Aproximadamente 90% dos casos de neoplasias malignas da
cavidade oral sdo carcinomas de células escamosas (CEC) ou também
chamados de carcinomas epidermoides ou espinocelulares (Figura 1)*. Os
10% restantes representam neoplasias malignas raras (formas ndo usuais
do CEC, tumores de glandulas salivares menores, melanomas, linfomas,

sarcomas e tumores malignos de origem odontogénica)?'.
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 1 - Fotomicrografia demonstrando histologicamente a frente de crescimento
infiltrativa do carcinoma de células escamosas da cavidade oral através do
estroma (HE: 50X)

O CEC desenvolve-se no epitélio escamoso ou epitélio malpighiano,
tendo caracteristicas comuns a estes, quando bem diferenciados, tais como:
(a) células em arranjo estratificado de formato poligonal ou cuboidal com
projegcdes citoplasmaticas terminando em desmossomos, lembrando
espinhos, em cuja microscopia optica tem o aspecto de pontes intercelulares
(Figura 2) no espaco entre as células, remetendo a células do stratum
spinosum da epiderme (Figura 3); (b) citoqueratinas comuns a esse epitélio,
tendo assim, a capacidade queratinizagdo extracelular, com arranjo

concéntrico, recebendo o nome de pérolas corneas (Figura 4)?2-24,
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 2 - Fotomicrografia demonstrando histologicamente a presenga de pontes
intercelulares (seta amarela) em um carcinoma espinocelular da cavidade
oral. (HE: 400X)

Fonte: New York University School of Medicine Cell Biology, Tissue and Organs Study Units?S.
Figura 3 - Fotomicrografia demonstrando histologicamente a presenga de pontes

intercelulares (seta amarela) no stratum spinosum da epiderme. (HE:
1000X)
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Fonte: arquivo pessoal do autor

Figura 4 - Fotomicrografia demonstrando histologicamente a presenga de pérolas
corneas (seta vermelha) em um carcinoma espinocelular da cavidade oral.
(HE: 100X)

Vérios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do
CECCO. Nos paises ocidentais, os principais agentes carcinégenos sdo o
tabaco e o abuso do alcool. Em paises orientais, o habito de mascar folha de
betel com noz de areca tem grande importancia, apresentando relagdo com
mais de 50% dos casos de CECCO da india. Outros fatores que devem ser
levados em consideragao s&o: a susceptibilidade genética de cada individuo,
0 uso de proéteses dentarias mal adaptadas com trauma crénico, habitos
alimentares, ma higiene oral, bem como Dbaixas condigbes
socioecondmicas?%-29,

O tratamento do CECCO ¢é baseado na cirurgia para ressecgao com
margens da lesdo em casos precoces, associados a investigagdo dos

linfonodos cervicais e, em casos avancados, o tratamento € multimodal,
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associando-se a cirurgia com radioterapia com ou sem quimioterapia
adjuvante. Novas drogas tém sido desenvolvidas e aplicadas na terapéutica
desses pacientes, o que inclui anticorpos monoclonais, tais como o
cetuximabe que tem acdo do receptor do fator de crescimento epidérmico
(anti-EGFR), e imunoterapia, através do uso de inibidores de checagem de
ponto (checkpoint), aumentando o reconhecimento das células neoplasicas
por células apresentadoras de antigeno (anti-CTLA-4 e anti-PD-L1)%.

O prognostico dos pacientes com CECCO é ruim, apesar dos avangos
terapéuticos, mantendo-se a taxa de sobrevivéncia em 5 anos em torno de
50%, sendo esta cerca de apenas 20% naqueles com estadios avangados
(Il ou 1V)31:32,

Existem diversos fatores prognosticos determinantes de sobrevivéncia
global, especifica ou livre de doenca, que inclusive determinam as decisdes
terapéuticas. O principal sistema prognostico é o estadio TNM, que leva em
consideragao o tamanho do tumor primario e, na sua ultima atualizagao de
2018, sua profundidade de invasao (estadio T), a presenca de envolvimento
de linfonodos regionais pela doenca (estadio N) e a presenca de doencga
metastatica a distdncia (estadio M). Outros parametros bioldgicos,
moleculares ou histopatolégicos tém sido identificados nas ultimas
décadas3336,

Algumas caracteristicas histopatologicas estdo comprovadamente
associadas a um pior progndstico nesses pacientes. A presengca de
metastases linfonodais, extravasamento extracapsular dos linfonodos

metastaticos, margens cirurgicas comprometidas por neoplasia ou exiguas
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(menos de 5 mm de disténcia entre a lesdo e da margem livre), invasao
angiolinfatica, invasado perineural, resposta inflamatéria peritumoral,
profundidade de invasao sao exemplos de fatores relacionados a desfecho
desfavoravel e que ndo sédo contemplados na classificagdo TNM®.

A espessura tumoral tem sido demonstrada como um parémetro
objetivo da invasdo da neoplasia aos tecidos profundos, sendo definida
como a distancia entre o ponto de invasdo mais profundo pela neoplasia e a
superficie da mucosa normal adjacente a neoplasia (Figura 5)%%’. Com a
progressdo da neoplasia através de sua infiltragcdo e o aumento de contato
com vasos linfaticos e sanguineos, gera maior taxa de metastase
linfonodal®3. Como consequéncia, a espessura tumoral tem sido associada
ao comprometimento linfonodal (Quadro 1), uma vez que esse é o fator
prognostico mais importante do CECCO, com maiores taxas de recidiva
local, menores indices de sobrevivéncia livre de progressao de doenca e

sobrevivéncia global ou especifica’®.

Carcinoma Superficial ~ Carcinoma Exofitico ~ Carcinoma Ulcerado

Legenda:

==== Ponto mais profundo de invasao

I Tumoer
Superficie da mucosa adjacente

*  Mensuragao da espessura tumoral

Fonte: Adaptado de Pinto et al.®.

Figura 5 - llustragcdo esquematica demonstrando a mensuragcdo da espessura
tumoral. A medida é realizada da superficie da mucosa normal adjacente ao
ponto mais profundo de invasao do tumor
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Quadro 1 - Estudos que relacionam a espessura tumoral e a taxa de
metastase linfonodal no carcinoma de células escamosas
da cavidade oral

Topografiada Valor de corte '!'axa e
. metastase para
Estudo N cavidade oral da espessura linfonodos
EVENELE! tumoral s o
regionais (%)
<2mm 10,0
Wang et al.*® 78 Lingua 2,1-3,9mm 42 1
>4mm 46,6
Ahmed et al.*° 78 Lingua igmm E?éOO
Loganathan et al.*! 81 Lingua igmm ;gg
Vishak et al.#2 57 Lingua fgmm 673143
Matos et al.” 74 Lingua i;mm 50 1’00
Hakeen et al.*® 176 Lingua fgmm gg
Lingua <4mm 6,8
. m >4mm 44,38
Balasubramanian et al. 343 Soalho da <omm 14.28
boca >2mm 45,6

n = numero de pacientes analisados.
Observagao: somente incluidos estudos que mensuraram a espessura tumoral a partir da
superficie da mucosa adjacente ao tumor.

O processo de progressao tumoral do CECCO, desde a agado dos
carcinogenos sobre o epitélio com a iniciagdo, seguido da displasia do
epitélio, até a invasdo do estroma pelo carcinoma, exibe varias alteragdes
genéticas e epigenéticas que estdo em constante estudo. Sdo descritas a
perda de alelos nos bragos cromossdmicos 3p, 9p e 17p, a amplificacdo e
superexpressao de oncogenes myc, erbB2 e ciclina D1, o aumento na
expressdo de citoqueratina 8 (CK8), a hipermetilacdo que leva a inativagao
dos genes p16 e p53, a perda da heterozigosidade do alelo do p53, a
superexpressao do receptor do fator de crescimento epitelial (EGFR), o
descontrole da proliferagdo confirmado pela aumento da expressao

imunoistoquimica do antigeno Ki67 e diversas outras*®46.
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3.2 Regulagcdo do microambiente e da matriz extracelular por
MicroRNAs

Durante as duas ultimas décadas, as neoplasia malignas sélidas tém
ultrapassado a visado reducionista de uma massa de células que se
multiplicam de modo independente ao tecido circunjacente, conforme a
classica definicdo de Rupert Allan Willis*”#8, tornando-se um grupo de
células heterogéneas aliadas a uma complexa rede de células normais,
como fibroblastos, miofibroblastos, pericitos, adipécitos, células endoteliais e
células do sistema imune que formam o estroma neoplasico e, assim, criam
o chamado “microambiente tumoral™®%. Com o crescimento do carcinoma,
o microambiente permite que células neoplasicas estabelecam uma
comunicagado paracrina entre as mesmas e com o estroma, criando um
dinamico circuito de diversas moléculas que cooperam para a infiltracéo do
carcinoma e, assim, abrindo o seu caminho para tornar-se uma doenca fatal,

através de sua resisténcia e disseminagao®’.

3.2.1 Remodelamento da matriz extracelular

O tecido conjuntivo € um tecido de origem mesodérmica, que, em
animais e plantas, tem funcdo de sustentacdo, preenchimento,
armazenamento e nutricdo. E composto por duas partes: (a) células
derivadas de células mesenquimais: fibroblastos, miofibroblastos, células
endoteliais, lipocitos, adipdcitos, mastdcitos, plasmédcitos, macrofagos, além
de células especializadas, como condroblastos e células hematopoiéticas;

(b) matriz extracelular (MEC): composta por fibras colagenas, reticulares e
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elasticas, 1imerso na substdncia fundamental, composta por
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas secretadas pelos
fibroblastos®?54. Além de proporcionar suporte estrutural ao tecido, a MEC
regula o comportamento celular, influenciado em sua proliferagéo,
diferenciagdo, migragdo, morfologia, atividade funcional e sobrevivéncia®-%.

As macromoléculas que constituem a MEC, junto com as proteinas
fibrilares, mantém sua homeostase, assim, a integridade e os arranjo do
colageno, dlicoproteinas, proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos
sulfatados (S-GAG) sao fundamentais em tal processo®’-%8,

O colageno é a proteina fibrosa insoluvel mais abundante da MEC,
constituindo o principal elemento estrutural da MEC, promovendo forga
ténsil, requlagdo de adesao celular, quimiotaxia e migracdo. Vinte e oito tipos
de colagenos foram identificados nos vertebrados, apesar destes serem
constituidos preferencialmente pelos tipos I, Il e Ill. A maior parte dos tipos
de colagenos apresenta a molécula em formato de tripla-hélice que compdem
superestruturas maiores, como feixes fibrilares, no caso do colageno tipo I,
presente no intersticio, ou em forma reticular, no caso do colageno tipo IV,
presente na membrana basal®.

A sintese do colageno envolve varias modificagbes apos sua
tradugao, em especial, a hidroxilagdo da prolina e lisina, glicosilagéo da lisina
e clivagem dos propetideos N e C terminais. Apos esta clivagem, as
moléculas iniciam a formacg&o de ligagdo covalente entre si através dos
residuos de lisinas, aumentando a resisténcia ténsil das fibras®. O colageno

tipo IV é formado por uma rede de fibras formando uma estrutura
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semelhante a uma bainha que € a membrana basal. Suas cadeias tem o
formato de triplas-hélice, medindo 40 nm de comprimento, formando um
grande dominio C-terminal globular, e um dominio N-terminal de estrutura
desconhecida, mas que apresentam ligagdes covalentes laterais, formando a
estrutura tetramérica do colageno tipo V0,

As glicoproteinas tém fung&o de proporcionar adesao célula-matriz e sao
compostas em especial pela laminina, fibronectina, vitronectina, fibulina,
fibrilina, tenascina-C, trombospondina 1 e mucina. A laminina é uma molécula
heterotrimérica cruciforme, formada por trés cadeias (a, B e y). Nos
vertebrados, foram identificadas cinco cadeias a, trés cadeias [3 e trés cadeias
y. As isoformas da laminina sao identificadas conforme as cadeias que formam
os trimeros, apresentando distribuicdo tecidual diversa®'. A laminina tem fungdo
primordial na membrana basal, fazendo a ligagdo coesiva entre células
epiteliais e componentes estruturais, como o colageno tipo IV e
proteoglicanos®?%*. Essa ligagdo ¢ feita, em especial, pelas integrinas, uma
familia de proteinas transmembrana, heterodimérica, formada por duas
unidades glicoproteicas a e B, com grande concentragdo na superficie celular®.

Os S-GAG sao polissacarideos que desempenham um papel vital na
organogénese, apoptose, crescimento celular, ades&o, controle do ciclo celular,
angiogénese e sinalizacdo de fatores de crescimento, estando o heparan
sulfato, condroitin sulfato, queratan sulfato, acido hialurbnico e o dermatan
sulfato envolvidos nesses eventos®®. Com excecgdo do acido hialurdnico, os S-
GAG apresentam ligagcado covalente com um esqueleto proteico formando os

proteoglicanos®®. O decorin é um proteoglicano formado pela ligagdo covalente
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entre uma proteina de 42 kDa e uma molécula simples de GAG, podendo ser o
condroitin sulfato ou o dermatan sulfato®”. Os proteoglicanos de heparan sulfato
formam uma familia que esta presente na superficie celular, ancorados por uma
porcao transmembrana hidrofébica do esqueleto proteico, formando a familia
dos sindecans, que apresentam importante papel em atividades biologicas
tanto fisiologicas quanto patoldgicas®86°.

Esta bem estabelecido na literatura que o estroma neoplasico tem
relagdo direta com seu comportamento bioldgico, consequentemente,
interferindo no comportamento clinico do tumor e em seu progndstico. O
potencial de interagdo entre a neoplasia e os componentes do tecido
conjuntivo determina o seu fendétipo invasivo, e a alteragdo estrutural ou a
degradagao da MEC constituem fatores preponderantes, o que propicia uma
lesdo de carater mais agressivo e também determinando a presenga de
metastases®7°.

A degradagdo da membrana basal é o evento principal que leva um
carcinoma in situ a se tornar um carcinoma invasivo, o que permite a invasao
das células através do tecido conjuntivo’*’?. O estudo de Garcia et al.”®
demonstrou maior perda de continuidade de componentes da membrana
basal em paralelo com a evolugcdo da displasia até o carcinoma de células
escamosas invasivo. A degradagdo da membrana basal e o remodelamento
da MEC, quebrando esta barreira para invasao € dado por proteases ou
endoglicosidades, expressas pelas células neoplasicas ou por fibroblastos
adjacente ou associados ao céncer, como a catepsina, a familia das

metaloproteinases ou as heparanases’™ 5.
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As metaloproteinases (MMPs) foram descritas em 1962 por Gross e
Lapiere como colagenases que participavam da reabsor¢do da cauda de
girinos’®. Até o presente momento, had 24 MMPs descritas, subdivididas em
subgrupos conforme estrutura e substrato envolvidos (Quadro 2). As MMPs
formam uma familia de endopeptidades zinco e calcio-dependentes capazes
de degradar todos componentes da MEC e da membrana basal. Apresentam
funcdo em eventos fisiolégicos como crescimento, angiogénese, reparo
tecidual, involugao uterina pds-parto e placentagdo’*’’. A desregulagido das
MMPs tem sido associada a diversas doengas como desordens autoimunes,

aterosclerose, pré-eclampsia e ao cancer’’:8.

Quadro 2 - Substratos das metaloproteinases de matriz

Grupo Metaloproteinase Substrato da Matriz Extracelular
o —— MMP-1, MMP-8, MMP- Colagenos fibrilares tipos I, 11, Ill, VII, VIll e
9 13, MMP-18 X,aggrecan

Gelatina, colagenos dos tipos IV, V, VI, X e
Gelatinases MMP-2, MMP-9 X1V, elastina, galectina-3, aggrecan e
fibronectina

Proteoglicanas fibronectina, laminina,
caseina, gelatina, colagenos dos tipos lll, IV,
IXe X

MMP-3, MMP-10,

Estromelisina MMP-11, MMP-12

Fibronectina, laminina, colageno tipo 1V,

Matrilisinas MMP-7 & MMP-26 proteoglicanas, E-caderinas

Tipo MMP-14, MMP-15,

membrana MMP-16, MMP-25 Tenascina C, fibronectina, laminina

Fonte: Adaptado de Cathcart et al.”

A secrecdo das MMPs ocorre em forma de zimogénios ou proé-
enzimas (pro-MMPs) mantidas inativas pela interagcdo entre o ion zinco do
dominio catalitico e o grupo sulfidril-cistina do dominio N-terminal. A ativacao

tecidual das pro-MMPs & dada pela quebra dessa interagao, expde o zinco
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no dominio catalitico para ligagdo a uma molécula de agua, indispensavel
para o processo catalitico. As responsaveis por esta ativagdo sao
proteinaises como a plasmina, tripsina, calicreina, podendo ser realizada por
metaloproteinaises, sendo sua inibicdo executada pelos inibidores teciduais
da metaloproteinase (TIMPs)74.78.80.81

A atividade das MMPs tem regulagao estrita, sendo baixa em tecidos
intactos, com sua transcricdo regulada por fatores de crescimento e
citocinas, induzidas por estresse fisico, transformagdo oncogénica, além de
interagdes célula-célula e célula-MEC. Os genes responsaveis da
transcricdo de MMPs através de ativacédo extracelular (MMP-1 / MMP-13 /
MMP-3 / MMP-10 / MMP-7 / MMP-12/ MMP-9 / MMP-19) contém um ligante
de ativacdo de proteina (AP-1) responsivos a fatores de crescimento e
estimulos oncogénicos®.

As metaloproteinases estdo presentes em quase todas neoplasias
malignas, participando do remodelamento da MEC, angiogénese,
crescimento tumoral, com consequente invasdo tumoral e desenvolvimento
de metastases, tornando a lesdo mais agressiva, com consequente pior
prognostico. A expressdo aumentada das MMPs tem ainda correlagéo
positiva com neoplasia mais agressivas®.

O subgrupo das gelatinases, formado pela gelatinase A (MMP-2) e a
gelatinase B (MMP-9), representa o subgrupo mais importante, dentre as
MMPs, na progressédo do cancer. Esta importancia é dada pela capacidade
unica das gelatinases de degradar o colageno tipo IV, alicerce da membrana

basal, primeira barreira de invasdo das neoplasias malignas epiteliais348.
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Logo, muitas neoplasias malignas podem apresentar aumento na expresséo
das gelatinases, em especial a MMP-27°.

A degradacgao dos proteoglicanos, na maioria das vezes € dada por
endocitose, sofrendo acdo de endossomos ou de enzimas lisossomais por
endo ou exoglicosidases. Dentre as principais endoglicosidades, esta a
heparanase, ou heparanase-1 (Hpa1). A heparanase € uma enzima isolada
em 1976 em tecido placentario, e trata-se de uma endo-B-glucoronidases
que tem a funcgdo de hidrolisar ligagdes glicosidicas intrassacaridicas entre a
hexosamina (glucosamina-N-acetilada) e o acido glucurénico do heparan
sulfato e da heparina®®’. Apresenta importancia em fendmenos fisioldgico e
patoldégicos como no processo inflamatorio, reparo tecidual, crescimento
tumoral, metastases e angiogénese. Dois mecanismos sdo os responsaveis
pelos multiplos efeitos da heparanase: (a) degradagéo dos proteoglicanos de
heparan sulfato da superficie celular da MEC e da membrana basal; (b) a
degradagdo de heparan sulfato pela heparanase gera uma variedade de
fragmentos com diversas atividades biolégicas, como agentes quimiotaticos
e fatores de crescimento. As moléculas geradas podem levar a proliferagao
celular e aumento da sobrevivéncia da célula, além de promocido da
angiogénese®®89, Através deste mecanismo, a heparanase induz o aumento
da transcricdo de genes pro-angiogénicos (VEGF, COX-2, MMP-9, por
exemplo), mitogénicos (HGF, por exemplo), osteoliticos (RANKL), pro-
inflamatorios (TGFa, IL-1, IL-6, por exemplo) e varios outros genes®.

A heparanase tem sua expressido aumentada em varios tipos de

cancer, como ovario, pancreas, mieloma, colon, bexiga, rim, sistema nervoso
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central, préstata, mama, figado, linfomas e no carcinoma de cabeca e
pescocgo. Varios estudos mostram a relagcdo entre a maior expressao da
heparanase e neoplasias de maior volume, maior taxa de angiogénese,
metastase e pior progndstico, consequéncia de sua ampla atividade no
microambiente  tumoral, formacgéao de €X0sSsomos, autofagia,
quimiorresisténcia e ativacdo de receptores tipo Toll?%-92,

No ano 2000, no trabalho de McKenzie et al.®® foi clonada uma
proteina homologa a heparanase em células de mamiferos, de localizagéo
intracelular, porém com distribuicdo tecidual diferente da heparanase, sendo
denominada heparanase-2 (Hpa-2). Tal enzima, apresenta 59% de
similaridade com a Hpa-1, porém esta desprovida de sua atividade catalitica.
A Hpa-2 apresenta agéo inibitéria sobre a Hpa-1, além de regular genes que
afetam a vascularizacdo tumoral, fibrose tumoral, apoptose, diferenciacéo
celular, estresse sobre o reticulo endoplasmatico, resultando em supressao
tumoral®®. Esta agéo inibitéria ndo parece ser direta sobre a molécula da
Hpa-1, mas sim por competicdo, dado que a ligagdo entre a Hpa-2 e o

heparan sulfato tem maior afinidade que a Hpa-1959%,

3.2.2 Regulagao do microambiente por microRNA

A modulagao pos-transcricional da expressdo génica por miRNAs é
um importante mecanismo de regulagdo celular e também do
microambiente, ndo s6 dos mecanismos fisiolégicos como também do
desenvolvimento e progressdo do cancer, em especial em sua agao sobre

genes supressores tumorais e oncogenes.
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MiRNAs sao pequenas moléculas de 19 a 25 nucleotideos de
comprimento nao-codificantes de RNA que regulam negativamente a
expressdo do gene no nivel pods-transcricional, induzindo a inibigdo da
tradugdo ou degradacdo de RNAs mensageiros (mRNAs) ligando-se na
regido 3’ ndo traduzida (3’'UTR) destes por emparelhamento total ou parcial
de bases complementares®’.

