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RESUMO

O cancro oral representa o sexto tipo de cancro mais frequente a nivel mundial, estando
associado a indices de mortalidade elevados, que se devem, em parte, ao seu diagndstico tardio.
Para contrariar este facto, novas formas de diagnostico e de progndstico desta patologia tém
sido estudadas.

Os microRNAs, que se encontram desregulados no cancro oral, tém despertado interesse

enguanto biomarcadores da carcinogénese oral.

O presente trabalho teve como objetivo analisar o papel dos microRNAs no cancro oral,
indicando alguns dos mais desregulados e verificar o seu potencial como biomarcadores de
diagnostico precoce e progndstico nesta doenca.

Para tal, recorreu-se as bases PubMed, SCiELO e Elsevier, para pesquisa de artigos pertinentes
e disponiveis em Inglés, Portugués e Espanhol, publicados entre 2007 e 2018.

Foi possivel concluir que os microRNAs constituem bons biomarcadores de detecdo precoce e

prognastico do cancro oral, podendo vir a ser uma ferramenta bastante Gtil na prética clinica.

PALAVRAS-CHAVE: “microRNA”; “biomarcadores”; “carcinogénese’; “cancro oral”;

“«

“diagnostico e prognostico’’; “carcinoma oral espinocelular”.



ABSTRACT

Oral cancer is the sixth most common type of cancer worldwide. It’s associated with high
mortality rates, due in part to its late diagnosis. For this reason, new tools for diagnostic and
prognostic have been studied.

MicroRNAs, which are deregulated in oral cancer, have recently gained significant attention

due to its potential as biomarkers of early diagnosis and prognosis in this disease.

The aim of this research was to investigate the role of microRNAs in oral cancer, showing some
of the most deregulated, as well its potential as biomarkers of early diagnosis and prognosis in
this malignancy.

This study was based on a research in PubMed, SciELO and Elsevier databases, limited to

complete articles in English, Portuguese and Spanish, published since 2007.

It’s possible to conclude that microRNAs are effective biomarkers of early diagnosis and

prognosis of oral cancer and can be a useful tool in clinical practice.

KEY WORDS: “microRNA”; “biomarkers”; “carcinogenesis”; “oral cancer”; “diagnostic

and prognostic ”; “oral squamous cells carcinoma”.
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microRNAs como biomarcadores no Cancro Oral

. INTRODUCAO

O cancro oral (CO) é uma forma de cancro da cabeca e pesco¢o (HNC) que representa 0 sexto
tipo de cancro mais frequente em todo o Mundo. Anualmente, sdo diagnosticados cerca de
300.000 novos casos de tumores nesta localizagdo, a nivel mundial. O tipo histolégico mais
comum é o Carcinoma Espinocelular Oral (OSCC) (Troiano et al., 2016; Irimie et al., 2017).

Apesar do permanente progresso no diagnéstico, no conhecimento do mecanismo molecular e
na terapia do cancro, o nimero de mortes anuais tem-se mantido dentro dos mesmos valores ao
longo das ultimas trés décadas (Irimie et al., 2017). Verifica-se que o diagnostico precoce
assume um papel fulcral no progndstico do cancro oral (Manasa e Kannan, 2017). Desta forma,
a investigacdo direcionada para a identificacdo de biomarcadores para um diagndstico precoce
do OSCC e de indicadores de progndstico sdo inegavelmente essenciais (Manikandan et al.,
2016).

Desde a sua descoberta, os microRNAs tém despertado grande interesse, principalmente na
vertente da Oncologia (Almeida, Reis e Calin, 2011). Inumeros estudos tém demonstrado que
os microRNAs possuem um importante papel na carcinogénese oral e podem funcionar como
biomarcadores no diagndstico e prognéstico do OSCC, e que também aparentam ter potencial
para serem utilizados, no futuro, como ferramenta-alvo na terapéutica anti-tumoral (Min et al.,
2015).

No entanto, ainda é necessario haver uma padronizacdo, por exemplo, na forma de colheita,
processamento e quantidade das amostras, de modo a minimizar as diferencas nos resultados

obtidas na quantificacdo de microRNAs (Cheng, Rees e Wright, 2014; Troiano et al., 2016).

O presente trabalho tem como objetivo analisar o papel dos microRNAs no cancro oral,
indicando alguns dos que tém expressdo mais desregulada, e verificar o potencial destas

moléculas como biomarcadores de diagndstico precoce e prognostico nesta patologia.

1. Materiais e métodos
Para a elaboracédo deste projeto, procedeu-se a uma pesquisa bibliogréfica de artigos cientificos
com recurso as bases de dados informaticos SCIELO, PubMed e Elsevier. Foram utilizadas as
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seguintes palavras-chave e combinagdes entre elas: “microRNA”, “biomarkers”, “oral cancer”,
“oral squamous cell carcinoma”, “OSCC”, “miRNA AND oral cancer”, “microRNA AND
OSCC” e “microRNA AND oral carcinogenesis”. Na metodologia de pesquisa, foram
considerados artigos publicados desde 2007 até maio de 2018, que estivessem integralmente
disponiveis, e redigidos em Inglés, Espanhol ou Portugués. Nos artigos referentes a estudos in
vivo, foi, ainda, aplicado o filtro “human”, excluindo artigos que nao utilizassem amostras
bioldgicas humanas. Foram encontrados 255 artigos que, apés a aplicacdo dos critérios de
inclusdo anteriormente referidos e analise dos resumos, se descartaram 190 artigos, por ndo
fornecerem informagdo pertinente para o desenvolvimento deste trabalho ou néo respeitarem
os critérios de inclusdo. Foi realizada, igualmente, uma pesquisa adicional em livros
pedagdgico-cientificos e nos locais eletronicos de entidades pertinentes, como a Ordem dos
Médicos-Dentistas (OMD) e a base de dados eletronica de microRNAs (miRbase), entre outras,
para completar a informacdo descrita. Adicionalmente, foram consultadas e incluidas
referéncias bibliograficas individuais, retiradas dos artigos inicialmente pesquisados,

perfazendo, assim, um total de 83 referéncias bibliogréaficas utilizadas neste trabalho.

1. DESENVOLVIMENTO

1. Cancro Oral: ponto de situacéo

O cancro oral (CO) é uma forma de cancro da cabeca e pescoco (HNC), definido pela
Classificagdo Internacional de Doengas como o “conjunto de tumores malignos que afetam
qualguer localizagcdo da cavidade oral, dos labios a garganta, incluindo as amigdalas e a
faringe”. A sua localizagdo mais frequente é no pavimento da boca, bordo lateral da lingua e
palato mole (OMD, 2017). Representa o0 sexto tipo de cancro mais frequente em todo o Mundo
e, anualmente, sdo diagnosticados cerca de 300.000 novos casos de tumores localizados na
cavidade oral e labios, sem discriminacdo do género, a nivel mundial (Radhika et al., 2016;
Troiano et al., 2016; Irimie et al., 2017).

A forma histoldgica mais comum do cancro oral € o carcinoma espinocelular (OSCC) — também
denominado carcinoma epidermdide, carcinoma escamocelular ou carcinoma das células
escamosas —, que se desenvolve a partir de alteragbes no epitélio escamoso estratificado da

mucosa oral (Brener et al., 2007; Lambert et al., 2011; Tavares et al., 2016).



microRNAs como biomarcadores no Cancro Oral

O carcinoma espinocelular representa entre 84-87% de todos os casos de cancro oral (Chang et
al., 2018). Afeta predominantemente o sexo masculino (em proporg¢des de 2,7:1 na incidéncia
e 3,8:1 na mortalidade em relacdo ao sexo feminino) e individuos com idade superior a 45 anos
(Irimie et al., 2017; OMD, 2017). No entanto, tem-se vindo a verificar um aumento na
incidéncia e mortalidade no sexo feminino e em individuos mais jovens. De acordo com a
literatura, este aumento deve-se, em parte, a uma alteracdo nos hébitos tabagicos, etilicos e
sexuais nos grupos referidos, principalmente nos paises desenvolvidos (Santos e Teixeira,
2011b; Gupta et al., 2016).

O cancro oral tem etiologia multifatorial. Porém, o uso de tabaco e consumo de alcool
acentuados sdo os principais fatores etioldgicos do cancro oral a nivel global. Outros fatores
associados ao risco de desenvolvimento de cancro oral sdo, por exemplo: a ma higiene oral, as
infecdes por HPV de alto risco (principalmente pelos subtipos 16 e 18), a exposi¢éo a radiacéo
UV, o trauma recorrente (por proteses desajustadas e dentes fraturados) e as deficiéncias
nutricionais. A predisposicdo genética e os fatores ambientais estdo, também, envolvidos na
etiologia do cancro oral. Existe, ainda, evidéncia de que o habito de mascar betel relaciona-se
com o desenvolvimento desta patologia, sobretudo nos paises asiaticos (Petti, 2009; Santos e
Teixeira, 2011b; Montero e Patel, 2015; Gupta et al., 2016).