Os genes que codificam para os miRNAs sdo transcritos em um
produto denominado miRNA primario (pri-microRNA), que € uma molécula
longa de fita dupla com uma al¢ga que lembra um grampo. Isso ocorre, na
maioria das vezes, por intermédio da RNA-polimerase Il. Durante seu
processo de maturacédo ainda no nucleo, o pri-microRNA sofre a agado de um
complexo enzimatico composto pela ribonuclease classe || DROSHA e pela
proteina DGCR8 que cliva a molécula em um produto menor chamado de
pré-microRNA, o qual é transportado para o citoplasma pela Exportina 5 ou
pelo CRM1%. No citoplasma, o pré-microRNA sofre acdo de outro complexo
enzimatico chamado DICER, gerando um fragmento de RNA dupla-fita com
19 a 25 nucleotideos. Uma das fitas deste fragmento é incorporada ao RNA
induced silence complex (RISC) e age no reconhecimento e silenciamento
do RNA mensageiro, reagdo esta catalisada pelas proteinas Argonautas
(AGO), fosforiladas pela via da MAPquinases. Portanto, os miRNAs estédo
diretamente relacionados ao controle de expressdo génica, sendo
responsaveis pelo controle pés-transcricional com possibilidade de inibir a

traducao de proteinas especificas (Figura 6)%%-101,
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Figura 6 - Biogénese e agao dos miRNA. Transcricdgo do miRNA pela polimerase Il
produz o pri-miRNA que é quebrado pelo complexo DROSHA/DGCR8 no
precursor do miRNA (pre-miRNA) e exportado ao citoplasma. Processado
pela endonuclease DICER (associado com a proteina AGO) é incorporado
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), e suas duas fitas
sdo separadas, constituindo o miRNA maduro

O primeiro miRNA, lin-4, foi identificado em 1993, enquanto o
segundo miRNA, let-7, foi descrito somente em 2000 em Caenorhabditis
elegans, uma espécie de nematdédeo. Porém, foi em 2001 que o termo
miRNA foi introduzido para designar esta classe de RNAs de fita simples.
Desde entdo, o campo dos miRNAs tem sido extensivamente explorado,
havendo mais de 2500 miRNAs maduros humanos identificados'%2.

Alguns estudos evidenciaram que a expressdo mMiRNA esta
desregulada em varios tipos de cancer e que os perfis de expresséo
mMiRNA s&o capazes de classificar alguns tumores humanos, que podem
ser relacionados ainda com desfechos clinicos em pacientes com

neoplasias malignas’®. O envolvimento dos miRNAs com cancer humano



REVISAO DA LITERATURA - 26

pode estar relacionado ao fato de mais de 50% dos genes do miRNA
estarem localizados em sitios frageis de cromossomos que estao
frequentemente deletados ou rearranjados no cancer. A desregulagédo da
expressdao dos miRNAs pode influenciar na diferenciagcdo e proliferagao
celular, e, por isso, podem, por si sO, atuar como oncogenes ou genes
supressores de tumor!04-107,

Recentemente, os miRNAs tém sido implicados no ajuste fino de
varios aspectos do desenvolvimento tumoral, incluindo diferenciag&o celular,
adesdo célula-célula e célula-estroma, apoptose, invasao e proliferacao,
além de novas perspectivas nos tratamentos imunoterapicos'08-112,

Os miRNA participam como moduladores pleiotropicos da expressao
génica em uma ampla variedade de processos fisioldégicos e patologicos
celulares, incluindo o cancer, tornando-se foco de intensa pesquisa nos
ultimos anos, em especial, sua participagdo no microambiente tumoral,
visando estratégias de intervencdo e controle futuras. Estudos com
carcinoma colorretal mostraram maior infiltragdo neoplasica com o aumento
da expressdo do miR-21 nos fibroblastos do estroma, determinado pela
secrecao de fatores de crescimento como fator de crescimento fibroblastico
(FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de
crescimento e transformacgéo beta (TGF(), assim como a degradacgdo da
matriz extracelular propiciada pelas MMPs®13, A acdo do miR-143 e let-7c,
associado a queda da expressao do miR-146b, mostra maior taxa de
invasdo e migragao celular em gliomas, quando ha aumento da expresséo

de MMP-16"14.
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Uma série de miRNAs foi identificada como relacionada as diversas

etapas da carcinogénese do céancer de cabega e pescogo (Figura 7).

Também foram identificados mMiRNAs relacionados a mecanismos de

crescimento, anti-apoptose, regulagdo do ciclo celular, proliferagéao,

migragao, invasdo e metastase especificamente no CECCO (Quadro

3)38,108,109_
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Figura 7 - Alguns miRNAs identificados na progressdao do cancer de cabeca e
pescoco
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Quadro 3 - Alguns miRNAs identificados no carcinoma de células
escamosas de cavidade oral, seus alvos moleculares e
mecanismos de agdo'%¢-1%

mi-RNA Alvo molecular Mecanismo de agao
miR-21 TPM1, PTEN, P12 (CDK2AP1) Proliferacéo celular, quimiossensibilidade e
quimiorresisténcia e quando superexpresso
estd associado a maior progresséo de
doenga e menor sobrevivéncia

miR-221 PTEN, TIMP3 Carcinogénese

miR-184  Desconhecido Proliferacao celular; inibicao da apoptose e
quando superexpresso esta associado a
maior volume de doenga tumoral

miR-31 FIH Proliferagdo celular, migragao e quando
superexpresso esta associado a maior
volume de doenga tumoral

let-7b DICER, MYC, RAS, HMGA2 Supressao da proliferacao celular

let-7d MYC, RAS, HMGA2 Quando pouco expresso esta associado a
menor tempo de sobrevivéncia, recidiva de
doencga e metastases a distancia

let-7i MYC, RAS, HMGA2 Quando pouco expresso esta associado a
metastases linfonodais

miR-375 PDK1 Diminui a proliferagao celular e a
clonigenicidade, induz a interrup¢do do
ciclo celular e quando pouco expresso
indica tecido tumoral

miR-222 MMP1, SOD2 Inibe a invasao celular

miR-138  RhoC, ROCK2 Inibe a migrag&o celular e 0 mecanismo de
invasdo, promove a interrupcao do ciclo
celular e inibe a apoptose

miR-1 TAGLN2 Inibe a proliferagéo celular, a migragéo e a
invasdo e medeia a apoptose € a
interrupcdo do ciclo celular

miR-133a CAV1, GSTP1 Inibe a proliferagéo celular, a migragéo e a
invasao e induz a apoptose

miR-34a CDK4, Ciclinas E2 e D1, E2F3, Supressor tumoral, inibe a proliferacao
Bcl-2, MYCN, Notch1/2, SIRT1 celular, a migragado € a invasao e induz a
apoptose

Um estudo realizado em 2007 por Metheetrairut et al.''® analisou 42
pacientes com CECCO, cujas amostras do produto da ressegado cirurgica
foram submetidas a pesquisa de mutagdo do gene supressor tumoral TP53 e

da expressdo de miR-34a, que tem sido associado a apoptose e regulagao
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do ciclo celular. Os pacientes com expressdao normal do miR-34
apresentavam o gene TP53 intacto, ao passo que havia uma menor
expressao desse nos pacientes com mutacdo do TP53. A expressao do miR-
34b/b*/c estava reduzida nos pacientes que mantiveram o habito tabagico,
assim como aqueles que o cessaram ha menos de 15 anos, estando esta
expressao normal naqueles que nunca fumaram ou cessaram ha mais de 15
anos. O miR-34, ainda, mostra uma agao supressora tumoral tanto no
CECCO quanto em outras neoplasias malignas, como as pulmonares, por
exemplo!7-119,

Em estudo multicéntrico, realizado por Wilkins et al.’®°, envolvendo
2038 pacientes com diagnéstico de CEC de cabega e pescogo (cavidade
oral, orofaringe, hipofaringe e laringe) e 2408 controles, foi realizada a
genotipagem de células obtidas através da raspagem da cavidade oral e
coletas de sangues, mostrando maior sobrevivéncia acumulada nos
pacientes com maior expressdo de miR-100.

O estudo de Li et al.’®' de 2009 contou com 103 pacientes, sendo
analisadas as amostras de CECCO e a mucosa sadia adjacente a lesao,
obtidas por meio de procedimento cirurgico. As amostras foram submetidas
a PCR quantitativo para miRNA-21 e a reacdo imunoistoquimica para
fosfatase homologa a tensina (PTEN) e tropomiosina 1 (TPM1). O miRNA-21
mostrou-se superexpresso em relagdo a mucosa adjacente, tendo expresséo
inversa em relacdo ao PTEN e ao TPM1, cujos genes que as codificam tém
sua expressao inibida pelo miRNA-21, inibindo assim a apoptose. Em

analise multivariada, os maiores niveis de expressdo do miRNA-21 estavam
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associados com doenca em estadios lll e IV, neoplasias pouco diferenciadas
e presenca de metastases linfonodais, mostrando que a expressédo do
miRNA-21 foi um importante fator progndstico para o paciente com CECCO.

O trabalho de Baghaei et al.’?> de 2018, por meio de 49 amostras de
lesbes e mucosas sadias de pacientes com CECCO, detectou menor
expressdo do miRNA-26b, que tem acgdo reguladora sobre o PTEN, nos
pacientes com presenga de metastases em linfonodos e invaséo
angiolinfatica, demonstrando assim, o papel importante desse miRNA como
um supressor tumoral.

Os miRNAs também se mostram estaveis ndo somente em tecidos
processados e conservados em parafina, mas também no soro e plasma
apos coleta de sangue'3. As moléculas de miRNAs mostram-se estaveis por
24 horas em temperatura ambiente e 72 horas em refrigeracdo nas amostras
de plasma/soro coletadas'?. Dessa forma, a dosagem sérica dos miRNAs,
assim como em outros fluidos como na saliva ou na urina, pode ser um
meétodo para estabelecer o diagnostico precoce do CECCO, assim como
determinar o seu progndstico'2%-128,

O estudo de Chen et al."® publicado em 2018 contou com 121 casos
de CECCO e 55 pacientes saudaveis, sendo utilizado o qRT-PCR nas
dosagens dos niveis séricos de miRNA-99a. Estes se mostraram
significativamente reduzidos nos pacientes com CECCO em relagdo aos
pacientes saudaveis. Dentro do grupo de pacientes com CECCO, aqueles
com niveis séricos menores, encontravam-se em estadios avancados da

doenca, assim como lesbes pouco diferenciadas. Em contrapartida,
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pacientes com maiores niveis séricos de miRNA-99a apresentam maior
sobrevivéncia geral, assim como sobrevivéncia livre de doenga. O teste
mostrou ainda especificidade de 83,6% e sensibilidade de 80,2% no rastreio
de pacientes com CECCO.

O estudo publicado em 2017, realizado por Yan et al', em um
centro na China e outro na Dinamarca, contou com 8 pacientes com CECCO
e dois controles no primeiro centro e 20 pacientes com CECCO e 18
controles de pacientes voluntarios saudaveis no segundo centro. Foi
realizada a coleta de sangue dos pacientes no pré-operatério e 9 e 12
meses apos o procedimento e, por meio de gRT-PCR, foi realizado o
sequenciamento de miR-148a-3p, miR-26a-5p, miR-21-5p, miR-375, miR-
92b-3p e miR-486-5p. A reducdo da expressdo de miR-375, miR-92b-3p e

miR-486-5p mostrou-se altamente associada a recorréncia da doencga.

3.2.3 Influéncia dos microRNAs no remodelamento da matriz
extracelular

Através de sua fungdo da regulagdo génica pods-transcricional, a
expressdo dos miRNAs é fundamental no controle em uma ampla gama de
processos celulares, e dentre estes, estdo a manutencéo e o remodelamento
dos componentes da MEC. Um equilibrio fino entre estes dois processos
determina a composi¢cédo final e a influéncia destes sobre suas células
residentes. A alteracao deste equilibrio pode resultar em alteracdes teciduais
importantes sobre a MEC, influenciando na progressao de diversas doengas,

incluindo o cancer'31.132,
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A acao regulatoria dos miRNAs sobre o remodelamento da MEC pode
ser exercida diretamente, por meio da inibicdo de RNAs mensageiros na
traducado de proteinas que a compde, como por exemplo, as moléculas de
adeséo celular e seus receptores como caderinas e integrinas. O segundo
mecanismo de acido se da de forma indireta, modulando a expressédo de
genes que regulam a sintese ou a degradagao de moléculas da MEC, como
citocinas e fatores de crescimento3".132,

Numerosos miRNAs tém sido implicados em processos patoldgicos
que tem como base o remodelamento da MEC, como desordens
metabdlicas e o cancer. O cancer, conforme ja discutido previamente, tem
como base a proliferagao celular e a quebra da barreira da membrana basal
e da matriz extracelular para sua progresséo, envolvendo a migragéo celular
e angiogénese, e o desenvolvimento de metastases, logo, a acdo dos
miRNAs tera protagonismo dada sua importancia no equilibrio da MEC'32.133,
Dentre os miRNAs com tal papel, o miR-21 apresenta inibigdo sobre o
inibidor tecidual das MMPs 3 (TIMP3), estando elevado em células de
glioblastomas, e com a consequente menor expressédo do TIMP3, apresenta
maior atividade das MMPs, resultando em maior invasao tecidual pela
neoplasia’®. Esta atividade do miR-21, aliado ao miR-10b também mostra
aumento da expressdo de MMP-2 e do EGFR, com importante papel na
progressédo tumoral do carcinoma hepatocelular. A interagdo com as MMPs
por parte dos miRNAs tem impacto na migracdo e invasdo tumoral n&o
somente por meio do remodelamento da MEC, mas também na angiogénese

e na transicdo epiteliomesenquimal (EMT)'®. A MMP-9 também tem sua
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acao aumentada em estudos in vitro, sendo implicada em maior invasao
tumoral e formagao de metastases, secundaria a alteragado de expressao dos
miRNAs miR-29b e miR-491-5p"3",

A alteragdo de deposi¢cado do colageno, em especial o colageno tipo |,
e da laminina acarreta a reducdo da rigidez da MEC e alteragdo da
polaridade das células epiteliais, facilitando a progressdo das células
neoplasicas, demonstrado em estudos com modelo animal ou in vitro'3'"136,
O estudo de Shi et al.’® com células de carcinoma mamario demonstrou a
inibicdo do gene COLA2A1, que regula a sintese da cadeia alfa 1 do
colageno tipo I, por parte do miR-301, que esta relacionado a doenga com
recidiva linfonodal e a distancia. Enquanto o trabalho de Sengupta et al.’, o
miR-29c apresentava com menor expressdo no carcinoma de nasofaringe
em comparagdo com amostras de epitélio sadio da nasofaringe. O miRNA-
29c em menores niveis estavam relacionados aos maiores niveis de RNAm
de componentes fibrilares da MEC, como COLA1A1, COL1A2, COL3A1,
COL4A1, COL4A2 e COL15A1.

Glicoproteinas de adesdo, como a tenascina-C, envolvidas na
iniciacdo e progressao das neoplasias, com alta participagdo na proliferagéo
celular, formacédo de metastases e angiogénese, podem ter sua expressao
aumentada no caso de subexpressdo do miR-335, que possui acao de
supressao tumoral sobre a 3’'UTR da tenascina-C e do fator de transcricdo
SOX4 em carcinomas mamarios'3'-138,

Os PG e as S-GAG tém importante papel de interacdo entre as

células neoplasicas e o microambiente tumoral, por meio da integragcéo de
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sinais de fatores de crescimento, citocinas e integrinas, e adeséo célula-
célula e célula-matriz. A desregulagcéo de suas expressodes esta presente em
diversos tumores, resultado dessa modulacdo de eventos moleculares que
séo relevantes na progressédo tumoral. Os miRNAs tem sido evidenciados
como um importante fator nesta desregulacado, resultando em padrbes de
expressao aberrantes das PGs e S-GAGs, assim como em enzimas
responsaveis por sua biossintese'®. O estudo de Uen et al.'*® com células
de carcinoma mamario MCF-7, por meio da técnica de transferéncia western
(Western blot) e ensaio de luciferase in vifro, mostrou o aumento da
expressao de sindecan-1 estava associado a subexpressao de miR-122-5p.
A supressao do sindecan-1 reduziu a mobilidade das células neoplasicas,
enquanto a superexpressao desse, levou ao aumento ao aumento da

mobilidade.



4 METODOS
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4.1 Etica

O projeto teve aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo
sob o numero CAAE: 59617616.4.0000.0065 (Anexo A). Todos os pacientes
incluidos que estdo vivos mantém seguimento ambulatorial na instituicdo e
foram submetidos a apreciacdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo B) no momento de seu retorno ambulatorial
habitual. Houve a dispensa da assinatura do TCLE pelo Comité de Etica em
Pesquisa para os pacientes que faleceram ou que nao foram localizados para

prover assinatura do mesmo.

4.2 Desenho do estudo

O presente estudo foi constituido por uma coorte retrospectiva de 341
pacientes portadores de carcinoma de células escamosas da cavidade oral
operados pelo Servico da Disciplina de Cirurgia de Cabega e Pescogo no
Instituto do Céancer do Estado de S&o Paulo (ICESP) da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, no periodo de 2009 a 2015.

Os dados demograficos, clinicos, histopatolégicos e de seguimento
foram obtidos através da analise do prontuario digital dos pacientes. Para os

pacientes selecionados para analise molecular, foi realizada revisdao da
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espessura tumoral por um patologista experiente.

O material utilizado na analise molecular foi uma parte pequena do
remanescente tumoral do exame anatomopatoldgico que se encontrava em
blocos de parafina. O material foi fornecido pelo Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, colaborador
desse estudo.

Para a analise molecular foram selecionados 26 pacientes, divididos
em dois grupos: o grupo de tumores superficiais, com 12 pacientes, que
corresponde aqueles individuos cuja neoplasia apresentava espessura de 5
mm; e o grupo de tumores espessos, com 14 pacientes, que equivale aos
individuos com maior espessura tumoral de 15 e 25 mm para efeito
comparativo. Foram selecionados os espécimes de pacientes com valores
fixos de 5 mm, 15 mm e 25 mm de espessura tumoral, visando a otimizagao
de recursos e maior agilidade na condugdo dos testes moleculares, sem
prejuizo na qualidade e relevancia das analises, uma vez que se trata de um
estudo de coorte retrospectivo e incluidos todos os espécimes disponiveis
dentro da coorte nos respectivos valores de espessura tumoral
determinados. Foram também incluidos 11 espécimes “controle”, de
individuos com caracteristicas epidemiologicas semelhantes, de mucosa
bucal sadia obtidos de cirurgias orais por afec¢gées benignas da boca (por
exemplo, mucoceles ou fibromas de mucosa). Este grupo foi constituido para
a comparagao entre as expressdes dos biomarcadores e miRNAs, nao sé
entre os grupos de espécimes tumorais, mas também a fim de se identificar

eventuais padrdes diferenciais de expressdo. Dessa maneira, o estudo
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molecular foi constituido de 37 amostras.

4.3 Métodos
4.3.1 Confecgao do microarranjo tecidual (TMA)

As areas representativas das neoplasias ou de tecido normal foram
marcadas em laminas coradas com hematoxilina e eosina e marcadas nas
areas correspondentes nos tecidos fixados em formalina a 10% e incluidos
em parafina. Os blocos doadores foram fixados na base do aparelho e
posteriormente, perfurados com agulha de 2,0 mm em quatro areas de
interesse, previamente demarcados de acordo com a correspondéncia nas
ldaminas de hematoxilina e eosina.

O bloco receptor de TMA foi confeccionado a 56°C com parafina de
elevada pureza contendo polimero em molde com cassete comum. Esses
constituintes sdo necessarios para garantir a posterior execugao de cortes
histologicos delgados e homogéneos, além de evitar possiveis rachaduras
no ato da perfuragédo das agulhas. O recipiente foi mantido em estufa a 60°C
por 18 horas (overnight) para a retirada de possiveis bolhas e estabilizagdo
da parafina, sendo imediatamente levados a geladeira para a solidificagédo
rapida. Finalmente, o bloco recebeu acabamento e foi aparado em
micrétomo rotativo para garantir uma superficie completamente reta e lisa.
Determinada a profundidade entre 0,8 e 0,9 cm, o “bloco receptor” estava
pronto para receber os cilindros de até 0,6 cm de profundidade.

O bloco receptor foi fixado e centralizado a base do aparelho de

precisdo (Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, EUA), recebendo as



MeTopos - 39

transferéncias dos blocos doadores, seguindo a orientagcdo de um mapa dos
casos previamente planejado em linhas e colunas, contendo os quatro
primeiros spots na primeira linha, tecido renal de controle proveniente de
necrépsia. Apos a execucao de todos os spots com 0,4 mm de distancia
entre si, o bloco pronto foi colocado em estufa a 60°C para amolecer a
parafina e realizou-se o0 nivelamento dos spots pressionando a superficie do
bloco em superficie lisa.

O bloco de TMA contendo os espécimes foi seccionado a 3 um de
espessura em micrétomo convencional (Leica Instruments, Wetzlar,
Alemanha), utilizando laminas silanizadas (StarFrost®). Os primeiros cortes
histologicos foram corados pela técnica da hematoxilina- eosina e analisadas

para identificar possiveis perdas teciduais.

4.3.2 Técnica de imunoistoquimica

Foram realizadas as reacdes imunoistoquimicas para proteina p16
(clone E6H4, pH 9.3, pronto para uso, Ventana, EUA), proteina p53 (clone
DO-7, pH 9.3, pronto para uso, Ventana, EUA), produto do fator de
crescimento epidérmico (EGFR, EGFR pharmDxTM kit., pH 9.3, Dako
Byogen, EUA), cluster of differentiation 34 (CD34, clone QBEnd-10, pH 9.3,
pronto para uso, Ventana, USA), proteina BCL-2 (clone SP66, pH 9.3, pronto
para uso, Ventana, EUA), colageno tipo IV (clone CIV22, pH 9.3, pronto para
uso, Ventana, EUA), metaloproteinase de matriz tipo 2 (MMP-2, clone sc-
13595, pH 6.3, diluigdo 1:50, Santa Cruz Biotechnology®, Dallas, Texas, EUA),

metaloproteinase de matriz tipo 9 (MMP-9, clone sc-6840, pH 6.3, diluigdo
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1:100, Santa Cruz Biotechnology®, Dallas, Texas, EUA), heparanase (HPA1
H80, clone sc25825, pH 6.3, diluigdo 1:100, Santa Cruz Biotechnology®,
Dalas, Texas, EUA), heparanase 2 (HPSE2 C-17 - sc-14900 HPA2 goat pAb,
pH 9.3, diluicdo 1:200, Santa Cruz Biotechnology®, Dalas, Texas, EUA),
laminina o (goat polyclonal antibody M-20 sc-6017, pH 9.3, diluigdo 1:100,
Santa Cruz Biotechnology®, Dalas, Texas, EUA), laminina B (goat polyclonal
antibody (C-19) sc-6018, pH 9.3, diluigdo 1:100, Santa Cruz Biotechnology®,
Dallas, Texas, EUA), syndecan 1 (B-A38 — mouse monoclonal antibody,
pronto para uso, pH 9.3, Cell Marque Corporation, EUA) , syndecan 4 (H-140:
sc-15350, diluigdo 1:100, pH 9.3, Santa Cruz Biotechnology®, Dalas, Texas,
EUA), VEGFR3 (rabbit polyclonal Abcam ab27278, diluicdo 1:100, pH 6.3) e
decorin (N-15: sc-22613 goat polyclonal antibody, diluicdo 1:100, pH 9.3,
Santa Cruz Biotechnology®, Dalas, Texas, EUA).

As laminas foram submetidas a reagdo imunoistoquimica com sistema
de detecgado Envision FLEX (Dako®, Agilent Technology Company, Dinamarca).
Este sistema detecta anticorpos primarios de coelho e camundongo e a reagéo
€ visualizada por Envision FLEX DAB mais cromogeno de acordo com o
procedimento descrito a seguir. O passo inicial foi realizado em PTLink (Dako®,
Agilent Technology Company, Dinamarca), equipamento responsavel pela
desparafinizagdo e recuperagéo antigénica de tecidos parafinados, em tampao
de pH alto ou baixo, de acordo com os anticorpos utilizados subsequentemente.
O equipamento foi programado para realizar a desparafinizagdo a 60°C por
vinte minutos, seguida de outra incubag&o com xilol a temperatura ambiente por

vinte minutos e hidratagéo dos cortes em concentragdes de etanol a 100% com
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trés banhos de trinta segundos cada, etanol a 95%, 80% e 70% por trinta
segundos, lavagem em agua corrente e agua destilada.

A recuperacgdo antigénica foi realizada com a incubagao das laminas
em solugdo de tamp3o citrato pH 6.0 (PMB1-125, Spring Bioscience®, Suiga)
ou solugdo tampao Tris-EDTA, pH 9.0 (PMB4-125, Spring Bioscience®,
Suica) em panela a vapor (apos a fervura da agua da panela com a cuba de
solugéo de recuperagao) e colocado em suporte de laminas por 35 minutos.
Deixou-se esfriar por vinte minutos a temperatura ambiente, seguido de
lavagens em agua corrente e agua destilada.

O bloqueio da peroxidase endogena foi feito com agua oxigenada
(H202) a 6% diluida v/iv em metanol, em trés banhos de 10 minutos cada,
seguida de lavagens em agua corrente, agua destilada e com solugao salina
tamponada com fosfatos (PBS) 10 mM pH 7,4 por 5 minutos. Em seguida foi
realizado o bloqueio de proteinas com Cas Block® (00-8120, Invitrogen by
Life Technologies, Carlsbad, California, EUA) por 10 minutos a 37° C.

Posteriormente, realizou-se a incubacdo das laminas com anticorpo
primario (especifico para o antigeno) diluido em solugao de albumina bovina
(BSA) (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) a 1,0% e azida sodica NaN3
(Inlab, Sdo Paulo) 0,1% em PBS, em camara umida: 30 minutos a 372 C e,
em seguida, 18 horas (overnight) a 4°C. No dia seguinte, as laminas foram
incubadas em solugdo de lavagem por cinco minutos e com o bloqueador
pos-primario (Post Primary Block, NovoLink Max Polymer Detection System,
RE7 159, Leica Biosystems, Newcastle, Reino Unido), por 30 minutos a 37°,

seguindo-se da incubagdo com NovolLink (Polimer Leica Biosystems,
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Newcastle, Reino Unido), por 30 minutos a 37° e lavagens com tampao PBS
com trés trocas de 5 minutos cada. Para especificamente os anticorpos
primarios produzidos em cabra, utilizou-se o anti-goat 1gG Vector
(Immpress® HRP Reagent Kit — Peroxidase, MP-7405, Sigma Aldrich, San
Luis, Missouri, EUA) por 30 minutos a 37° C.

Depois da incubagdo das laminas em solugdo de lavagem por 5
minutos, a reagao imunoistoquimica foi revelada com solu¢cado de substrato
cromogénico contendo diaminobenzidina (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri,
EUA) a 0,10%, peroxido de hidrogénio a 0,06%, dimetil sulféxido (Labsynth,
S&o Paulo) a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, a 37°C.

Finalmente, as laminas foram submetidas a solugédo de lavagem por 5
minutos e contracoradas com hematoxilina de Meyer por 1 minuto, lavagens
em agua corrente e agua destilada, imersdo rapida em agua amoniacal
(solucdo de hidroxido de amoénia 0,5%), seguido de lavagens em agua
corrente e agua destilada. A desidratacéo foi realizada em banhos de etanol
a 50%, 80%, 95% e etanol absoluto (irés trocas de 1 minuto cada),
respectivamente, diafanizagcdo em banhos de xilol (3 trocas de 1 minuto
cada) e montagem em meio permanente (1.07961.0100, Entellan, Sigma
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) com laminula.

Os controles utilizados na reagdo imunoistoquimica compreendem,
um controle sabidamente positivo para o anticorpo em estudo e um controle
negativo com incubagdo em PBS e eliminagdo do anticorpo primario, sendo
efetuados todos os demais procedimentos da reagéao.

As reacdes imunoistoquimicas nos TMAs foram avaliadas em
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microscopia optica (microscépio Nikon eclipse €200®, Téquio, Japao) e por
meio do software Pannoramic Viewer® (3DHistech Ltd, Budapeste, Hungria).

A imunorreatividade ao EGFR, p53, p16, BCL-2, colageno tipo 1V,
MMP-2, MMP-9, HPA1, HSPEZ2, decorin, syndecan-1, syndecan-4, laminina
o e laminina B foi mensurada a partir da porcentagem de células tumorais
positivas para a coloragao presentes nos quatro cortes e a frequéncia, de
modo semiquantitativo, dividida em seis classes: 0%; >0-10%; >10-25%;
>25-50%; >50-75%; >75%. A imunorreatividade do p16 foi considerada nas
células basais e parabasais coradas. A imunorreatividade as MMP-2, MMP-
9, laminina o e laminina B foi considerada, separadamente, em células
neoplasicas e fibroblastos do estroma neoplasico’41-146,

Quanto ao antigeno ki-67, sua avaliacdo foi realizada de forma
quantitativa com a contagem das primeiras 500 células neoplasicas
detectadas, contando a partir do primeiro corte avaliado, excluindo areas de
inflamacéao, fibrose, necrose e ma fixacdo, conforme o padronizado para
analises de reagdes imunoistoquimica em TMA. Apos a contagem de 500
células, foi obtida a porcentagem de células coradas, independentemente da
intensidade da marcacgao'’.

A imunorreatividade ao CD34 e VEGFR3 permitiu calcular a
densidade de microvasos (DMV), obtida por meio da média aritmética do
numero de vasos presentes nos quatro cortes do mesmo paciente. Todas as
células endoteliais coradas ou do agrupamento de células foram contadas
como um microvaso. Para analise, foi realizada contagem no aumento de

400x8,
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4.3.3 Técnica de deteccao de microRNAs
4.3.3.1 Extragao de RNA a partir de material parafinado

Para extracao de RNA a partir de material parafinado foi utilizado o kit
MagMAX® FFPE RNA Ultra Kit (Applied Biosystems®, Foster City, Ca, USA),
para isso foi seguido o seguinte protocolo.

As amostras individuais foram compostas por cinco cortes de 5 ym de
material parafinado, totalizando 25 um, dispostas em microtubos. Para cada
amostra foi utilizado 1 mL de xilol absoluto, seguido de um suave vortex e
spin em velocidade maxima de 14.000 rpm, com o propdosito de garantir que
todo o tecido se mantivesse submerso no solvente durante a incubagdo em
banho maria a 50°C por 3 minutos.

Em seguida as amostras foram centrifugadas por dois minutos em
velocidade maxima de 14.000 rpm para a precipitacdo do tecido, desta forma
permitindo a remocéao e descarte do sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 1
mL de etanol absoluto, seguidos de um vortex e uma centrifugagdo de dois
minutos em velocidade maxima de 14.000 rpm para nova precipitacdo do
tecido, seguido da remocéo e descarte do sobrenadante.

O mesmo procedimento foi repetido mais uma vez e, apds a remocgao
do sobrenadante, as amostras foram centrifugadas a vacuo por 20 minutos a
45°C. Em seguida, para cada amostra, foram adicionados 110 pL de solugao
de protease (Protease Solution). Essa solugdo continha 10 puL de protease
(armazenada a 4°C) e 100 pL de buffer protease (armazenado em
temperatura ambiente), seguido de suave homogeneizagdo com a pipeta e

incubacdo em banho a 55°C por uma hora.
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Em seguida, as amostras foram rapidamente centrifugadas (spin) em
velocidade maxima de 14.000 rpm e incubadas em banho a 90°C por 1 hora.
Apoés a incubagado, foram novamente centrifugadas rapidamente (spin) em
velocidade maxima de 14.000 rpm e resfriadas na geladeira. Em cada
amostra foram adicionados 20 pL de Nucleic Acid Binding Beads.

A seguir, foram adicionados 450 pL do RNA Rebinding Buffer
Solution, que continha 200 uL de Binding Buffer e 250 uL de isopropanol.
Em cada amostra, misturaram-se (shaker) as amostras por cinco minutos na
velocidade 10 ou de 1.150 rpm. As amostras foram colocadas em suporte
magneético por dois minutos ou até os beads estarem precipitados voltados
para o suporte magnético (contra o ima).

Com os beads precipitados na parede, o0 sobrenadante foi
cuidadosamente descartado com pipeta, em seguida lavou-se os beads com
500 pL de RNA Wash Buffer, misturou-se (shaker) por um minuto na
velocidade 10 ou de 1.150 rpm até a mistura estar totalmente na cor
chocolate. As amostras foram novamente colocadas em suporte magnético
por dois minutos ou até os beads estarem precipitados voltados para o
suporte magnético (contra o ima).

O procedimento anterior foi repetido novamente. Entretanto, ao invés
de utilizar o RNA Wash Buffer foi utilizado o RNA Wash Solution 2. Apés o
sobrenadante ter sido removido, foram misturadas (shaker) por dois minutos
na velocidade 10 ou 1.150 rpm para secar os beads, tomando cuidado para
nao deixar secar em excesso.

Ao fim dessa etapa, acrescentaram-se 100 uL de DNAse Solution,

que continha 20 pL de DNAse, 10 uL de buffer e 70 yL de agua nuclease
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free, nos beads, misturaram-se (shaker) as amostras na velocidade 8 ou
1000 rpm por 20 minutos a 37°C ou temperatura ambiente.

A seguir, foram adicionados 450 pL do RNA Binding Buffer em cada
amostra. A solugdo continha 200 uL de Binding Buffer e 250 uL de
isopropanol. Continuando, misturaram-se (shaker) as amostras por cinco
minutos na velocidade 10 ou de 1.150 rpm. As amostras foram colocadas
em suporte magnético por dois minutos ou até os beads estarem
precipitados voltados para o suporte magnético (contra o ima).

Em repeticdo, com os beads precipitados na parede, o sobrenadante
foi cuidadosamente descartado com pipeta. Em seguida, lavaram-se os
beads com 500 pyL de RNA Wash Buffer, misturou-se (shaker) por um minuto
na velocidade 10 ou de 1.150 rpm até a mistura estar totalmente na cor
chocolate. As amostras foram novamente colocadas em suporte magnético
por dois minutos ou até os beads estarem precipitados voltados para o
suporte magnético (contra o ima).

O procedimento anterior foi repetido. Entretanto, ao invés de utilizar o
RNA Wash Buffer foi utilizado o RNA Wash Solution 2. Apds o sobrenadante
ter sido removido, foram misturadas (shaker), por 1 minuto, na velocidade 10
ou 1.150 rpm. As amostras foram colocadas em suporte magnético por dois
minutos ou até os beads estarem precipitados voltados para o suporte
magneético (contra o imad). Com os beads precipitados na parede, o
sobrenadante foi cuidadosamente descartado com pipeta e misturou-se
(shaker) por trés minutos na velocidade 10 ou 1.150 rpm, tomando cuidado

para ndo deixar secar em excesso.
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Para a ultima etapa adicionaram-se 50 pyL de Elution Solution nos
beads, misturou-se (shaker) por cinco minutos na velocidade 10 ou 1150
rpm até a mistura estar totalmente na cor chocolate. Em seguida, colocaram-
se as amostras no suporte magnético por dois minutos e os beads estares
precipitados voltados para o suporte magnético (contra o ima).

Para finalizar a etapa, passou-se o sobrenadante (RNA purificado)
para um tubo limpo e livre de RNAse e manteve-se no gelo para mensurar a
concentragdo de RNA. Em caso de armazenamento, pode-se manter a -

20°C por até 1 més ou -80°C por mais de 1 més.

4.3.3.2 Quantificagao da concentragao e diluicao do RNA obtido

No kit de obtengdo de miRNA a partir do DNA complementar (cDNA),
é dito que a concentracdo de RNA precisa estar entre 1ng e 10ng, para
garantir que essa condigado seja validada, foi realizada a quantificagdo da
concentracdo de RNA das amostras obtidas. Com a quantificagdo realizada,
10 pL da solugdo-mée foram passadas para um novo tubo e, a partir deste
novo tubo, utilizaram-se 2 pL para diluir a solugdo mée até que atingisse um
padrao de concentracdo de aproximadamente 10ng/uL e, desta forma, fosse

possivel obter o cDNA por protocolo adequado.



MEeTopos - 48

4.3.3.3 Obtencao do cDNA

Para o inicio do protocolo de obtencdo de cDNA, preparou-se a
mistura (mix) Poly (A) Reaction para 11 reagbes que continha 5,5 pL de 10x
Poly A Buffer, 5,5 yL de ATP, 3,3 uL de Poly A Enzyme e 18,7 uL de RNAse
free water. Com esse mix pronto, em um novo tubo, adicionaram-se 2 uL do
RNA a 10 ng/uL extraido anteriormente e 3 uyL do mix Poly (A) Reaction. Foi
realizado, entdo, vortex e spin e em seguida uma ciclagem (37°C por 45
minutos, 65°C por 10 minutos e 4°C em Hold).

Seguindo com o protocolo, foi preparado o mix Ligation Reaction para
11 reagdes que continha 33 uL de 5x DNA Ligase Buffer, 49,5 uL de 50%
PEG 8000, 6,6 yL de 25x Ligation Adaptor, 16,5 L de RNAse Ligase e 4,4
ML de RNAse free water que foi finalizado com vértex e spin.

Ao produto da primeira ciclagem acrescentaram-se 10 pL do mix
Ligation Reaction, seguido por voértex, spin e uma segunda ciclagem (16°C por
60 minutos e 4°C em Hold). Enquanto isso, preparou-se o mix RT Reaction Mix
para 11 reagdes, que continha 66 puL de 5x RT Buffer, 13,2 yL de dNTP Mix
(25nM cada), 16,5 pL de 20x Universal RT Primer, 33 uL de 10x RT Enzyme
Mix e 36,3 uL de RNAse free water, finalizado de vortex e spin.

Nesse momento, pode ser realizada a quantificacdo de cDNA, caso
fosse de interesse. Ao produto da segunda ciclagem, acrescentaram-se 15
ML do mix RT Reaction Mix, finalizando com vértex, spin e uma terceira
ciclagem (42°C por 15 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C em Hold). Em
caso de armazenamento, pode-se manter o produto da terceira ciclagem a -

20°C por até 2 meses.
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4.3.3.4 Amplificagdo do microRNA

Para inicio do protocolo de amplificacdo do miRNA foi preparado o
mix miR-AMP Reaction para 11 reagdes que continha 275 yL de 2x miR-
AMP Master Mix, 27,5 uL de 20x miR-AMP Primer Mix e 192,5 yL de RNAse
free water, seguido de voértex e spin.

Transferiram-se 5 uL da reacdo de RT armazenada em -20°C ao fim da
etapa de obtencdo de cDNA para um novo tubo e acrescentaram-se 45 pL do
mix miR-AMP, seguido de vortex, spin e uma ciclagem (um ciclo de 95°C por 5
minutos, 14 ciclos de 95°C por 3 segundos, 60°C por 30 segundos, um ciclo de
99°C por 10 minutos, 4°C em Hold). Em caso de armazenamento, pode-se

manter o produto desta ciclagem a -20°C por até 2 meses.