Apesar do permanente progresso no diagnéstico, no conhecimento do mecanismo molecular e
na terapia do cancro, 0 nimero de mortes anuais causadas por esta malignidade tem-se mantido
dentro dos mesmos valores ao longo das Ultimas trés décadas (Irimie et al., 2017). Embora a
cavidade oral seja de facil acesso visual e operacional, o cancro oral ainda € diagnosticado
tardiamente, quando ja atingiu estddios avancados, muitas vezes com metastases, 0 que
contribui para a baixa taxa de sobrevivéncia (valores inferiores a 50%) a 5 anos (Cheng, Rees
e Wright, 2014; Manikandan et al., 2016; Troiano et al., 2016). Segundo Zahra et al., (2018), a
taxa de sobrevivéncia dos pacientes com CO ronda os 80% se estes forem diagnosticados em
estadios iniciais (estadios 0-11), ao passo que esta taxa desce para 0s 20-40% se diagnosticados

em estadios mais avancados (estadio 1V).

Estadios primarios do OSCC séo facilmente controlados através da cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, enquanto estadios mais avangados sdo responsaveis por taxas de mortalidade
mais altas e chances mais baixas de os pacientes receberem tratamentos eficazes (Manasa e
Kannan, 2017).
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Verifica-se que o diagndstico precoce assume um papel fulcral no prognéstico do cancro oral
(Manasa e Kannan, 2017). Desta forma, e de acordo com Manikandan et al., (2016), a
investigacdo direcionada para a identificacdo de biomarcadores para um diagnostico precoce
do OSCC, de indicadores de prognéstico e de medidores da resposta ao tratamento e

sobrevivéncia global sdo inegavelmente essenciais.

2. Breves nocdes sobre biomarcadores
Segundo o Dicionario de Termos do Cancro do Instituto Nacional do Cancro (2018), um
biomarcador ¢ “uma molécula bioldgica encontrada no sangue ou noutros fluidos ou tecidos

corporais, que é um sinal de um processo normal ou anormal, ou de uma condigdo ou doenga”.

Os biomarcadores podem ser classificados em biomarcadores de diagnostico, biomarcadores
de prognoéstico e biomarcadores preditivos. Os biomarcadores de diagnostico permitem
encontrar e reconhecer uma certa patologia; os biomarcadores de prognéstico séo utilizados
para verificar o estado da doenca, indicando, ainda a probabilidade de recorréncia; ja 0s
biomarcadores preditivos permitem avaliar a resposta a um determinado agente terapéutico

(Kulasingam e Diamandis, 2008).

Os biomarcadores sdo amplamente organizados em gendmicos, proteémicos ou metabolicos, e
podem ser &cidos nucleicos, proteinas, péptidos, alteracBes enzimaticas, anticorpos,
metabolitos, lipidos e hidratos de carbono, produzidos pelas células patoldgicas ou devido a
outros processos que ocorrem derivados da patologia inicial (figura 1 — em anexo). Estes
podem ser colhidos de um ou da combinacdo dos seguintes fluidos bioldgicos: sangue, soro,
plasma, secrec¢des corporais (expetoracao e saliva) ou excrementos (urina e fezes) (Kulasingam
e Diamandis, 2008; Santosh, Jones e Harvey, 2016).

Um dos maiores desafios na investigacao do cancro € a identificacdo de biomarcadores estaveis,
que possam ser rotineiramente medidos em amostras facilmente colhidas (Wang et al., 2014).
As amostras de fluidos bioldgicos para a investigagdo podem ser obtidas através de métodos

ndo invasivos, minimamente invasivos ou invasivos (Henry e Hayes, 2012).
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3. Contextualizacdo dos microRNAs
Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas endogenas de cadeia simples de RNA néo-
codificante (ncCRNA), com cerca de 18-25 ribonucleo6tidos de comprimento, que pertencem a
uma classe abundante de moléculas reguladoras filogeneticamente conservadas e que regulam
negativamente a expressao génica ao nivel pds-transcricional (Manasa e Kannan, 2017; EI-
Sakka, Kujan e Farah, 2018). Atualmente, ja foram descritos cerca de 1917 miRNAS no genoma
humano (miRbase, 2018).