4.3.3.5 Transcricao reversa - Reagao em cadeia da polimerase
quantitativo (RT-qPCR) com o sistema TaqMan MicroRNA
Assay-Array

A determinacdo da expressao dos miRNAs foi realizada por qPCR
utilizando o sistema TagMan® Low Density Array (TLDA; Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Ma, USA). A reagdo de gPCR ocorre de modo
exponencial, sendo assim, a cada ciclo da reagdo, novas moléculas de
cDNA dupla-fita sdo sintetizadas. O fluoréforo utilizado no processo é
incorporado a cada cadeia de DNA recém-sintetizada, e, consequentemente,
o nivel de fluorescéncia emitida aumenta gradualmente. Dessa forma, o
numero de ciclos correspondentes ao inicio da emissao de fluorescéncia
(ciclo threshold — Ct) é inversamente proporcional ao nivel de expressao do

transcrito, sendo menor durante a aquisicdo de sinal de amostras que
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possuem maior abundéncia do gene em questdo. O sistema TLDA é
composto por uma placa de 384 pocgos que foi customizado para conter em
triplicata pares de primers liofilizados especificos para a amplificagdo de 63
mMiRNAs humanos e um de Caenorhabditis elegans o cel-miR39, podendo
ser avaliados dois pacientes por placa. Os miRNAs foram escolhidos
baseados em extensa revisao da literatura sobre o papel de miRNAs e a
acao sobre diversos efeitos biologicos, conforme demonstrado no Quadro 4.
Foram ainda incluidos os miR-147b, miR-107, miR27a, miR-124, miR-219a e
cel-miR-39 na tentativa de usa-los como normalizadores de reacao,

conforme descrito por Bufalino et al.'°,

Quadro 4 - Painel de micro-RNAs selecionados

Efeito biologico /

micro-RNAs

) miR-9, miR-29b, miR-125b, miR-212, miR-132, miR-320, miR-373,
Metaloproteinases miR-520c

Alvo molecular

Heparanase miR-10b, miR-30a, miR-155, miR1258
Syndecans miR-10b, miR-143, miR-494

Decorin miR21

Laminina miR218

let-7, miR-9, miR-17, miR-21, miR29b, miR-30a, miR-31, miR-192,
miR-200, miR-335, miR-375

miR10a, miR-29¢, miR-96, miR-125a, miR-126, miR-143, miR-

Adesao celular

Migragao 200b, miR-200c, miR-204, miR-223, miR-320a, miR-340
miR-1, miR-10a, miR-34c, miR-96, miR-99a, miR-125a, miR-126,
Invaséo miR-133a, miR-137, miR-138, miR-200a, miR-211, miR-221, miR-

222, miR-320a, miR-330, miR-340, miR-375, miR-378, miR-489

Proliferagao

celular miR34a, miR-125b, miR-133a, miR-184, miR 221

As sequéncias dos primers utilizados estdo demonstradas no Quadro 5.
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Quadro 5 - Sequéncia dos primers utilizados na pesquisa dos microRNAs

\ microRNA Sequéncia dos primers
cel-mir-39-3p UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
hsa-let-7b-5p UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU
hsa-let-7d-5p AGAGGUAGUAGGUUGCAUAGUU
hsa-let-7i-5p UGAGGUAGUAGUUUGUGCUGUU
hsa-mir-1-3p UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
hsa-mir-106b-5p UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU
hsa-mir-107 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA

hsa-mir-10a-5p
hsa-mir-10b-5p
hsa-mir-124-3p
hsa-mir-1258
hsa-mir-125a-3p
hsa-mir-125b-5p
hsa-mir-126-3p
hsa-mir-132-3p
hsa-mir-133a-3p
hsa-mir-137
hsa-mir-138-5p
hsa-mir-143-3p
hsa-mir-147b
hsa-mir-155-5p
hsa-mir-16-5p
hsa-mir-17-5p
hsa-mir-184
hsa-mir-192-5p
hsa-mir-200a-3p
hsa-mir-200b-3p
hsa-mir-200c-3p
hsa-mir-203a-3p
hsa-mir-204-5p
hsa-mir-205-5p
hsa-mir-21-5p
hsa-mir-211-5p
hsa-mir-212-3p
hsa-mir-218-5p
hsa-mir-219a-5p
hsa-mir-221-3p
hsa-mir-222-3p
hsa-mir-223-3p
hsa-mir-27a-3p
hsa-mir-29a-3p
hsa-mir-29b-3p
hsa-mir-29¢c-3p
hsa-mir-30a-5p
hsa-mir-31-5p
hsa-mir-320a
hsa-mir-330-3p
hsa-mir-335-5p
hsa-mir-340-5p
hsa-mir-34a-5p
hsa-mir-34c-5p
hsa-mir-373-3p
hsa-mir-375
hsa-mir-376¢-3p
hsa-mir-378a-3p
hsa-mir-485-5p
hsa-mir-489-3p
hsa-mir-494-3p
hsa-miR-498
hsa-mir-518d-5p
hsa-mir-9-5p
hsa-miR-940
hsa-mir-96-5p
hsa-mir-99a-5p

UACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG
UACCCUGUAGAACCGAAUUUGUG
UAAGGCACGCGGUGAAUGCC
AGUUAGGAUUAGGUCGUGGAA
ACAGGUGAGGUUCUUGGGAGCC
UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA
UCGUACCGUGAGUAAUAAUGCG
UAACAGUCUACAGCCAUGGUCG
UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG
AGCUGGUGUUGUGAAUCAGGCCG
UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
GUGUGCGGAAAUGCUUCUGCUA
UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
UGGACGGAGAACUGAUAAGGGU
CUGACCUAUGAAUUGACAGCC
UAACACUGUCUGGUAACGAUGU
UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGA
UAAUACUGCCGGGUAAUGAUGGA
GUGAAAUGUUUAGGACCACUAG
UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
UCCUUCAUUCCACCGGAGUCUG
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
UUCCCUUUGUCAUCCUUCGCCU
UAACAGUCUCCAGUCACGGCC
UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU
UGAUUGUCCAAACGCAAUUCU
AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU
UGUCAGUUUGUCAAAUACCCCA
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC
UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
UAGCACCAUUUGAAAUCGGUUA
UGUAAACAUCCUCGACUGGAAG
AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU
AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA
GCAAAGCACACGGCCUGCAGAGA
UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU
AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC
GAAGUGCUUCGAUUUUGGGGUGU
UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
AACAUAGAGGAAAUUCCACGU
ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC
AGAGGCUGGCCGUGAUGAAUUC
GUGACAUCACAUAUACGGCAGC
UGAAACAUACACGGGAAACCUC
UUUCAAGCCAGGGGGCGUUUUUC
CUCUAGAGGGAAGCACUUUCUG
UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA
AAGGCAGGGCCCcCccaGcucccee
UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU
AACCCGUAGAUCCGAUCUUGUG
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Na reagdo de ftranscrigdo reversa (RT), o RNA total (10 ng) foi
convertido em cDNA com o auxilio do kit TagMan Advanced miRNA cDNA
Syntesis (Applied Biosystems®, Foster City, Ca, EUA). Na primeira etapa, foi
feita a adicdo de cauda de poliadenosina (poliA) com adi¢do de 0,5uL do
tampao poli(a) 10x, 0,5uL de ATP, 0,3uL de enzima Poli(A) e 1,7uL de agua
livre de RNAse adicionados a 10ng de RNA total. Em um termociclador, a
mistura foi submetida a duas etapas: (a) poliadenilagdo (37°C por 45
minutos) e (b) inativacdo da enzima para finalizar a reacdo (65°C por 10
minutos). Em seguida foi feita a ligagdo de adaptadores nos quais 10 pL da
mistura (tamp&o de DNA ligase 1,5x; polietilenoglicol 22,5x; adaptador de
ligacdo 1,5x e RNA ligase) € adicionado ao produto da reacdo anterior. A
reacdo foi realizada a 16°C por 60 minutos. Em seguida foi realizada a
reacdo de RT com adicdo de 15 pyL da mistura (tamp&o de RT 1x; dNTPs
4mM; oligonucleotideo universal RT 1x; enzima de RT 1x). A reacéo
aconteceu a 42°C por quinze minutos e foi inativada com incubagéao a 85°C
por 5 minutos. Cinco microlitros do cDNA foram submetidos a uma
amplificagdo com 45 pL da mistura (master mix miR-Amp 1x e mix miR-Amp
primer 1x). Em um termociclador, a mistura foi submetida as seguintes
temperaturas: 95°C por 5 minutos; 14 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60°C
por 30 segundos; 99°C por 10 minutos. Antes da reagdo, o cDNA
amplificado foi diluido 1:10 em tampéao Tris-EDTA 0,1x — uma mistura com
110 pL do cDNA diluido, 220 uL de TagMan Fast Advanced Master Mix 2x e
110 pL de agua ultrapura. Dessa mistura, 100 ul foram aplicados por

canaleta, sendo que uma placa do sistema TLDA foi dividida para duas
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amostras. Apos a aplicacdo das amostras, a placa foi submetida a duas
centrifugagbes de um minuto cada, na rotagdo de 1.200 rpm, selada e a
reacdo foi realizada no equipamento 7900-HT PCR System (Applied
Biosystems®, Foster City, Ca, EUA) nas seguintes condigbes: a 92°C
durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 1 segundo e 60°C por

20 segundos.

4.3.3.6 Analise da expressao dos microRNAs e procedimentos de
normalizagao

Para analises de expresséo do perfil de miRNAs, os valores de cycle
threshold (Ct) foram determinados com a plataforma Cloud (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Ma, EUA). miRNAs com valores de Ct > 38 foram
considerados como indeterminados e descartados. Apenas os miRNAs
detectados em pelo menos 68% das amostras foram considerados para as
analises estatisticas. Dessa forma, foram descartadas as expressdes dos
seguintes 23 miRNAs: miR-107, miR-10a-5p, miR-124-3p, miR-125a-3p,
miR-132-3p, miR-137, miR-138-5p, miR-147b, miR-204-5p, miR-211-5p,
miR-212-3p, miR-218-5p, miR-219a-5p, miR-330-3p, miR-335-5p, miR-340-
5p, miR-34c¢-5p, miR-489-3p, MmiR-494-3p, miR-498, miR-518d-5p, miR-940 e
miR-96-5p. A normalizagdo entre as amostras foi realizada pelo método
Quantil  utilizando o programa  Expander™®  (disponivel em

http://acgt.cs.tau.ac.il/expander), conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Graficos de boxplot demonstrando a normalizagao das amostras por
quantil

Para escolha de normalizador interno da amostra, os miRNAs
detectados em 100% das amostras foram testados quanto sua estabilidade
intra-amostra e entre os diferentes grupos bioldégicos com o programa
NormFinder (Departamento de Medicina Molecular, Hospital Universitario
Aarhus, Dinamarca; disponivel em: https://moma.dk/normfinder-software),
sendo as diretrizes propostas por Andersen et al''. Apos este
procedimento, o miR-let-7i foi utilizado na normalizacdo dos valores de
expressdo de todos os demais miRNAs. Dessa forma, os valores de

expressao dos miRNAs foram demonstradas através do -ACt.
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4.3.4 Analise estatistica

Os valores obtidos pelo estudo de cada variavel continua de
distribuicdo paramétrica foram organizados e descritos através da média e
do desvio padrdao (DP) ou erro padrao (EP). Para as categorizadas, foram
utilizadas frequéncias absolutas e relativas. Os valores de corte de variaveis
quantitativas foram determinados por analise de curva Receiver Operating
Characteristic (ROC) e as qualitativas, por associagéo de categorias. Para a
comparagao de duas populagcbes amostrais, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney e entre trés ou mais populagdes, o teste de Kruskall-Wallis com
teste auxiliar de Dunn. Comparacdes da frequéncia de um fenbmeno entre
grupos de variaveis categorizadas foram realizadas com aplicagao do teste
do qui-quadrado ou exato de Fisher. As analises de sobrevivéncia foram
realizadas pelo método de Kaplan-Meier e as comparagdes entre as curvas
pelo teste de Log-Rank. Variaveis com p<0,10 a analise univariada foram
submetidas a analises multivariadas, que foram realizadas através de
modelos de regresséo linear, para variaveis independentes quantitativas, ou
logistica, para variaveis independentes qualitativas. Clusteres hierarquicos
nao supervisionados das amostras e dos miRNAs baseados em distancia
Euclidiana com ligagdo completa foram realizados com os miRNAs
diferencialmente expressos. Estimativas de acuracia (area sob a curva ROC
- AUC), além de sensibilidade e especificidade foram determinadas também
por analises de curva ROC (os valores de Z-score da expressao foram
utilizados nos casos de miRNAs superexpressos e o negativo do Z-score

nos casos daqueles subexpressos). Em todas essas analises, foi utilizado o
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programa estatistico SPSS® versdo 26.0 (SPSS® Inc; llinois, EUA). Ainda, as
comparagoes estatisticas da expressdo dos miRNAs nos diferentes grupos
biologicos foram realizadas usando os testes de Significance Analysis of
Microarrays (SAM) e os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney ou
Kruskal-Wallis com ajuste de false discovery ratio (FDR), quando utilizadas,
com o emprego do programa Multi Experimental Viewer (MeV) versao 4.5.0;
disponivel em: http://mev.tm4.org, que também foi utilizado na obtencdo dos

graficos de heatmap.



5 RESULTADOS
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ApOs a caracterizagdo dos grupos, os resultados advindos na
presente tese, serdo primeiramente demonstrados na diferenciagcéo entre o
carcinoma de células escamosas da cavidade oral e a mucosa sadia e,
posteriormente, na diferenciacdo entre os tumores superficiais e espessos,
em comparagdo a mucosa normal. Por ultimo, serdo abordadas as
comparagdées entre as expressbes de miIRNAs e os marcadores
imunoistoquimicos, além do possivel impacto clinico dos achados,

atendendo a sequéncia dos objetivos propostos.

5.1 Caracterizagao dos grupos

Foram incluidos 11 espécimes de mucosa sadia obtidos de cirurgias
por tumores benignos da cavidade oral, o que caracterizou o grupo “controle”
do estudo. Destes, 9 (81,8%) eram homens, apresentavam média de idade
de 54 anos (DP de 9,2 anos) e 6 (54,5%) eram ainda tabagistas.

Os 26 espécimes de cancer da cavidade oral foram compostos por 12
tumores classificados como “superficiais” (com 5 mm de espessura) e 14
tumores classificados como “espessos” (com 15 ou 25 mm de espessura).
As caracteristicas demograficas, clinicas e anatomopatologicas estédo

demonstradas na Tabela 1. Nota-se a semelhante distribuicdo dos grupos
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quanto as variaveis demograficas dos dois grupos, porém com tumores com
caracteristicas anatomopatoldgicas e de seguimento mais desfavoraveis
naqueles com tumores espessos, como era de se esperar dado ao fato de a
espessura tumoral ser um fator sabidamente de pior prognostico nestes

pacientes.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e
anatomopatolégicas dos pacientes com carcinoma de
células escamosas da cavidade oral incluidos no estudo

Grupo de tumores Grupo de tumores
Variavel superficiais espessos
(5 mm de espessura) (15 ou 25 mm de espessura)

Sexo Masculino 9 (75%) 9 (64,3%)
Idade* 62,1+ 11,1 anos 62,6 + 7,6 anos
Sitio Primario

Area retromolar 2 (16,7%) -

Rebordo gengival 1(8,3%) 2 (14,2%)

Lingua 8 (66,7%) 5 (35,7%)

Soalho de boca 1(8,3%) 3 (21,4%)

Mucosa jugal - 1(7,1%)

Palato duro - 3 (21,4%)
Tabagismo 9 (75%) 11 (78,6%)
Etilismo 5 (41,7%) 10 (71,4%)
Grau de diferenciagao

Bem 5(41,7%) 3(21,4%)

Moderadamente 6 (50%) 10 (71,4%)

Pouco 1(8,3%) 1(7,1%)
Invasao perineural 0 (0%) 9 (64,3%)
Invasdo angiolinfatica 1(8,3%) 2 (14,3%)
Metastases linfonodais 5 (41,7%) 10 (71,4%)
Extravasamento capsular 4 (80%) 7 (70%)
Radioterapia adjuvante 5 (41,7%) 11 (78,6%)
Quimioterapia adjuvante 2 (16,7%) 4 (28,6%)
Recidiva locorregional 0 (0%) 2 (14,3%)
Metastases a distancia 0 (0%) 2 (14,3%)
Morte 1(8,3%) 7 (50%)

* Média + Desvio-padrédo
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5.2 Anadlise do perfil de microRNAs na diferenciagdo entre mucosa
normal e o carcinoma de células escamosas da cavidade oral

Os espécimes de ambos os grupos tumorais (superficial ou espesso)
foram agrupados nessa primeira analise para a diferenciagdo da expressao
entre os mMiRNAs e a mucosa normal.

Observou-se a menor expressdo de miR-10b-5p, miR-221-3p, miR-
222-3p, miR-320a, miR-485-5p e miR-99a-5p e maior expressao de miR-
106b-5p, miR-21-5p, miR-223-3p e miR-34a-5p no tecido tumoral, quando
comparado a mucosa sadia, a analise univariada. Os resultados completos

estdao demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Analise univariada da expressao diferencial de microRNAs
entre a mucosa normal e os espécimes tumorais,
normalizados pelo miR-let-7i

Mucosa normal

microRNA

Média EP
miR-let7b-5p  -1427 0275 -1,824 0,213 0,332
miR-let7d-5p  -4606 0366 -5213 0,198 0,192
miR-1-3p 1,779 0,399 -0,212 0,275 0,120
miR-106b-5p  -4496 0,395 -3219 0,295 0,030
miR-10b-5p 2908 0270 -4216 0,195 <0,001
miR-1258 -0,745 0,206 -1,056 0,156 0,228
miR-125b-5p  -0,190 0226 -0,648 0,174 0,132
miR-126-3p -0,955 0,254 -1,143 0,201 0,614
miR-133a-3p  -2,280 0,518 -2,509 0,726 0,485
miR-143-3p 1,444 0,347 -0,616 0,144 0,028
miR-155-5p 6,445 0,658 -6,598 0,364 0,949
miR-16-5p 4411 0,397 -4018 0,226 0,454
miR-17-5p 4737 0416  -5141 0,342 0,562
miR-184 3706 0,864 -3,533 0,424 0,864
miR-192-5p -4,221 1,012 -4731 0,555 0,828
miR-200a-3p  -2,763 0,189 2,678 0,243 0,961
miR-200b-3p  -0,822 0311 -0,337 0,279 0,256
miR-200c-3p  -1,836 0,173  -1,524 0,217 0,460
miR-203a-3p  -2,535 0,383 -3227 0,275 0,271
miR-205-5p 0197 0407 -0,091 0213 0,316
miR-21-5p 2,010 0260 0229 0,176 <0,001
miR-221-3p 1,582 0,296 -2,542 0,230 0,012
miR-222-3p 4557 0,238 5913 0,316 0,013
miR-223-3p 5383 0,326 -3,959 0,206 0,005
miR-27a-3p 2,493 0350 -1,786 0,183 0,097
miR-29a-3p 3036 0412 2791 0,178 0,653
miR-29b-3p 3261 0315 2,501 0,188 0,109
miR-29¢-3p 2961 0353 2365 0,155 0,130
miR-30a-5p 0,904 0,358 -0,637 0,304 0,553
miR-31-5p 4736 0578  -4,627 0,292 0,701
miR-320a 0,538 0,318  -1,794 0,294 0,016
miR-34a-5p 3005 0301 2,162 0,162 0,033
miR-373-3p 6,741 0,690 -7,719 0,393 0,219
miR-375 1,246 0,381 -0,662 0,203 0,196
miR-376c-3p  -6,667 0,297 -6,685 0,485 0,668
miR-378a-3p  -2452 0,301 2,950 0,452 0,876
miR-485-5p 2970 0554 -5621 0,448 0,008
miR-9-5p 2377 0936 2015 0,301 0,781
miR-99a-5p 1,786 0,293 2,738 0,191 0,013

EP = erro-padrao; § - Mann-Whitney
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A analise multivariada (Tabela 3), notou-se que, dentre os miRNAs
identificados como diferentemente expressos, foram preditores de
malignidade a alta expressdo dos miR-21-5p, e miR-106-5p e a baixa
expressao do miR-320a, e miR-222-3p. Ainda, a associagao desses quatro
miRNAs demonstrou uma boa diferenciagcdo entre as amostras (modelo de
regressao linear; R?=0.926, EP=0,119; p=0,001), segundo demonstrado no

Dendograma da Figura 9.

Tabela 3 - Analise multivariada por regressao linear, demonstrando os
coeficientes do modelo com os quatro microRNAs
diferentemente expressos, na diferenciagdo entre as
amostras tumorais e a mucosa sadia

microRNA Beta 1C95% p
miR-21-5p 0,131 0,070 0,191 <0,001
miR-320a -0,092 -0,139 -0,045 0,001
miR-106b-5p 0,149 0,094 0,203 <0,001

miR-222-3p -0,107 -0,158 -0,056 0,001
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Dendrograma usando ligagdo média {entre grupos)
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Figura 9 - Dendograma hierarquico demonstrando a segregagao entre os grupos
tumoral e mucosa sadia através dos miRs 21-5p, 320a, 106-5p e 222-3p

A analise de heatmap utilizando-se os mMiIRNAs diferentemente
expressos a analise estatistica multivariada (aumento de miR-21-5p e miR-
106b-5p e diminuicdo na expressdao de miR320a, e miR-222-3p) é
demonstrado na Figura 10. Nota-se também uma boa segregacao entre as

amostras sadias e tumorais utilizando-se os quatro miRNAs selecionados.
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Figura 10 - Heatmap demonstrando os miRNAs diferentemente expressos e a analise
de cluster hierarquico das amostras na diferenciagdao entre os espécimes
tumorais e a mucosa sadia, considerando-se somente os miRNAs
diferentemente expressos na analise multivariada (miR -21-5p, miR320a,
miR-106b-5p e miR-222-3p). Os spots em amarelo representam amostras
com menor expressao e os em azul com maior expressao de miRNAs

Estimando-se a acuracia no diagnostico diferencial entre os tecidos
tumorais e a mucosa sadia, o miR-21-5p (AUC=0,972; 1C95%: 0,911 - 1,000)
foi o de melhor desempenho estatistico, seguido do miR-222-3p
(AUC=0,798; 1C95%: 0,620 - 0,975), miR-320a (AUC=0,786; 1C95%: 0,570 —
1,030) e do miR-106-5p (AUC=0,770 IC95%: 0,586 - 0,954), estudados

como variaveis continuas. As curvas s&o demonstradas na Figura 11.
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Figura 11 - Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) demonstrando a acuracia
no diagnoéstico do carcinoma de células escamosas da cavidade oral em
comparacgio a mucosa sadia dos miRNAs 21-5p, 106b-5p, 222-3p e 320a

5.3 Anadlise da expressao de marcadores imunoistoquimicos na mucosa
normal e no carcinoma de células escamosas da cavidade oral

Em relagdo aos marcadores imunoistoquimicos (Figuras 12 e 13),
notou-se uma maior expressao de p53, EGFR, metaloproteinase-2 (MMP-2),
laminina beta, Ki67 e CD34 nas células tumorais quando comparado a
mucosa sadia. Ainda, evidenciou-se maior expressao de MMP-2, MMP-9,
laminina alfa e laminina beta nos fibroblastos relacionados ao tumor, além de
menor continuidade de colageno tipo IV na membrana basal. Os dados
completos estdo demonstrados nas Tabelas 4 (dados brutos) e 5 (dados
estratificados). Esses resultados demonstram maiores indices de
proliferacao celular, neoangiogénese e degradagdo da matriz extracelular

nos espeécimes tumorais, inclusive mediada por fibroblastos.
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Figura 12 - Imunoexpressao diferencial dos diversos marcadores imunoistoquimicos
entre os espécimes de carcinoma de células escamosas da cavidade oral
e a mucosa sadia. (imunoistoquimica, peroxidase, 200x)
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Figura 13 - Imunoexpressao diferencial de marcadores imunoistoquimicos relacionados
a matriz extracelular entre os espécimes de carcinoma de células escamosas
da cavidade oral e a mucosa sadia (imunoistoquimica, peroxidase, 200x;
400x colageno tipo IV na mucosa sadia) colageno (imagens b, c, f e g) seta
vermelha indica a marcagdo em fibroblastos e (imagem j) a seta azul indica
presenca de colageno tipo IV na membrana basal e seta vermelha auséncia
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Tabela 4 - Expressao diferencial de marcadores imunoistoquimicos na
diferenciagao entre os espécimes tumorais e a mucosa sadia

Imunoexpressao

0-10% 10-25% 25-50% 50-75%
BCL2
controle 0 (0%) 11 (100%) 0 (0%) - - 0 (0%) 0.594
tumor 1(3,8%) 22 (33,3%) 2(97,7%) - - 1(3,8%) ’
p16
controle 4 (36,4% 7 (63,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 0.080
tumor 1(3,8%) 20 (76,9%) 1(3,8%) 1(3,8%) 3 (11,5%) - ’
p53
controle 2 (18,2%) 9 (81,8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0.127
tumor 3 (11,5%) 10 (38,5%) 3(11,5%) 2 (7,7%) 5(19,2%) 3 (11,5%) ’
EGFR
controle - 1(9,1%) 5 (45,5%) 2(18,2%) 2(18,2%) 1(9,1%) 0.040
tumor - 1(3,8%) 0 (0%) 15 (57,7%) 8 (30,8%) 2(7,7%) ’
MMP-2 Fibroblasto
controle - 1(9,1%) 6 (54,5%) 4 (36,4%) 0 (0%) 0 (0%) 0.082
tumor - 1(7,7%) 4 (15,4%) 11 (42,3%) 8 (30,8%) 1(3,8%) ’
MMP-2 Lesao
controle - 4 (36,4%) 3(27,3%) 2(18,2%) 2(18,2%) 0 (0%) 0.001
tumor - 1(3,8%) 0 (0%) 7 (26,9%) 9 (34,6%) 9 (34,6%) ’
MMP-9 Fibroblasto
controle 8 (72,7%) 2 (18,2%) 0 (0%) 1(9,1%) 0 (0%) - <0.001
tumor 0 (0%) 8 (30,8%) 5(19,2%) 9 (34,6%) 4 (15,4%) - ’
MMP-9 Lesao
controle 5 (45,5%) 3(27,3%) 1(9,1%) 2 (18,2%) 0 (0%) - 0.006
tumor 0 (0%) 11 (42,3%) 8(30,8%) 6 (23,1%) 1(3,8%) - ’
Heparanase (HPA-1)
controle 1(9,1%) 6 (54,5%) 3(27,3%) 1(9,1%) 0 (0%) -
tumor  5(19,2%) 9 (34,6%) (421’;%) 0 (0%) 1(3,8%) - B
Laminina B Fibroblasto
controle 0 (0%) 4 (36,4%) 2(18,2%) 4 (36,4%) 1(9,1%) - 0.004
tumor 7 (26,9%) 14 (53,8%) 5(19,2%) 0 (0%) 0 (0%) - ’
Laminina 8 Lesao
controle 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 0.001
tumor 3 (11,5%) 13 (50%) 6 (23,1%) 1(3,8%) 3 (11,5%) - ’
Laminina a Fibroblasto
controle 0 (0%) 11 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) - 0018
tumor  5(19,2%) 10 (38,5%) 6(23,1%) 2(7,7%) 3 (11,5%) - ’
Laminina a Lesao
controle 4 (36,4%) 7 (63,6%) 0 (0%) 0 (0%) - - 0.090
tumor 2 (7,7%) 18 (68,2%) 5(19,2%) 1(3,8%) - - ’
Heparanase 2 (HPA-2)
controle 3 (27,3%) 8(72,7%) 0 (0%) 0 (0%) - - 0384
tumor  5(19,2%) 15 (57,7%) 4 (15,4%) 2(7,7%) - - ’
Syndecan 1
controle - - - 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%) 0450
tumor - - - 7 (26,9%) 12 (46,2%) 7 (26,9%) ’
Syndecan 4
controle 3 (27,3%) 7 (63,6%) - 1(9,1%) - - 0205
tumor 12 (46,2%) 14 (53,8%) - 0 (0%) - - ’
Colageno tipo IV
controle - - - 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%) 0.015
tumor - 3(11,5%) 5(19,2%) 10 (38,5%) 7 (26,9%) 1(3,8%) ’
Decorin
controle - 2(18,2%) 1(9,1%) 6 (54,5%) 2(18,2%) -
tumor - 5(19.2%) 421’;% ) 9(346%) 1(3,8%) - 0,148
Ki-67*
controle 23,5 (2,5) "
tumor 34,5 (3,0) e
CD34*
controle 81,3 (7,9) "
tumor 84,2 (5,9) 0,460
VEGFR3*
controle 17,3 (5,7) .
tumor 30,0 (8.3) Gy

* Média (erro-padrao); teste de Mann-Whitney. § - qui-quadrado
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Tabela 5 - Expressao diferencial de marcadores imunoistoquimicos
estratificados na diferenciagao entre os espécimes tumorais
e a mucosa sadia

Grupo / Marcador Imunoexpressao p§
BCL2 £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.240
tumor 23 (88,5%) 3(11,5%) ’
p16 <50% >50%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.118
tumor 21 (80,8%) 5(19,2%) ’
p53 <25% >25%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.016
tumor 16 (61,5%) 10 (38,5%) ’
EGFR <25% >25%
controle 6 (54,5%) 5 (45,5%) <0.001
tumor 1(3,8%) 25 (98,2%) ’
MMP-2 Fibroblasto <50% >50%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.025
tumor 17 (65,4%) 9 (34,6%) ’
MMP-2 Leséao <50% >50%
controle 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0.004
tumor 8 (30,8%) 18 (69,2%) ’
MMP-9 Fibroblasto <25% >25%
controle 10 (90,9%) 1(9,1%) 0.019
tumor 13 (50%) 13 (50%) ’
MMP-9 Leséao <25% >25%
controle 9 (81,8%) 2 (18,2%) 0.572
tumor 19 (73,1%) 7 (26,9%) ’
Heparanase (HPA-1) £10% >10%
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%) 0.582
tumor 14 (53,8%) 12 (46,2%) ’
Laminina B Fibroblasto £10% >10%
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%) 0.008
tumor 5(19,2%) 21 (80,8%) ’
Laminina B Lesao £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.016
tumor 16 (61,5%) 10 (38,5%) ’
Laminina a Fibroblasto £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.010
tumor 15 (57,7%) 11 (42,3%) ’
Laminina a Lesao £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.082
tumor 20 (78,9%) 6 (23,1%) ’
Heparanase 2 (HPA-2) £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%) 0.082
tumor 20 (76,9%) 6 (23,1%) ’
Syndecan 1 <75% >75%
controle 8 &2,7%) 2(27,3% 0.963
tumor 19 (73,1%) 7 (26,9%) ’
Syndecan 4 Presente Ausente
controle 8 (72,7%) 3(27,3%) 0.285
tumor 14 (53,8%) 12 (46,2%) ’
Colageno tipo IV <50% >50%
controle 0 (0%) 11 (100%) <0.001
tumor 18 (69,2%) 8 (30,8%) ’
Decorin <25% >25%
controle 3 (27,3%) 8 (72,7%) 0.057
tumor 16 (61,5%) 10 (38,5%) ’
ki-67 <30% >30%
controle 10 (90,9%) 1(9,1%) 0.011
tumor 12 (46,2%) 14 (53,8%) ’
CD34 <100 >100
controle 10 (90,9%) 1(9,1%) 0.049
tumor 15 (57,7%) 11 (42,3%) ’
VEGFR3 <30 >30
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%) 0.603
tumor 16 (61,5%) 10 (38,5%) ’

§ - Teste exato de Fisher
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5.4 Analise do perfil de microRNAs na diferenciagao entre os tumores
superficiais e espessos da cavidade oral, em comparagdo com a
mucosa normal

Na comparagéo entre os grupos, considerando-se separadamente os
grupos de tumores superficiais (com 5 mm de espessura) e espessos (com
15 ou 25 mm de espessura), observou-se uma diferengca de expressao nos
miRs 1-3p, 10b-5p, 133a-3p, 21-5p, 222-3p, 223-3p, 223-3p, 485-5p e 99a-
5p no tecido tumoral, quando comparado a mucosa sadia (Tabela 6). Nas
analises por pares (Tabela 7), notou-se uma significativa menor expressao
do miR-133a-3p nos tumores espessos quando comparados aos espécimes
superficiais do carcinoma de células escamosas, porém sem uma adequada
segregacdo entre as amostras (Figura 14). As demais diferencas
encontradas referem-se basicamente a diferencas de expressédo entre os

espécimes tumorais € a mucosa sadia, mais bem exploradas na sesséo 5.2.
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Tabela 6 - Analise univariada da expressao diferencial de microRNAs
entre os espécimes de carcinoma de células escamosas
superficiais e espessos, em comparagao a mucosa sadia,
normalizados pelo miR-let-7i

Mucosa sadia Tumc_trt_es_ UETERES
microRNA superficiais espessos
Média EP Média EP Média EP
miR-let7b-5p -1,427 0,275 -1,822 0,353 -1,825 0,269 0,521
miR-let7d-5p -4,606 0,366 -5,217 0,328 -5,209 0,249 0,400
miR-1-3p -1,779 0,399 0,437 0,378 -0,811 0,327 0,009
miR-106b-5p -4,496 0,395 -3,115 0,536 -3,312 0,315 0,068
miR-10b-5p -2,908 0,270 -4,137 0,308 -4,296 0,252 0,003
miR-1258 -0,745 0,206 -0,894 0,264 -1,180 0,189 0,326
miR-125b-5p -0,190 0,226 -0,541 0,262 -0,740 0,238 0,251
miR-126-3p -0,955 0,254 -0,911 0,336 -1,342 0,237 0,534
miR-133a-3p -2,280 0,518 -0,565 0,583 -4,176 1,084 0,032
miR-143-3p -1,444 0,347 -0,691 0,231 -0,551 0,185 0,085
miR-155-5p -6,445 0,658 -6,988 0,608 -6,268 0,433 0,660
miR-16-5p -4,411 0,397 -4,040 0,244 -4,000 0,374 0,737
miR-17-5p -4,737 0,416 -5,273 0,550 -5,046 0,451 0,657
miR-184 -3,706 0,864 -3,291 0,789 -3,734 0,443 0,135
miR-192-5p -4,221 1,012 -4,181 0,883 -5,226 0,698 0,465
miR-200a-3p -2,763 0,189 -3,049 0,436 -2,361 0,236 0,721
miR-200b-3p -0,822 0,311 -0,528 0,489 -0,174 0,317 0,494
miR-200c-3p -1,836 0,173 -1,898 0,319 -1,204 0,278 0,258
miR-203a-3p -2,535 0,383 -2,916 0,271 -3,494 0,452 0,418
miR-205-5p 0,197 0,407 0,002 0,349 -0,171 0,269 0,488
miR-21-5p -2,010 0,260 -0,209 0,246 0,604 0,207 <0,001
miR-221-3p -1,582 0,296 -2,421 0,324 -2,637 0,329 0,042
miR-222-3p -4,557 0,238 -6,352 0,513 -5,630 0,398 0,032
miR-223-3p -5,383 0,326 -4,094 0,290 -3,845 0,298 0,036
miR-27a-3p -2,493 0,350 -1,735 0,303 -1,832 0,226 0,241
miR-29a-3p -3,036 0,412 -2,896 0,307 -2,695 0,202 0,858
miR-29b-3p -3,261 0,315 -2,445 0,277 -2,549 0,264 0,264
miR-29¢-3p -2,961 0,353 -2,399 0,244 -2,335 0,207 0,309
miR-30a-5p -0,904 0,358 -0,587 0,456 -0,677 0,423 0,829
miR-31-5p -4,736 0,578 -5,010 0,282 -4,326 0,466 0,531
miR-320a -0,538 0,318 -1,842 0,451 -1,753 0,401 0,056
miR-34a-5p -3,005 0,301 -2,161 0,255 -2,163 0,216 0,102
miR-373-3p -6,741 0,690 -7,956 0,596 -7,482 0,533 0,137
miR-375 -1,246 0,381 -0,464 0,302 -0,859 0,271 0,252
miR-376¢c-3p -6,667 0,297 -6,540 0,755 -6,804 0,661 0,271
miR-378a-3p -2,452 0,301 -2,019 0,589 -3,748 0,611 0,092
miR-485-5p -2,970 0,554 -5,570 0,603 -5,655 0,644 0,041
miR-9-5p -2,377 0,936 -2,047 0,432 -1,983 0,442 0,799
miR-99a-5p -1,786 0,293 -2,530 0,256 -2,916 0,278 0,003

§ (Kruskall-Wallis)
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Tabela 7 - Analise univariada da expressao diferencial de microRNAs
por pares entre os espécimes de carcinoma de células
escamosas superficiais e espessos e a mucosa sadia,
normalizados pelo miR-let-7i

microRNA Contrt?l(-_; X Controle x Superficial x
Superficial* Espesso* Espesso*
miR-1-3p 0,002 0,162 0,069
miR-10b-5p 0,005 0,002 0,750
miR-133a-3p 0,072 0,699 0,012
miR-21-5p 0,009 <0,001 0,085
miR-221-3p 0,064 0,015 0,641
miR-222-3p 0,011 0,062 0,352
miR-223-3p 0,043 0,004 0,365
miR-485-5p 0,019 0,018 0,892
miR-99a-5p 0,112 0,008 0,310

* Valores de p (teste auxiliar de Dunn)
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Dendrograma usando ligacao média (entre grupos)
Combinacdo de cluster de distancia redimensionado
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Figura 14 - Dendograma hierarquico nao demonstrando uma adequada segregagao
entre os grupos tumorais (superficial e espesso) e mucosa sadia através
do miR-133a-3p
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Como a discriminagao pela analise anterior ndo foi capaz de segregar
adequadamente os grupos considerando todos os miRNAs na diferenciagao
dos trés grupos (tumores superficiais e espessos e a mucosa sadia), foi
realizada a analise de SAM. Com esta, foram identificados 4 miRNAs
diferentemente expressos (miR-1-3p, miR-21-5p, miR-133a-3p e miR485-5p)
com um FDR de 0,000 e taxa de miRNAs falsos-positivos de 0,000,

demonstrados na Figura 15.
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Figura 15 - Heatmap demonstrando os miRNAs diferentemente expressos e a analise
de cluster hierarquico das amostras na diferenciagdao entre os espécimes
tumorais superficiais e espessos e a mucosa sadia, pela analise de
Significance Analysis of Microarrays. Os spots em amarelo representam
amostras com menor expressao e os em azul com maior expressao de
miRNAs

Excluindo-se o0 miR-485-5p e utilizando-se somente os miRNAs com
melhores resultados a analise de diferenciacdo entre os tumores superficiais
e espessos (aqueles com valores de p<0,10), ou seja, os miRs 1-3p, 21-5p e
133a-3p, percebe-se ainda uma melhor aglutinagdo dos grupos, conforme

demonstrado na Figura 16. Ainda, uma analise considerando somente o
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miR-133a-3p, o unico diferentemente expresso entre os tumores superficiais

e espessos é representada na Figura 17.
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Figura 16 - Heatmap e a andlise de cluster hierarquico das amostras na diferenciagao
entre os espécimes tumorais superficiais e espessos e a mucosa sadia
pelos miRs diferentemente expressos (miRs 1-3p, 21-5p e 133a-3p). Os
spots em amarelo representam amostras com menor expressao e os em
azul com maior expressao de miRNAs
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Figura 17 - Heatmap e a andlise de cluster hierarquico das amostras na diferenciagao
entre os espécimes tumorais superficiais e espessos e a mucosa sadia
pelo miR-133a-3p. Os spots em amarelo representam amostras com
menor expressao e os em azul com maior expressao de miRNAs

Visando encontrar miRNAs que pudessem promover a diferenciagao
entre os tumores superficiais e os espessos e, dessa forma, avaliar os
miRNAs envolvidos no processo de invasdo tumoral, os espécimes de
mucosa sadia foram excluidos. Encontrou-se uma menor expressao de miR-
1-3p e de miR-133a-3p, além de uma maior expressdo de miR-21-5p
(respectivamente, p=0,040, p=0,017 e p=0,020 — teste de Mann-Whitney)

nos espécimes espessos quando comparados aos tumores superficiais,
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demonstrados na Figura 18. A regresséo linear, que incluiu também o miR-
378a-3p (com menor expressdo marginal a analise univariada nos tumores
espessos; p=0,060), apenas o miR-133a-3p manteve-se como unico
determinante de tumores espessos (modelo de regresséo linear; R?=0,224;

EP=0,459; p=0,017).
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Figura 18 - Graficos de boxplot demonstrando a expressao diferencial entre miR-1-
3p, miR-133a-3p e mMiR-21-5p e os grupos de estudo. Houve uma
significativa menor expressao de miR-1-3p e de miR-133a-3p, além de
uma maior expressao de miR-21-5p (*p=0,040, **p=0,017 e ***p=0,020 -
teste de Mann-Whitney) nos espécimes espessos quando comparados
aos tumores superficiais (excluindo-se o grupo de espécimes de mucosa
sadia da andlise)
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Mantendo-se ainda somente os espécimes tumorais (superficiais e
espessos), nota-se uma boa segregagao entre os grupos através da
expressao dos trés miRNAs (mir-1-3p, miR-133a-3p e miR-21-5p) e, de uma
maneira menos precisa, pelo miR133a-3p isoladamente, conforme

demostrado, respectivamente nas Figuras 19 e 20, respectivamente.

Dendrograma usando ligacio média (entre grupos)
Combinacdo de cluster de distincia redimensionado
SI 1|0 1|5 2|0 25

!
i

superficial 9

espesso 15

superficial 26

superficial 10

superficial 27

superficial 24

superficial 25

superficial 12

espesso 28
superficial 2
BSpesse 6
superficial 1 —

> superficial 11

superficial 14

L] I_I_L I_t 1T 7 O

espesse 30
espesso 33
espasso 16
aspessc 17
espesse 18
espasso 29
espesso 31
espesso 4

superficial 13

L

espesso 32

espesso 5

Figura 19 - Dendograma hierarquico demonstrando uma boa segregagdao entre os
tumores superficias e espessos através dos miRs 1-3p, 21-5p e 133a-3p
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Dendrograma usando ligacio média (entre grupos)
Combinagao de cluster de distancia redimensionado

5 10 15 20 25
1 1 1 1 1

a
supetficial 13 J
]

espesso 32
espesse 4
espasso 29
espesso 31
espessc 3
espesso 5

superficial 24

[ ]

superficial 25

espesso 15 J
26

superficial

superficial 10—

superficial 27

-
superficial 99—
superficial 1
espesso 28—
espesso 6
supetficial 12—
superficial 2
espesso 30—
espasso 33
espesso 17— —|
espesso 18
superficial 14
espesse 16 J

superficial 11

Figura 20 - Dendograma hierarquico nao demonstrando uma adequada segregagao
entre os grupos tumorais (superficial e espesso) e mucosa sadia através
do miR-133a-3p isoladamente
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O heatmap com os miRs 1-3p, 133a-3p e 21-5p também demonstrou

um bom agrupamento dos casos (Figura 21).
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Figura 21 - Heatmap e a anadlise de cluster hierarquico das amostras na diferenciagao
entre os espécimes tumorais espessos e superficiais pelos miR-1-3p,
miR-133a-3p e miR-21-5p. Os spots em amarelo representam amostras
com menor expressao e os em azul com maior expressao de miRNAs

Ja utilizando-se somente o miR-133a-3p, o unico diferentemente

expresso entre os tumores superficiais e espessos, é demonstrada na Figura

22.
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Figura 22 - Heatmap e a andlise de cluster hierarquico das amostras na diferenciagao
entre os espécimes tumorais espessos e superficiais. Os spots em
amarelo representam amostras com menor expressao e os em azul com
maior expressao de miRNAs
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Estimando-se entdo a acuracia no diagnostico diferencial entre os
tumores espessos e os superficiais, 0 miR-21-5p (AUC=0,753; 1C95%: 0,553
- 0,953), miR-133a-3p (AUC=0,756; 1C95%: 0,559 — 0,954) e o miR-1-3p
(AUC=0,740; 1C95%: 0,537 - 0,944) tiveram desempenhos semelhantes,

individualmente. As curvas s&do demonstradas na Figura 23.

1.0 | Origem da curva
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miR-21-5p
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Figura 23 - Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) demonstrando a acuracia
no diagnostico dos casos espessos do carcinoma de células escamosas
da cavidade oral em comparacido aos tumores superficiais para os miRs
1-3p, 21-5p e 133a-3p
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5.5 Andlise da expressao de marcadores imunoistoquimicos nos
tumores superficiais e espessos da cavidade oral, em comparagao
com a mucosa normal

Analisando-se o0s marcadores imunoistoquimicos diferentemente
expressos entre os tumores superficiais e espessos, notou-se maior
expressdo de MMP-2, MMP-9, laminina alfa nos fibroblastos relacionados ao
tumor dos tumores espessos e também de MMP-2 nas células tumorais,
também dos tumores espessos, além de menor continuidade progressiva
(mucosa vs. tumores superficiais vs. neoplasias espessas) de colageno tipo
IV na membrana basal. Excluindo-se os espécimes de mucosa sadia e
analisando somente os espécimes tumorais, evidenciou-se maior expressao
de MMP-2 (p=0,014 - teste exato de Fisher) e metaloproteinase-9 (MMP-9;
p=0,024 — teste exato de Fisher) nos fibroblastos relacionados ao tumor), em
uma analise de subgrupo, conforme demonstrado nas Figuras 24 e 25.
Notou-se também uma maior degradagdo da membrana basal, aferida pela
maior perda de continuidade do colageno tipo IV nos tumores espessos,
apesar de n&o estatisticamente diferente, provavelmente pelo pequeno
universo amostral, (78,6% de continuidade superior a 50% da membrana
basal nos tumores superficiais, em comparagcdo a 58,3% nos espessos;
p=0,401 - teste exato de Fisher). As demais diferengcas encontradas
referem-se basicamente a diferengcas entre a expressao tumoral em
comparagdo a mucosa sadia que foram exploradas na sessdo 5.3. Os
resultados completos estdo detalhados nas Tabelas 8 (dados brutos) e 9

(dados estratificados).
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Tabela 8 - Expressao diferencial de marcadores imunoistoquimicos na
diferenciacao entre os espécimes tumorais superficiais e
espessos, além da mucosa sadia

Grupo Imunoexpressao 5
° 0% 0-10% 10-25% 25-50% -75% >75% P

BCL2
controle 0 (0%) 11 (100%) 0 (0%) - - 0 (0%)
superficial 0 (0%) 10 (83,3%) 1(8,3%) - - 1(8,3%) 0,570
espesso 1(7,1%) 12 (85,7%) 1(85,7%) - - 0 (0%)
p16
controle 4 (36,4%) 7 (63,6%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
superficial 0 10 (83,3%) 1(8,3%) 0 (0%) 1(8,3%) - 0,157
espesso 1(7,1%) 10 (71,4%) 0 (0%) 1(7.,1%) 0 (0%) -
p53
controle 2(18,2%) 9 (81,8%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)
superficial 0 (0%) 6 (50%) 3(25%) 1(8,3%) 0 (0%) 2(16,7%) 0,010
espesso 3(21,4%) 4 (28,5%) 0 (0%) 1(7.1%) 5(35,7%) 1(7.1%)
EGFR
controle - 1(9,1%) 5 (45,5%) 2(18,2%) 2(18,2%) 1(9,1%)
superficial - 0 (0%) 0 (0%) 7 (58,3%) 3 (25%) 2(16,7%) 0,018
espesso - 1(7,1%) 0 (0%) 8(57,1%) 5(35,7%) 0(0%)
MMP-2 Fibroblasto
controle - 1(9,1%) 6 (54,5%) 4 (36,4%) 0 (0%) 0 (0%)
superficial - 2(16,7%) 3(25%) 6 (50%) 1(8,3%) 0 (0%) 0,021
espesso - 0 (0%) 1(7.,1%) 5(35,7%) 7 (50%) 1(7.1%)
MMP-2 Lesao
controle - 4 (36,4%) 3(27,3%) 2(18,2%) 2(18,2%) 0 (0%)
superficial - 1(8,3%) 0 (0%) 4 (33,3%) 5 (41,7%) 2(16,7%) 0,005
espesso - 0 (0%) 0 (0%) 3(21,4%) 4 (28,6%) 7 (505)
MMP-9 Fibroblasto
controle 8(72,7%) 2(18,2%) 0 (0%) 1(9,1%) 0 (0%) =
superficial 0 (0%) 6 (50%) 3 (25%) 3 (25%) 0 (0%) - <0,001
espesso 0 (0%) 2(14,3%) 2 (14,3%) 6 (42,9%) 4 (28,6%) -
MMP-9 Lesao
controle 5 (45,5%) 3(27,3%) 1(9,1%) 2(18,2%) 0 (0%) -
superficial 0 (0%) 3 (25%) 4 (33,3%) 4 (33,3%) 1(8,3%) - 0,016
espesso 0 (0%) 8(57,1%) 4 (28,6%) 2(14,3%) 0 (0%) -
Heparanase (HPA-1)
controle 1(9,1%) 6 (54,5%) 3(27,3%) 1(9,1%) 0 (0%) =
superficial 4 (33,3%) 4 (33,3%) 4 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%) - 0,348
espesso 1(7.1%) 5(35,7%) 7 (50%) 0 (0%) 1(7.,1%) =
Laminina B Fibroblasto
controle 0 (0%) 4 (36,4%) 2(18,2%) 4 (36,4%) 1(9,1%) -
superficial 5 (41,7%) 4 (33,3%) 3 (25%) 0 (0%) 0 (0%) - 0,010
espesso 2(14,3%) 10 (71,4%) 2(14,3%) 0 (0%) 0 (0%) -
Laminina B Lesao
controle 9 (81,8%) 2(18,2%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) =
superficial 1(8,3%) 7 (58,3%) 2(16,7%) 1(8,3%) 1(8,3%) - 0,007
espesso 2(14,3%) 6 (42,9%) 4 (28,6%) 0 (0%) 2(14,3%) -
Laminina a Fibroblasto
controle 0 (0%) 11 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) -
superficial 4 (33,3%) 5 (41,7%) 2(16,7%) 0 (0%) 1(8,3%) - 0,018
espesso 1(7.1%) 5(35,7%) 4 (28,6%) 2(14,3%) 2(14,3%) -
Laminina a Lesao
controle 4 (36,4%) 7 (63,6%) 0 (0%) 0 (0%) = =
superficial 1(8,3%) 8 (66,7%) 2(16,7%) 1(8,3%) - - 0,218
espesso 1(7.1%) 10 (71,4%) 3(21,4%) 0 (0%) = =
Heparanase 2 (HPA-2)
controle 3(27,3%) 8(72,7%) 0 (0%) 0 (0%) - -
superficial 4 (33,3%) 5 (41,7%) 1(8,3%) 2(16,7%) - - 0,110
espesso 1(7,1%) 10 (71,4%) 3(21,4%) 0 (0%) - -
Syndecan 1
controle - - - 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%)
superficial - - - 2(16,7%) 6 (50%) 4 (33,3%) 0,544
espesso - - - 5(35,7%) 6 (42,9%) 3(21,4%)
Syndecan 4
controle 3(27,3%) 7 (63,6%) - 1(9,1%) - -
superficial 6 (50%) 6 (50%) - 0 (0%) - - 0,507
espesso 6 (42,9%) 6 (57,1%) - 0 (0%) - -
Colageno tipo IV
controle - - - 1(9,1%) 7 (63,6%) 3(27,3%)
superficial - - 3 (25%) 4 (33,3%) 5 (41,7%) - 0,019
espesso - 3(21,4%) 2(14,3%) 6 (42,9%) 2(14,3%) 1(7.1%)
Decorin
controle - 2(18,2%) 1(9,1%) 6 (54,5%) 2(18,2%) -
superficial - 3 (25%) 6 (50%) 3 (25%) 0 (0%) - 0,315
espesso - 2 (14,3%) 5(35,7%) 5 (42,9%) 1(7.1%) -
Ki-67*
controle 23,5(2,5)
superficial 39,4 (5,2) 0,011*
espesso 30,3 (3,2)
CD34*
controle 81,3 (7,9)
superficial 92,4 (7,0) 0,407*
espesso 77,2 (8,9)
VEGFR3*
controle 17,3 (5,7)
superficial 21,7 (7,8) 0,862*
K 37,1(13,9)

* Média (erro-padréo); teste de Kruskal-Wallis; § - Qui-quadrado
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Tabela 9 - Expressao diferencial de marcadores imunoistoquimicos
estratificados na diferenciagao entre os espécimes tumorais
superficiais e espessos, além da mucosa sadia

Grupo / Marcador Imunoexpressao p§
BCL2 £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 10 (83,3%) 2(16,7%) 0,338
espesso 13 (92,9%) 1(7.1%)
p16 <50% >50%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 10 (83,3%) 2(16,7%) 0,276
espesso 11 (78,6%) 3(21,4%)
p53 <25% >25%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 7 (50%) 7 (50%) 0,020
espesso 9 (75%) 3(25%)
EGFR <25% >25%
controle 6 (54,5%) 5 (45,5%)
superficial 0 (0%) 12 (100%) 0,001
espesso 1(7,1%) 13 (92,9%)
MMP-2 Fibroblasto <50% >50%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 11(91,7%) 1(8,3%) 0,001
espesso 6 (52,9%) 8(57,1%)
MMP-2 Lesao <50% >50%
controle 9 (81,8%) 2(18,2%)
superficial 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0,010
espesso 2(21,3%) 11 (78,6%)
MMP-9 Fibroblasto <25% >25%
controle 10 (90,9%) 1(9,1%)
superficial 9 (75%) 3 (25%) 0,003
espesso 4 (28,6%) 10 (71,4%)
MMP-9 Lesao <25% >25%
controle 9 (81,8%) 2(18,2%)
superficial 7 (58,3%) 5 (41,7%) 0,228
espesso 12 (85,7%) 2 (14,3%)
Heparanase (HPA-1) £10% >10%
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%)
superficial 8 (66,7%) 4 (33,3%) 0,408
espesso 6 (42,9%) 8(57,1%)
Laminina B Fibroblasto £10% >10%
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%)
superficial 3(25%) 6 (75%) 0,025
espesso 2(14,3% 12 (85,7%)
Laminina B Lesao £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 8 (66,7%) 4 (33,3%) 0,047
espesso 8(57,1%) 6 (42,9%)
Laminina a Fibroblasto £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 9 (75%) 3(25%) 0,007
espesso 6 (42,9%) 8 (57,1%)
Laminina a Lesao £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 9 (75%) 3 (25%) 0,213
espesso 11 (78,6%) 3(21,4%)
Heparanase 2 (HPA-2) £10% >10%
controle 11 (100%) 0 (0%)
superficial 9 (75%) 3(25%) 0,213
espesso 11 (78,6%) 2(21,4%)
Syndecan 1 <75% >75%
controle 8(2,7%) 2(27,3%
superficial 8 (66,7%) 4 (33,3%) 0,793
espesso 11 (78,6%) 3(21,4%)
Syndecan 4 Presente Ausente
controle 8(72,7%) 3(27,3%)
superficial 6 (50%) 6 (50%) 0,627
espesso 8(57,1%) 6 (42,9%)
Colageno tipo IV <50% >50%
controle 0 (0%) 11 (100%)
superficial 7 (58,3%) 5 (41,7%) <0,001
espesso 11 (78,6%) 3(21,4%)
Decorin <25% >25%
controle 3(27,3%) 8(72,7%)
superficial 9 (75%) 3(25%) 0,072
espesso 7 (50%) 7 (50%)
ki-67 <30% >30%
controle 10 (90,9%) 1(9,1%)
superficial 5 (41,7%) 7 (58,3%) 0,037
espesso 7 (50%) 7 (50%)
CD34 <100 >100
controle 10 (90,9%) 1(9,1%)
superficial 6 (50%) 6 (50%) 0,106
espesso 9 (64,3%) 5(5,7%)
VEGFR3 <30 >30
controle 7 (63,6%) 4 (36,4%)
superficial 8 (66,7%) 4 (33,3%) 0,876
espesso 8 (57,1%) 6 (42,9%)

§ - Qui-quadrado
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Figura 24 - Imunoexpressdao diferencial de metaloproteinase-2 (MMP-2) nos
fibroblastos (seta) relacionados ao tumor (B: tumor superficial; C: tumor
espesso), em comparagao a mucosa sadia (A). Nota-se evidente aumento
na expressido de MMP-2 nos fibroblastos dos espécimes tumorais,
especialmente nos casos espessos. (imunoistoquimica, peroxidase, 200x)
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Figura 25 - Imunoexpressdao diferencial de metaloproteinase-9 (MMP-9) nos
fibroblastos (seta) relacionados ao tumor (B: tumor superficial; C: tumor
espesso), em comparagao a mucosa sadia (A). Nota-se evidente aumento
na expressido de MMP-9 nos fibroblastos dos espécimes tumorais,
especialmente nos casos espessos. (imunoistoquimica, peroxidase, 200x)
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5.6 Comparagdao entre os achados da expressao diferencial de
microRNAs e o perfil da expressao de marcadores imunoistoquimicos
no carcinoma de células escamosas da cavidade oral

Inicialmente os valores continuos das expressdes dos miRNAs foram
comparados aos diversos marcadores imunoistoquimicos classificados em
alta ou baixa marcacdo. Houve diversas associagbes significativas e
somente estas serdo demonstradas na Tabela 10. Identificou-se expressoes
significativamente mais altas de let-7d-5p e miR17-5p e aumento de Bcl-2,
menor expressdo de miR-378a-3p e maiores taxas de MMP-2 nos
fibroblastos peritumorais, maior expressdo de miR-29a-3p e taxas mais altas
de MMP-2 nas células tumorais, expressdao mais alta de miR-485-5p e
maiores indices de p53, maior expressao de miR-200b-3p e aumento nas
taxas de laminina beta nos fibroblastos relacionados ao tumor, maior
expressao de miR-29a-3p e maiores taxas de laminina beta nas células
neoplasicas, maior expressao de miR-376¢c-3p acompanhada de mais
heparanase 2 nas células tumorais, maior expressao de miR-155-5p e
maiores taxas de laminina alfa nos fibroblastos relacionados ao tumor, maior
expressdo de miR-494-3p e menor continuidade do colageno tipo IV na
membrana basal, maior expressdao de miR-203a-3p e maiores taxas de
decorin, maior expressdo de miR-27a-3p e menor expressido de miR-9-5p
com maiores taxas de Ki67, maior expressao de miR-99a-5p e maior
densidade de microvasos ao CD34 e também menor expressdo de miR-221-

3p associado a maior densidade de microvasos corados pelo VEGFRS.
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Tabela 10 - Associagdes significativas entre os valores continuos dos
diversos microRNAs e os marcadores imunoistoquimicos

microRNA

miR-let-7d-5p*
miR-1-3p
miR-106b-5p
miR-126-3p
miR-16-5p
miR-17-5p*
miR-221-3p
miR-222-3p
miR-27a-3p
miR-376¢-3p
miR-99a-5p

miR-let-7b-5p
miR-1-3p
miR-133a-3p
miR-192-5p
miR-375
miR-378a-3p*
miR-485-5p

miR-29a-3p

miR-485-5p

miR-200b-3p

miR-29a-3p

miR-376¢c-3p*
miR-378a-3p

miR-155-5p*
miR-16-5p
miR-17-5p
miR-200c-3p

miR-203a-3p

miR-494-3p

miR-16-5p
miR-17-5p
miR-200a-3p
miR-27a-3p*
miR-376¢-3p
miR-9-5p*

miR-106b-5p
miR-125
miR-99a-5p*

miR-125b-5p
miR-143-3p
miR-221-3p*
miR-27a-3p
miR-29¢c-3p
miR-99a-5p

Marcador Imunoistoquimico
Bcl-2
<10% >10%
-5,162 0,179  -3,569 0,232
-0,793 0,241 2,040 0,000
-3,759 0,242  -1,203 0,424
-1,190 0,161 0,000 0,419
-4,268 0,194 -2,588 0,431
-5,293 0,262 -2,777 0,785
-2,339 0,206 -1,258 0,370
-5,638 0,252 -3,383 0,201
-2,108 0,171 -0,705 0,230
-7,154 0,312 -3,214 0,952
-2,535 0,181 -1,541 0,329
MMP-2 (fibroblastos)
<50% >50%
-1,518 0,199 -2,289 0,267
-0439 0,302 -1,235 0417
-1,205 0,373  -5,928 1,329
-4,085 0,559 -5953 0,754
-0,674 0,215 -1,449 0,233
-2,205 0,281 -4,630 0,813
-4,487 0,421 -6,711 0,795
MMP-2 (lesdo)

< 50% >50%
-3,166 0,336  -2,633 0,150
p53
<25% >25%

-5,478 0,590 -4,805 0,596
Laminina beta (fibroblastos)
<50% >50%
-1,123 0,273  -0,174 0,277
Laminina beta (lesao)
<10% >10%
-3,070 0,210 -2,340 0,223
Heparanase 2 (lesé@o)
<10% >10%
-7,255 0,307 -3,667 0,839
-3,145 0,332  -1,147 0,946
Laminina alfa (fibroblastos)
<10% >10%
-7,108 0,377 -5514 0,421
-4,451 0,218  -3,393 0,325
-5,441 0,349  -4,228 0,360
-1,897 0,138 -0,955 0,374
Decorin
<25% >25%
-3,449 0,358  -2,621 0,257
Colageno tipo IV

<50 >50%
-3,287 0,729  -5927 0,527
Ki67
<30% >30%

-4512 0,258 -3,590 0,251
-5,593 0,310 -4,190 0,438
-3,069 0,224 -2,182 0,241
-2,267 0,215 -1616 0,255
-7459 0,478 -5839 0,545
-1,503 0,384 -2,659 0,351
CD34

</=100 >100
-4,145 0,309 -2,630 0,293
-1,089 0,146  -0,635 0,224
-2,602 0,216  -2,149 0,283

VEGFR3

<30 >30
-0,358 0,165 -0,765 0,253
-0,641 0,215  -1,224 0,174
-1,992 0,214 -2,703 0,366
-1,863 0,253 -2,200 0,165
-2,347 0,217 -2,761 0,154
-2,325 0,196  -2,668 0,328

pS

0,005
0,007
0,012
0,032
0,018
0,011
0,027
0,016
0,003
0,004
0,041

0,039
0,019
0,001
0,028
0,013
0,016
0,039

0,047

0,036

0,012

0,008

0,001
0,013

0,006
0,032
0,011
0,018

0,031

0,042

0,017
0,002
0,013
0,044
0,046
0,010

0,022
0,023
0,015

0,014
0,017
0,020
0,031
0,047
0,027

* miRs diferentemente expressos a analise multivariada por regresséo linear (valores de miRs
demonstrados por média e erro-padrao); § - Mann-Whitney
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Quando os valores estratificados por cortes estatisticos dos miRNAs
diferentemente expressos nas analises anteriores (miR-1-3p, miR-21-5p e miR-
133a-3p) foram comparados aos marcadores imunoistoquimicos, também
estratificados, notou-se uma maior expressdo de MMP-2 pelos fibroblastos
relacionados ao tumor quando o miR1-3p foi inferior a 0,583 e quando o0 miR21-
5p € maior ou igual a 0,742. Ainda, ha maior expressao de CD34 quando os
valores de miR-133a-3p sdo maiores ou iguais a -0,902. Os resultados

completos dessas analises estdo demonstrados nas Tabelas 11 a 13.
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Tabela 11 - Associagées entre o miR-1-3p

imunoistoquimicos

e

(o 1]

marcadores

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

> 0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

>0,583
<0,583

Marcador Imunoistoquimico
Bcl-2 (> 10%)
2/ 8 (25%)
0/17 (0%)
p16 (>50%)
2/ 8 (25%)
3/17 (17,6%)
p53 (>25%)
3/8(37,5%)
7117 (41,2%)
EGFR (>25%)
8/8(100%)

16 /17 (94,1%)
MMP-2 - fibroblastos (>50%)
0/8(0%)

8/ 17 (47,1%)
MMP-2 - lesédo (>50%)
5/8(62,5%)

12 /17 (70,6%)
MMP-9 - fibroblastos (>25%)
3/8(37,5%)

10/ 17 (58,8%)
MMP-9 - lesao (>25%)

2/ 8 (25%)

5/17 (29,4%)
Heparanase (>10%)

2/ 8 (25%)

9/ 17 (562,9%)

Laminina beta - fibroblastos (>10%)

718 (87,5%)

13 /17 (76,5%)
Laminina beta - lesdo (>10%)
3/8(37,5%)

6/17 (35,3%)

Laminina alfa - fibroblastos (>10%)

3/8(37,5%)
7117 (41,2%)
Laminina alfa - lesao (>10%)
2/ 8 (25%)
3/17 (17,6%)
Heparanase 2 (>10%)
2/ 8 (25%)
3/17 (17,6%)
Syndecan 1 (>75%)
3/ 8 (25%)
4717 (23,5%)
Syndecan 4 (presente)
5/8(62,5%)
7117 (41,2%)
Colageno tipo IV (</=50%)
6/ 8 (75%)
11/17 (64,7%)
Decorin (>25%)
2/ 8 (25%)
8/17 (47,1%)
Ki-67 (>30%)
4/ 8 (50%)
9/ 17 (562,9%)
CD34 (>100)
4/ 8 (50%)
6/17 (35,3%)
VEGFR3 (>30)
1/8(12,5%)
9/17 (52,9%)

1,000

1,000

1,000

0,026

1,000

0,411

1,000

0,234

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,640

0,411

1,000

0,402

1,000

0,667

0,088

§ - Teste exato de Fisher
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Tabela 12 - Associagcoes entre o miR-21-5p e os marcadores

imunoistoquimicos
miR-21-5p Marcador Imunoistoquimico
Bcl-2 (> 10%)
> 0,742 1/10 (10%)
<0,742 2/16 (12,5%) 1,000
p16 (>50%)
> 0,742 2/10 (20%) 1000
<0,742 3/16 (18,8%) ’
p53 (>25%)
20,742 5/10 (50%)
<0,742 5/16 (31,3%) 0,425
EGFR (>25%)
> 0,742 9/10 (90%)
<0,742 16 /16 (100%) 0,385
MMP-2 - fibroblastos (>50%)
> 0,742 6/10 (60%)
<0,742 3/16 (18,8%) 0,046
MMP-2 - lesédo (>50%)
> 0,742 7710 (70%) 1000
<0,742 11/16 (68,8%) ’
MMP-9 - fibroblastos (>25%)
> 0,742 7110 (70%)
<0,742 6/16 (37,5%) 0,226
MMP-9 - lesédo (>25%)
> 0,742 2/10 (20%)
<0,742 5/16 (31,3%) 0,668
Heparanase (>10%)
> 0,742 4/10 (40%)
<0,742 8/16 (50%) 0,701
Laminina beta - fibroblastos (>10%)
> 0,742 8/10 (80%) 1000
<0,742 13/16 (81,3%) ’
Laminina beta - lesdo (>10%)
> 0,742 4/10 (40%) 1000
<0,742 6/16 (37,5%) ’
Laminina alfa - fibroblastos (>10%)
> 0,742 6/10 (60%)
<0,742 5/16 (31,3%) 0,228
Laminina alfa - lesao (>10%)
> 0,742 2/10 (20%)
<0,742 4716 (25%) 1,000
Heparanase 2 (>10%)
> 0,742 2/10 (20%)
<0,742 4716 (25%) 1,000
Syndecan 1 (>75%)
> 0,742 4/10 (40%)
<0,742 3/16 (18,8%) 0,369
Syndecan 4 (presente)
> 0,742 4710 (40%) 0701
<0,742 8/16 (50%) ’
Colageno tipo IV (</=50%)
> 0,742 9/10 (90%)
<0,742 9/ 16 (56,3%) 0,099
Decorin (>25%)
> 0,742 5/10 (50%)
<0,742 5/16 (31,3%) 0,425
Ki-67 (>30%)
> 0,742 4/10 (40%)
<0,742 10/ 16 (62,5%) 0,422
CD34 (>100)
> 0,742 4710 (40%) 1000
<0,742 7116 (43,8%) ’
VEGFR3 (>30)
> 0,742 3/10 (30%)
<0,742 7/16 (43,8%) 0,683

§ - Teste exato de Fisher
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Tabela 13 - Associagées entre o miR-133a-3p e os marcadores
imunoistoquimicos

miR-133a-3p Marcador Imunoistoquimico
Bcl-2 (> 10%)
>-0,902 2/10 (20%)
<-0,902 1/16 (6,3%) 0,538
p16 (>50%)
>-0,902 2/10 (20%) 1.000
<-0,902 3/16 (18,8%) ’
p53 (>25%)
>-0,902 4/10 (40%) 1.000
<-0,902 6/16 (37,5%) ’
EGFR (>25%)
> -0,902 10 /10 (100%) 1000
<-0,902 15/16 (93,8%) ’
MMP-2 - fibroblastos (>50%)
>-0,902 2/10 (20%)
<-0,902 7116 (43,8%) 0,399
MMP-2 - lesédo (>50%)
>-0,902 6/10 (60%)
<-0,902 12/ 16 (75%) 0,664
MMP-9 - fibroblastos (>25%)
>-0,902 4/10 (40%)
<-0,902 9/ 16 (56,3%) 0,688
MMP-9 - lesado (>25%)
>-0,902 3/10 (30%)
<-0,902 4716 (25%) 1,000
Heparanase (>10%)
>-0,902 4/10 (40%)
<-0,902 8/16 (50%) 0,701
Laminina beta - fibroblastos (>10%)
>-0,902 8/10 (80%) 1.000
<-0,902 13/16 (81,3%) ’
Laminina beta - lesdo (>10%)
>-0,902 4/10 (40%) 1.000
<-0,902 6/16 (37,5%) ’
Laminina alfa - fibroblastos (>10%)
>-0,902 3/10 (30%)
<-0,902 8/16 (50%) 0,428
Laminina alfa - lesao (>10%)
>-0,902 3/10 (30%)
<-0,902 3/16 (18,8%) 0,644
Heparanase 2 (>10%)
>-0,902 4710 (40%) 0163
<-0,902 2/16 (12,5%) ’
Syndecan 1 (>75%)
>-0,902 2/10 (20%)
<-0,902 5/16 (31,3%) 0,668
Syndecan 4 (presente)
>-0,902 6/10 (60%)
<-0,902 6/16 (%) 0,422
Colageno tipo IV (</=50%)
>-0,902 7110 (70%) 1.000
<-0,902 11/16 (68,8%) ’
Decorin (>25%)
>-0,902 2/10 (20%)
<-0,902 8/16 (50%) 0.218
Ki-67 (>30%)
>-0,902 4/10 (40%)
<-0,902 10/ 16 (62,5%) 0,422
CD34 (>100)
>-0,902 7110 (70%)
<-0,902 4716 (25%) 0,043
VEGFR3 (>30)
>-0,902 2/10 (20%)
<-0,902 8/16 (50%) 0.218

§ - Teste exato de Fisher
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5.7 Impacto clinico da expressdao de microRNAs e de marcadores
imunoistoquimicos no carcinoma de células escamosas da
cavidade oral

Como ja demonstrado, os miRNAs diferentemente expressos na
diferenciagdo entre os tumores superficiais e espesso da cavidade oral foram
os miRs 1-3p, 21-5p e 133a-3p. Tais valores de expressédo foram estudados
visando categoriza-los em grupos de maior ou menor expresséo. Os valores de
corte determinados pela analise de curva ROC, bem como o estudo de
acuracia estao demonstrados na Tabela 14 e Figura 26. Percebe-se uma certa
semelhanca na acuracia diagnostica dos trés miRNAs na distingdo dos tumores

espessos em relacédo aos superficiais do carcinoma de células escamosas.

1.0 Source of the Curve
miR-133a-
3p estr{l.<-
0,902}
0.8 —__miR-1-3p_estr
{1:<0,583)
___miR-21-5p_estr
(1:>/=0,742}
Reference Line
a., 0.6
>
s
=
o
g4
0.2
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity

Figura 26 - Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) demonstrando a acuracia
no diagnoéstico dos casos espessos do carcinoma de células escamosas
da cavidade oral em comparacido aos tumores superficiais para os miRs
1-3p, 21-5p e 133a-3p, estratificados para os valores de corte
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Tabela 14 - Analise de acuracia dos valores de corte dos miR 1-3p, 21-
5p e 133a-3p no diagnéstico dos tumores espessos em
relacao aos tumores superficiais

microRNA V31T ¢ sensibilidade Especificidade  AUC 1C95%
miR-1-3p <0,583 0,023 0,583 0,753 0,552 0,954
miR-21-5p 20,742 0,615 0,017 0,766 0,572 0,960
miR-133a-3p < -0,902 0,846 0,667 0,756 0,557 0,956

Os valores estratificados desses trés miRNAs foram entdo analisados
quanto a caracteristicas histopatologicas e de seguimento dos pacientes
com carcinoma de células escamosas da cavidade oral, porém nao foram
encontradas associagdes significativas, conforme detalhado na Tabela 15.
Entretanto, analisando-se os valores continuos das expressdes dos miRNAs,
notou-se que os casos com metastases linfonodais apresentarem menores
indices de miR-29a-3p, os pacientes com extravasamento extracapsular dos
linfonodos metastaticos apresentaram maiores niveis de miR-let-7d-5p, miR-
125b-5p e miR-222-3p, os pacientes que cursaram com recidiva
locorregional apresentaram valores menores de miR 99a-5p e aqueles que
apresentaram qualquer tipo de recidiva de doenga ao longo do
acompanhamento apresentaram menores taxas de mir-99a-5p e de miR-
221-3p. As analises dos demais miRNAs e também quanto a invasao
perineural, invasdo angiolinfatica, metastases a distancia e morte, n&o
demonstraram diferencas significativas (dados ndo demonstrados). E
importante ressaltar que essas analises sdo limitadas dado o numero
reduzido de casos e, consequentemente, de desfechos clinicos e

histopatologicos.
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Tabela 15 - Associacao entre os valores estratificados dos miRs 1-3p,
21-5p e 133a-3p e \variaveis histopatolégicas e de
seguimento dos pacientes com carcinoma da cavidade oral

microRNA Desfecho analisado

miR-1-3p

Invasao Perineural
20,583 178 (12,5%)

<0,583 8/17 (47,1%) 0,182
Invasao Angiolinfatica

20,583 1/8(12,5%)

<0,583 2/17 (11,8%) 15000
Metastase Linfonodal

20,583 4/8(50%) 1.000

< 0,583 10/17 (58,8%) ’

Extravasamento Capsular

20,583 4/4(100%) 0.251

<0,583 6/10 (60%) i
Recidiva Locorregional

20,583 0/8(0%)

< 0,583 2/17 (11,8%) 1,000
Metastase a Distancia

20,583 0/8(0%)

<0,583 2/17 (11,8%) 15000

Recidiva de Doenga
20,583 0/8(0%)
< 0,583 4/17 (23,5%) 0,269
Morte
20,583 2/8(25%) 1.000

< 0,583 6/17 i35,3%i

Invasao Perineural
20,742 5/10 (50%)

<0,742 4/16 (25%) 0,234
Invasao Angiolinfatica

20,742 1/10 (10%) 1.000

<0,742 2/16 (12,5%) ’
Metastase Linfonodal

20,742 7110 (70%)

<0,742 8/ 16 (50%) 0,428

Extravasamento Capsular

20,742 5/7(71,4%) 1.000

<0,742 6/8(75%) ’
Recidiva Locorregional

20,742 2/10 (20%)

<0,742 0/16 (0%) 0138
Metastase a Distancia

20,742 0/10 (0%)

<0,742 2/16 (12,5%) e

Recidiva de Doenga
20,742 2/10 (20%)
<0,742 2/16 (12,5%) 0.625
Morte
20,742 4/10 (40%)

0,664

< 0,742 4/16i25%i

Invasao Perineural
2-0,902 2/10 (20%)

<-0,902 7116 (43,8%) 0,399
Invasao Angiolinfatica

2-0,902 0/10 (0%)

<-0,902 3/16 (18,8%) e
Metastase Linfonodal

2-0,902 4/10 (40%)

<-0,902 11716 (68,8%) 0,228

Extravasamento Capsular

2-0,902 3/4(75%) 1.000

<-0,902 8/11(72,7%) ?
Recidiva Locorregional

2-0,902 0/10 (0%)

<-0,902 2/16 (12,5%) 0,508
Metastase a Distancia

2-0,902 0/10 (0%)

<-0,902 2/16 (12,5%) Ut

Recidiva de Doenga
2-0,902 0/10 (0%)
<-0,902 4 /16 (25%) 0136
Morte
2-0,902 1/10 (10%)
<-0,902 7/16 (12,5%) )

§ - Teste exato de Fisher
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Os valores estratificados dos trés miRNAs foram ainda estudados na
quanto a sobrevivéncia global (Figura 27) e livre de doenga (Figura 28).
Notou-se uma tendéncia a melhores taxas de sobrevivéncia global e livre de
doencga nos pacientes com miR-133a-3p com valores maiores ou iguais a -
0,902. Novamente reitera-se a parciménia na interpretacdo desses dados,
devido ao baixo numero de pacientes para esse tipo de analise, entretanto
fica uma possivel associacdo desses miIRNAs com o prognostico dos

pacientes com carcinoma de células escamosas da cavidade oral.
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Figura 27 - Grafico de Kaplan Meier demonstrando taxas semelhantes de
sobrevivéncias globais acumuladas para os miRNAs 1-3p (61,3% x 72,9%;
p=0,588 - teste de Log-Rank) e 21-5p (72,2% x 60%; p=0,435 - teste de Log-
Rank), porém nota-se uma tendéncia a maior sobrevivéncia global para os
pacientes com miR-133a-3p maiores ou iguais a —-0,902 (53,0% x 88,9%;
p=0,070 - teste de Log-Rank)
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Figura 28 - Grafico de Kaplan Meier demonstrando taxa semelhante de sobrevivéncia
livre de doenca acumulada para o miR-21-5p (85,2% x 80%; p=0,615 - teste
de Log-Rank), porém nota-se uma tendéncia a maior sobrevivéncia global
para os pacientes com miR-1-3p menores que 0,583 (74,9% x 100%;
p=0,162 - teste de Log-Rank) e miR-133a-3p menores que - 0,902 (72% x
100%; p=0,089 - teste de Log-Rank), com nenhum caso de recidiva para
estes grupos de pacientes em ambas as analises
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A possibilidade de predizer o prognostico oncoldgico poderia trazer
grandes beneficios aos pacientes, permitindo a selegdo e a estimativa da
magnitude da terapéutica. Os miRNAs vem tornando real esta possibilidade,
sendo promissores como biomarcadores de prognostico e como alvos de
terapias, ao passo que estdo sendo demonstrados como fundamentais na
progressdo tumoral, sobrevivéncia celular, diferenciagdo, apoptose e
migragao, com varios estudos mostrando sua associagdo com a oncogénese
e com a infiltragdo da neoplasia?'%3. A andlise pormenorizada destas
moléculas e sua associacdo com as alteracbes da matriz extracelular é
fundamental para compreender a infiltragdo da neoplasia, e em especial, no
CECCO, em que a espessura tumoral vem se mostrando como um dos
maiores influenciadores na predigdo de prognostico, com aumento das taxas
de invasdo angiolinfatica, invasdo perineural, metastases linfonodais,
recidiva tumoral e queda dos indices de sobrevivéncia®?®.

O presente estudo contou com 26 espécimes de pacientes com
CECCO, 12 do grupo de tumores superficiais, medindo 5 mm de espessura,
e 14 do grupo de tumores espessos, medindo 15 ou 25 mm de espessura. A
diferenca apresentada entre os grupos nas taxas de metastases linfonodais,
foi de 41,7% nos tumores superficiais e de 71,4% nos tumores espessos,

esta de acordo com a literatura, em especial nos estudos em que
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parametros de medidas de espessura foram semelhantes ao nosso. No
estudo retrospectivo de Loganathan et al.*', que contou com 81 pacientes
com diagnéstico de CECCO com subsitio na lingua, em estadios T1 e T2, as
lesGes com espessura menor ou igual a 5 mm apresentaram uma taxa de
16% de metastase linfonodal, contra 62,5% nas lesbes com espessura maior
que 5 mm. A diferenca entre as taxas de neoplasias superficiais quando
comparadas com nosso estudo, podem ter influéncia nas lesbes com
espessura entre 1 e 4 mm, ndo contemporizadas em nossa pesquisa.

A taxa de mortalidade especifica entre os grupos de tumores
superficiais e espessos, foi de 8,3% e 50%, respectivamente, corroborando
com os estudos que mostram que a espessura é um fator significativo na
piora do progndstico dos pacientes com CECCO. O estudo de O-charoenrat
et a.l'** contou com 50 pacientes submetidos a cirurgia por CECCO,
estadios | e Il, e mostrou que a espessura tumoral maior que 5 mm foi um
fator de desfecho desfavoravel, com taxa de sobrevivéncia especifica de
32,5% frente a 95% em lesbes com espessura menores ou iguais a 5 mm.

Dois dos 14 (14,3%) pacientes do grupo de tumores espessos
apresentaram metastase a distancia. Conforme o estudo de Aires et al.'®®
com 26 pacientes com metastase a distancia, dentre 274 pacientes com
diagnostico de CECCO avaliados (9,6%), a espessura tumoral maior que 25
mm mostrou-se um fator de risco independente para o desenvolvimento de
doenca distante, com um risco de 3,5 vezes (IC 95%: 1.362 - 8.995).

A espessura tumoral mostra-se um fator preditivo para avaliar a

infiltragdo neoplasica e, para a sua ocorréncia, a degradagdo da membrana
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basal é fundamental. Nesse processo, ocorre também alteracdes da matriz
extracelular tais como mudancas de expressdo dos seus componentes,
angiogénese e alteragbes em vias de sinalizagdo, que levam a aumento da
taxa de proliferacédo celular e inibigdo do apoptose, dentre outros processos.
Além disso, ha maior interagdo com células do estroma, como os
fibroblastos associados ao cancer, que podem induzir a secre¢ao de
proteases pelas células neoplasicas ou secretar tais fatores 96157,

Os fibroblastos associados ao cancer (CAFs) estdo sendo altamente
identificados como co-conspiradores da iniciagdo e progressdo tumoral.
Apresentam fenoétipo semelhante aos miofibroblastos, células ativadas em
processos cicatriciais, mas que diferem dos fibroblastos normais. Ao
contrario dos miofibroblastos, que sofrem apoptose ao fim do processo
cicatricial, os CAFs estdo envolvidos no processo de carcinogénese e
progressdo, supressao imune, secregdo de fatores de crescimento,
angiogénese e alteragdo da MEC'58-160 O estudo de Zhou et al.’*® de 2014
utilizou uma linhagem celular de carcinoma de células escamosas de lingua
(SCC9), e o estroma da neoplasia e da margem da resseccéo, localizadas a
2,0 cm da neoplasia, oriundas de 16 pacientes submetidos a resseccao
cirurgica da lesdo, foram utilizadas para cultura dos CAFs e de fibroblastos
normais, respectivamente. As SCC9 e os fibroblastos (dois grupos, os CAFs
e os normais) foram mantidos em cultura juntos por duas semanas em
diferentes niveis. A densidade celular e a invasdo das SCC9 foram
mensuradas. O RNAm das células neoplasicas e os fibroblastos foram

extraidos e realizado qPCR para expressao de actina de musculo liso-a
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(AML-a), E-caderina, fator 1 derivado de células estromais (SDF1) proteina
ativadora de fibroblastos (FAP), fibronectina e vimentina. As CAFs
mostraram maior expressdo de AML-a, além de SDF1, fator com alta
influéncia na migracao celular. A densidade celular e a invasdo de SCC9
foram superiores no meio contendo CAFs. Além disso, as células
neoplasicas no meio contendo CAFs exibiam marcadores mesenquimais
como vimentina e fibronectina, aliados a queda na expressao de E-caderina,
0 que conclui a presenca de transformacao epitélio-mesenquimal.

O remodelamento da matriz extracelular é fundamental para a invasao
e a migracao das células neoplasicas, e os CAFs tem alta participagdo no
processo, como por exemplo, por meio da sintese das MMPs e lamininas,
conforme foi demonstrado em nosso estudo, no qual o grupo de tumores
espessos apresentou maior expressdao das MMPs e lamininas. As
metaloproteinases, em especial as MMP-2 e MMP-9, da classe das
gelatinases, degradam o colageno tipo IV, presentes na membrana basal,
cuja ruptura € um divisor de aguas na transformacgao fenotipica para a
malignidade. Com o decorrer da progresséo da invas&o e o desenvolvimento
de um microambiente tumoral, a sintese de MMPs abre passagens atraves
do colageno tipo I, permitindo que o cancer ganhe territorio''.62, Esse
mecanismo foi demonstrado, pela primeira vez, em nosso estudo em
pacientes com CECCO. Da mesma forma, Ba et al.'®® avaliaram a diferenca
no comportamento biologico de CAFs e fibroblastos peritumorais, e
identificaram que a expressdo de MMP-2, analisada por PCRqt e ELISA, foi

superior no grupo dos CAFs em relagéo aos fibroblastos peritumorais.
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A maior quantidade de laminina e a reducao de sintese de proteinas
fibrilares por parte dos fibroblastos possibilita a geracdo de maior sitio de
ancoragem, através de receptores de integrinas, entre as células
neoplasicas e a matriz extracelular pelas glicoproteinas, com consequente
migragédo'®*. A maior sintese de lamininas a e B por fibroblastos associados
ao cancer comparativamente aos fibroblastos de areas sadias, foi
demonstrada no estudo de Fullar et al.'®® realizado in vitro com células
provenientes de carcinoma de células escamosas de colo uterino.

O envolvimento dos miRNAs como mecanismo regulatério das
alteragcdes da MEC vem cada vez mais sendo elucidado. Uma das teorias
para a interagdo paracrina entre o tumor e as células do microambiente
tumoral, como os fibroblastos, ¢ a de que miRNAs sdo enviados
envelopados em vesiculas de 30-100 nm, chamadas de exossomos'®®.
Baroni et al.'®” demonstraram, em tecidos de carcinoma mamario triplo
negativo, menor expressdo de E-caderina e maior possibilidade de
migracado, através da transformacado de fibroblastos vizinhos e fibroblastos
associados ao cancer pelo transporte de miRNAs por exossomo. O presente
estudo mostrou maior taxa de expressao de mir21-5p e menores de mir1-3p,
quando havia maior imunorreatividade para o MMP-2 em fibroblastos
associados ao tumor, assim como maior proliferagdo vascular, demonstrada
pela imunorreatividade ao CD34 quando maior expressao de mir133a-3p.

O achado em nosso estudo dos menores niveis de miR133a-3p nos
tumores espessos, vai ao encontro da literatura. Tal miRNA tem sido

demonstrado como um supressor tumoral, inibindo o crescimento da
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neoplasia e, assim, a presenga de metastases em especial em outras
neoplasias, porém ainda com poucos dados em relagdo ao CECCQ'®, O
trabalho de Xiao et al.’® demonstrou, em neoplasias malignas do pulmao,
que o miR133a-3p tem como alvo direto o gene FOXQ1, com importante
papel na transicdo epitélio-mesenquimal, revertida através da reexpressao
do miRNA em células pulmonares, reduzindo consequentemente a invasao
pela neoplasia. A reducdo da expressao do mir133-3p nas células de
neoplasias malignas de pulmdo também demonstrou papel importante no
aumento da expressao do EGFR nestes tumores, assim como na redugao
da inibicado da apoptose, sendo essas acgdes, respectivamente, reduzidas e
retomadas através da reexpressdao em células neoplasicas isoladas da
neoplasia conforme o estudo de Liu et al. de 20197,

O papel na carcinogénese do mir1-3p € pouco explorado na literatura,
porém maiores esclarecimentos estdo presentes no estudo de Koshizuka et
al.'. Os autores mostraram um papel de supressdo tumoral deste miRNA,
demonstrado em células de CEC de cabeca e pescog¢o, com aumento da
expressdo de EGFR e do receptor de fator de crescimento hepatocitario (c-
MET). Em nosso estudo, a redugédo da expressao do miR1-3p nos tumores
espessos demonstrou seu papel no processo de invasao tumoral. Esse
achado foi corroborado pelo estudo realizado por Chen et al.'’?. Em células
de carcinoma da nasofaringe in vitro, foi identificado que o restabelecimento
da expressdao do mir1-3p foi o que determinou a supressdo da invasao

neoplasica, assim como da expressao de vimentina e de MMP-9.
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A presenca de maior expressdao de mir21-5p na diferenciagéo entre o
tecido neoplasico em relacdo ao tecido sadio e nos espécimes espessos é
corroborada por seu papel bem estabelecido de um oncogene conforme
demonstrado na literatura. Sua expressdo encontra-se aumentada em
diversas neoplasias malignas em relagdo ao tecido s&o, ndo sendo diferente
no CECCO, no qual o mir21-5p encontra-se superexpresso ja em lesdes
leucoplasicas. Isso mostra o seu papel precoce na progressao tumoral, e
sua estabelecida importancia na proliferacdo celular, invasdo tumoral,
inibicdo da apoptose e quimiorresisténcia'’*17%. Seus provaveis alvos s&o os
genes supressores tumorais, como PTEN, TPM1, PDCD4 e maspina'’6177.
Outro alvo do mir21-5p sdo os genes reguladores da TIMP3 e RECK, que
possuem acao inibidora das MMPs, logo, estas tem maior atividade quando
ha expressdo do mir21-5p'* o que também foi demonstrado em nosso
estudo in vivo. Sua expressao na literatura € detectada ndo somente em
células neoplasicas, mas também em CAFs, como detectado no estudo de
Nouraee et al.’”® com amostras de CEC de esbdfago, mostrando maior
expressao de mir21-5p no tecido tumoral em relacdo a mucosa normal
adjacente. No mesmo estudo, foi realizada hibridizag&o in situ com pesquisa
da localizacdo da expressdo do mir21-5p na neoplasia, apresentando este,
localizagdo preferencial nos CAFs, com baixa expressdo nas células
tumorais.

O mir29a-3p tem seu papel na literatura, em especial em neoplasias
malignas gastricas e mamarias, como um supressor tumoral, frente a maior

agressividade destas lesdes quando sua menor expressao, assim como em
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nosso trabalho, com maior taxa de extravasamento extracapsular em
linfonodos metastaticos'®'8°. No estudo de Lu et al.’® o miR-29a mostrou
importante papel na regulagdo da MEC, gragas a sua agao supressora sobre
o gene da MMP-2, estando subexpresso em células do CECCO. Seu
provavel mecanismos de agdo em carcinomas de células escamosas, foi
demonstrado em células provenientes de lesbes desta natureza de origem
laringea no trabalho de Urabe et al.'®, no qual culturas de células do
carcinoma em que apresentavam maior expressdo do gene prominina 1,
havia também menor expressdo do mir29a-3p, quando comparado ao grupo
controle. Porém, a literatura mostra que este mesmo miRNA também esta
envolvido em maior taxa de angiogénese, por supressao da prolil-hidroxilase
tipos 1 e 2, ativando a expressao do fator indutor de hipdxia-1a (HIF), por
comunicagéo através de vesiculas exossomais com as células endoteliais,
aumentando assim a angiogénese e a permeabilidade vascular'8184,

Outros estudos na literatura divergem entre si e de nossos achados
sobre o perfil de miRNAs como biomarcadores de oncogénese, invasao e
prognostico do CECCO. A grande maioria destes estudos tem origem de
diversas partes do mundo, em sua maioria asiatica, logo, devem ser levadas
em conta as diferencas de fatores de risco ambientais e étnicos que podem
afetar este perfil, somando ao fato de diferentes metodologias utilizadas,
como 0s grupos controles, em que alguns utilizaram o tecido sadio das
margens cirurgicas do paciente com CECCO e outros, utilizaram tecido de
mucosa oral sadia, como por nés realizado. O estudo de Chen et al.’®

realizado na China, com amostras de CECCO e mucosas sadias da
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cavidade oral de 52 pacientes, mostrou aumento da expressdo de miR-10a,
associado ao aumento da expressao de GLUT1, que tem correlacdo com
maior taxa de proliferagdo pela melhora da performance metabdlica nas
células neoplasicas, nas amostras de tecido neoplasico em relagao ao tecido
sdo adjacente. O estudo indiano de Manikandan et al.'® com amostras de
CECCO, em comparagao com mucosas sadias contralaterais a lesdo dos
pacientes, mostraram a subexpressao de let-7a, let-7f, let-7d e miR-16 nas
amostras da neoplasia em relagdo ao tecido normal e superexpressao de
miR-29b, miR-142-3p, miR-144, miR-203 e miR-223. Um estudo de coorte
retrospectivo realizado por Jakob et al.'® na Alemanha, visou avaliar a
expressdo de miRNAs como marcadores prognosticos do CECCO. Foram
utilizadas 36 amostras de CECCO e 17 amostras de tecidos de mucosa oral
sadia de individuos saudaveis, mostrando o aumento da expressdo de miR-
99b-3p em neoplasias em estadio avancado, mas com melhores taxas de
sobrevivéncia. O aumento da expressdo de miR-100a-5p encontrava-se
elevado nos pacientes com metastase linfonodais com extensdo
extracapsular e uma menor taxa de sobrevivéncia.

Os achados do presente estudo s&o vastos e ainda devem ser mais
bem explorados, ja que nenhuma pesquisa termina com o final de um
projeto. A casuistica utilizada foi pequena, ainda em um modelo
praticamente experimental. Acreditamos que os miRNAs identificados como
diferentemente expressos entre os tumores superficiais e espessos, em
especial os miRs 1-3p, 21-5p e 133a-3p, devam ser validados em uma

coorte com valores continuos de espessura tumoral. A correlacdo entre os
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dados da expressao desses miRNAs com os valores de espessura tumoral
podem dar uma melhor elucidagédo para o mecanismo in vivo do processo de
invasdo tumoral do carcinoma de células escamosas da cavidade oral em
nossa populagcdo. Da mesma forma, a validagao dos achados em uma outra
coorte poderia estabelecer melhor o papel de biomarcador de prognéstico,
especialmente em termos de recidiva e morte, destes miRNAs nestes
pacientes. Ademais, a tentativa de elucidar o efeito biolégico da alta ou baixa
expressao de miRNAs através de marcadores imunoistoquimicos, além da
interagdo desses com o microambiente tumoral do carcinoma de células

escamosas, carece de um estudo experimental mais aprofundado.



7 CONCLUSOES



CoNcLusOEs - 111

Com os resultados da presente pesquisa concluimos que:

- Foram preditores de malignidade a associagao da alta expressao dos
miR-21-5p e miR-106-5- e da baixa expressdao de miR-320a e miR-222-3p
(comparagdo entre os espécimes tumorais e a mucosa bucal sadia).
Individualmente, a alta expressdo de miR-21-5p foi a que demonstrou maior
acuracia na diferenciacdo dos espécimes tumorais da mucosa sadia da boca.
Ainda, houve uma maior expressao de p53, EGFR, MMP-2, laminina beta, ki-67
e CD34 nas células tumorais quando comparado as células epiteliais da
mucosa sadia e uma maior expressao de MMP-2, MMP-9, laminina alfa e
laminina beta nos fibroblastos relacionados ao tumor, quando comparados aos
fibroblastos da matriz extracelular da mucosa oral sadia, além de menor
continuidade de colageno tipo IV na membrana basal nos espécimes tumorais.
Esses resultados demonstram os efeitos bioldégicos dos microRNAs sobre o
processo de carcinogénese do carcinoma de células escamosas da boca, bem
como a intensa modificagdo do microambiente tumoral.

- Houve uma menor expressao de miR-1-3p e de miR-133a-3p, além
de uma maior expressao de miR-21-5p nos espécimes espessos quando
comparados aos tumores superficiais, sugerindo uma relagdo desses
microRNAs no processo de invasdo tumoral do carcinoma de células

escamosas da cavidade oral, avaliado através da espessura tumoral. Ainda,
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houve uma maior expressdo das metaloproteinases 2 e 9 pelos fibroblastos
relacionados ao tumor, sugerindo uma maior degradacdo da matriz
extracelular dos tumores espessos, que pode ser induzida pelos microRNAs
diferentemente expressos. Esse fato foi especialmente demonstrado pela
menor continuidade progressiva (mucosa vs. tumores superficiais vs.
neoplasias espessas) de colageno tipo IV na membrana basal.

- Pacientes com metastases linfonodais apresentarem menores indices
de miR-29a-3p, aqueles com extravasamento extracapsular dos linfonodos
metastaticos apresentaram maiores niveis de miR-let-7d-5p, miR-125b-5p e
miR-222-3p, outros que cursaram com recidiva locorregional apresentaram
valores menores de miR-99a-5p e aqueles que apresentaram qualquer tipo de
recidiva de doenca ao longo do acompanhamento apresentaram menores
taxas de mir-99a-5p e de miR-221-3p. Ainda, notou-se uma maior expressao de
MMP-2 pelos fibroblastos relacionados ao tumor quando o miR1-3p foi inferior a
0,583 e quando o miR21-5p foi maior ou igual a 0,742. Ainda, ha maior
expressao de CD34 quando os valores de miR-133a-3p s&o maiores ou iguais
a —0,902. Esses dados sugerem uma interacdo dos microRNAs nos diversos
desfechos clinicos do carcinoma de células escamosas da cavidade oral, além
da influéncia dos miRs 1-3p e 21-5p na degradagé&o da matriz extracelular e do
miR-133a-3p no processo de neoangiogénese desses tumores, dois fatores
também associados aso desfechos clinicos estudados.

- Houve melhores taxas de sobrevivéncia global e livre de doenga nos
pacientes com maior expressdo de miR-133a-3p e também de maior

sobrevivéncia livre de doenga quanto maior a expressao do miR-1-3p.
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Anexo A - Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE QWQ“
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: EXPRE$SAO DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E
PROGNOSTICO EM CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE ORAL
Pesquisador: Leandro Luongo de Matos
Area Temética:
Verséo: 2
CAAE: 59617616.4.0000.0065
Instituigao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.763.803

Apresentagéo do Projeto:
Projeto ja avaliado por esse CEP

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Relacionar o perfil de microRNAs com variaveis demograficas, histopatoldgicas e imuno-histoquimicas dos
pacientes acometidos por carcinoma espinocelular de cavidade oral;

Obijetivo Secundario:

Relacionar o perfil de microRNAs com o prognéstico dos pacientes acometidos por carcinoma espinocelular
de cavidade oral.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo sera constituido pela coorte retrospectiva de pacientes portadores de carcinoma
espinocelular de cavidade oral operados pela Disciplina de Cirurgia de Cabega e Pescogo da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo no Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo (ICESP).

Portanto os autores néo referem riscos nem beneficios a pacientes.

Os dados histopatologicos serdo também coletados do laudo histopatologico.O material utilizado serd uma
parte pequena do remanescente tumoral do exame anatomo-patoloégico que se encontra em blocos de
parafina.

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMBU GEP: 01.246-903
UF: SP Municipio: SAO PAUI O
Telefone: (11)3893-4401 E-mail: cep.fm@usp.br
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE g%ymﬂ me
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagao do Parecer: 3.763.803

Portanto

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Jé relatados em parecer anterior.

O anexo atual nessa Plataforma somente diz respeito a troca de titulo para: "Expressdo de micro RNAs
associados & invasdo tumoral e prognoéstico em carcinoma de células escamosas de cavidade oral" para se
adequar a nova nomenclatura de neoplasia da OMS.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Ha dispensa de TCLE.

Recomendagoes:

Sugere-se somente nas informagdes basicas do projeto anexadas na presente data atualize o nome do
projeto como proposto pelos autores.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

Aprovado

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_148090| 28/11/2019 Aceito
do Projeto 2_E1.pdf 09:10:28
Outros troca_de_ftitulo.pdf 28/11/2019 |Leandro Luongo de Aceito
09:09.23 | Matos

Outros CEP_FMUSP.paf 05/09/2016 | Gilberto Mendes Aceito
08:37:48 | Menderico Junior

Outros Cartajustificativa.docx 20/08/2016 | Gilberto Mendes Aceito
00:26:38 ]| Menderico Junior

Projeto Detalhado / | projeto.docx 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito

Brochura 12:13:44 |Matos

Investigador

Outros docpatologia.pdf 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito
12:09:19 | Matos

Outros compromissobancodedados.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito
12:08:53 | Matos

Declaragdo de infraestrutura.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito

Instituigéo e 12:06:47 |Matos

Infraestrutura

Orgamento orcamento.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito
12:05:30 | Matos
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UF: SP Municipio: SAO PAUI O
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Continuagao do Parecer: 3.763.803

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - FMUSP

Qe

TCLE / Termos de |isentotcle.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito

Assentimento / 12:0517 |Matos

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |tcle.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito

Assentimento / 12:05:04 |Matos

Justificativa de

Auséncia

Outros cartasub.doc 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito
12:0424 |Matos

Folha de Rosto folha.paf 03/08/2016 |Leandro Luongo de Aceito
11:51:00 | Matos

Situagéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagéo da CONEP:

Nao

SAO PAULQ, 12 de Dezembro de 2019

Endereco:
Bairro: PACAEMBU
UF: SP

Telefone:

Municipio:
(11)3893-4401

Assinado por:
Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
{Coordenador{a))

DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36

GCEP: 01.245-903
SAO PAUI O

E-mail: cep.fm@usp.br

Pagina 08 de (2




ANEXos - 117

Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa:

“EXPRESSi\O DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E
PROGNOSTICO EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL”

Pesquisador Responsavel:

Leandro Luongo de Matos

Professor Livre Docente da Disciplina de Cirurgia de Cabega e Pescogo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, Médico Assistente — Instituto do Cancer do Estado
de Sao Paulo

Pesquisador Executante:

Gilberto Mendes Menderico Junior
Programa de Pés-Graduagao Stricto Sensu (Clinica Cirtrgica) da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

Duragéo da pesquisa: 48 meses
Aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa: nimero de / /

Para obter um maior conhecimento sobre o cancer, médicos e pesquisadores deste Hospital
desenvolvem pesquisas clinicas e cientificas, para conhecer melhor os mecanismos das
doengas, buscando assim oferecer novas possibilidades de diagndstico e tratamento aos
seus pacientes. Particularmente, o Servigo de Cirurgia de Cabega e Pescogo estéd envolvido
no estudo do cancer da boca. O material biolégico retirado do paciente é destinado para
realizag&o de exames necessérios para que um diagndstico preciso possa ser realizado. O
restante do material € armazenado para novos exames se necessarios. Caso contrario, sé&o

descartados, conforme Legislagéo Sanitéria regulamentar sobre o assunto.

Estamos solicitando a sua permissé&o para utilizar um fragmento do tumor e do tecido né&o
tumoral retirados de vocé ou de seu familiar que n&o s&o mais necessarios para o
diagnéstico. A obtencéo e o estudo dos referidos fragmentos de tumor ndo implicardo em
riscos adicionais no seu tratamento ou de seu familiar, diagnéstico ou prognéstico, nem
tampouco, em aumento no tempo e periodo para a execugdo dos procedimentos

necessarios.

Este material biolégico sera usado para atividades do projeto de pesquisa “EXPRESSAO DE
MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E PROGNOSTICO EM CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL". A eventual inclusdo do seu material ou de seu
familiar neste projeto de pesquisa ocorre de acordo com a aprovagéo da Comissao de Etica
em Pesquisa de nossa Instituicdo. Sua privacidade e identidade ou de seu familiar seréo

sempre preservadas.

A eventual inclusdo dos resultados em publicagéo cientifica ou outros meios sera feita
sempre de modo a manter o seu anonimato ou de seu familiar, j& que todo material utilizado
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seré codificado. No entanto, os Pesquisadores Responséveis pelo projeto tém acesso a sua
identidade ou de seu familiar, em casos de pesquisas genéticas que caracterizam alteragdes
que envolvam riscos outros familiares, vocé podera ser avisado (a) se esse for seu desejo.

Ressalta-se ainda que n&o existird quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber
sobre os eventuais resultados decorrentes da utilizagdo do seu fragmento de tumor ou de
seu familiar. Ressalta-se ainda que, se vocé ndo concordar em doar o material para o Projeto
de Pesquisa “EXPRESSAO DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E
PROGNOSTICO EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL”, sua decis@o
néo influenciara, de nenhum modo, no seu tratamento ou de seu familiar.

A autorizag&o para a utilizagdo destas amostras é por prazo indeterminado, podendo ser
cancelada por aviso escrito ao Pesquisador Responsével pelo Projeto de Pesquisa
“EXPRESSAO DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E PROGNOSTICO
EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL".

Caso vocé tenha questbes a fazer sobre este Termo de Consentimento, ou alguma davida
que n&o tenha sido esclarecida pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com os
Pesquisadores Responsaveis que podem ser encontrados no enderego: Av. Dr. Enéas de
Carvalho Aguiar, 255 — 8° andar sala 8174 — tel. 3069-6425 — telffax: 3069-7506. Se vocé
tiver alguma consideragdo ou dlvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP), Rua Ovidio Pires de Campos, 225, quinto andar,
telefone (011) 2661-6442 ramais 16, 17, 18, email: cappesq@hcnet.usp.br.

Vocé receberd uma copia deste documento e o original seré arquivado em seu prontuario.

DECLARAGAO

Declaro ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li descrevendo o
Projeto de Pesquisa “EXPRESSAO DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL
E PROGNOSTICO EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL”. tendo tido

oportunidade de esclarecer todas as minhas dlvidas relacionadas a este estudo.

(escrever Sim ou N&o) déo o remanescente de meu fragmento tumoral ou de
meu familiar integralmente para o Projeto de Pesquisa “EXPRESSAO DE MICRO-RNAs
ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E PROGNOSTICO EM CARCINOMA
ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL".. Autorizo também acesso a meus dados, ou de
meu familiar como idade, sexo, fatores epidemiolégicos relacionados, e outras informagdes
do meu prontuério médico, diagnéstico, tratamento e histéria familiar e sua utilizagéo, desde

_2-
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que minha identidade ou de meu familiar seja mantida em confidencialidade. (Escrever sim

Se a resposta anterior for SIM, minha informag&o e amostra ou de meu familiar poderéo ser

usadas em teste genéticos que podem identificar riscos de doengas genéticas para meus

familiares. Neste caso (escrever Sim ou N&0), ................

descoberta.

Por expresséo de verdade firmo o presente Termo.

S&0 Paulo/SP, de

quero ser informado da

de

Paciente

Nome:

Data de nascimento: / / Sexo: M O

RG: CPF:

FO

RH:

Enderego:

ne apto.

Cidade: CEP:

Telefone: DDD ( ) -

Responsavel legal (preencher apenas quando houver)
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Nome:

Datadenascimento: _ /_ /_ SexooMO FO

RG: CPF:

RH:

Enderego: ne apto.
Cidade: CEP:

Telefone: DDD ( ) -

Assinatura do paciente ou responsavel
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Hospital das Clinicas
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Disciplina de Cirurgia de Cabeca e Pescoco

Sé&o Paulo, 02 de Margo de 2016.

JUSTIFICATIVA PARA ISENCAO OBTENCAO DO TERMO DE

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Solicito ao Comité de Etica e Pesquisa a isengéo da obtengéo do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido aos participantes da pesquisa intitulada:
“EXPRESSAO DE MICRO-RNAs ASSOCIADOS A INVASAO TUMORAL E
PROGNOSTICO EM CARCINOMA ESPINOCELULAR DE CAVIDADE ORAL”.

A pesquisa supracitada ndo envolve nenhuma intervengéo aos
participantes, sendo que sera realizado apenas levantamento dos dados dos
prontuarios destas e testes moleculares no remanescente tumoral emblocado
em parafina disponivel na Disciplina de Patologia. Além disso, por tratar-se de
estudo retrospectivo, alguns pacientes ja evoluiram a 6bito e outros perderam o

seguimento ndo podendo mais serem localizados.

Atenciosamente,

Leandro Luongo de Matos
Investigador Principal

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 - 8° andar sala 8174 - tel. 3069-6425 - tel/fax: 3069-7506
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