Até ha cerca de trés décadas, a existéncia e importancia dos miRNAs eram completamente
desconhecidas. Até essa data, a comunidade cientifica estava focada apenas nos genes
codificantes de proteinas. O dogma classico (em que o DNA é transcrito em RNA, que por sua
vez ¢ traduzido em proteinas) deixou de parte o estudo das sequéncias ndo codificantes de
proteinas (Almeida, Reis e Calin, 2011). Apenas em 1993, num estudo em Caenorhabditis
elegans, dirigido por Lee et al., se descobriu o primeiro miRNA, o lin-4, e, em 2000, Slack et
al. descobriram o let-7. Ambos os miRNAs regulavam o tempo de divisdo e diferenciacdo das
células estaminais daqueles animais. No entanto, s6 em 2001, a biogénese do miRNA foi
compreendida, através dos estudos de Grishok et al. e de Hutvagner et al., que sugeriram o
envolvimento de componentes da via do RNAI, como a enzima Dicer, na maturacdo dos
miRNAs, permitindo compreender a biogénese e 0 mecanismo de acdo destas moléculas,
abrindo, assim, portas para uma continua investigacdo dos miRNAs (Almeida, Reis e Calin,
2011).

Desde a sua descoberta, os miRNAs tém despertado grande interesse, principalmente na
vertente da Oncologia. Relativamente aos miRNAs no cancro, o primeiro estudo sugestivo do
seu papel nesta doenca foi publicado em 2002, referente & Leucemia Linfocitica Cronica, mas
foi em 2005 que se percebeu que os mMiRNASs podem atuar como oncogenes ou supressores do
tumor e que estdo envolvidos em inumeras vias que se encontram desreguladas no cancro
(Almeida, Reis e Calin, 2011).

Inimeros estudos tém demonstrado que os miRNAs possuem um importante papel na
carcinogenese oral e funcionam como biomarcadores no diagnostico e prognéstico do OSCC,

podendo ser utilizados na terapéutica anti-tumoral (Min et al., 2015).
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i.  Biogénese dos microRNAs
A biogénese dos miRNAs comeca no nucleo da célula, sofre modificagbes pds-transcricionais
e termina no citoplasma (Santos, Gil da Costa e Medeiros, 2018). Inicialmente, 0s miRNAS sdo
transcritos a partir de genes codificantes de miRNA pela enzima RNA polimerase Il ou Ill, em
longas moléculas de miRNAs primarios (pri-miRNAs) (Manasa e Kannan, 2017). Os pri-
miRNAs sdo processados no nucleo pela enzima Drosha e pelo cofator DGCR8 (proteina de
ligacdo ao RNA de cadeia dupla) em um ou mais miRNAs precursores (pré-miRNAS), com
cerca de 65-85 pares de base (Medina e Slack, 2008). Depois do processamento nuclear, os pré-
miRNAs sdo exportados para o citoplasma através da via XPO-5 e Ran-GTP. No citoplasma,
os pré-miRNAs séo clivados pela enzima Dicer, em associacdo com a TRBP e com a PACT,
formando RNAs de cadeia dupla, com cerca de 22 pares de base. Esta cadeia é composta pelo
miRNA funcional e o complementar (miRNA¥*). A cadeia funcional é ligada a proteina AGO2
e incorporada no complexo RISC, guiando este complexo para 0 mRNA-alvo (Santos, Gil da
Costa e Medeiros, 2018). O miRNA* ¢, normalmente, degradado, mas estudos recentes
sugerem que talvez também possa ser selecionado como cadeia funcional e participar
significativamente nos processos biologicos (figura 2 — em anexo) (Melo e Esteller, 2011;

Krol, Loedige e Filipowicz, 2010; lorio e Croce, 2012).

ii.  Funcdo e mecanismo de acdo dos microRNAs
Estima-se que os miRNAs sejam responsaveis por cerca de 30 a 50% da regulacdo génica
humana ao nivel pos-transcricional (Momen-Heravi et al., 2014). Um unico miRNA pode
regular a expressao e/ou funcéo de centenas de MRNASs e proteinas-alvo e, consequentemente,

regular varios processos biolégicos (Min et al., 2015).

Em geral, a funcdo dos miRNAs ¢ regular negativamente a expressao génica. A regido 5’ do
mIiRNA liga-se a regido 3° UTR do mRNA-alvo, onde se encontram os elementos de
reconhecimento (Irimie et al., 2017; Santos, Gil da Costa e Medeiros, 2018). Consoante a
complementaridade das sequéncias do miRNA e do mRNA, a funcdo do miRNA sobre o
mMRNA varia. Se a complementaridade for perfeita, 0 miRNA induz a clivagem do mRNA; se
a complementaridade for parcial (situacdo mais comum), o miRNA reprime a traducdo. Ambas
as situagdes induzem o silenciamento do mRNA, pois impedem a sintese da proteina codificada
pelo MRNA afetado (figura 3 — em anexo) (lorio e Croce, 2012; Santos, Gil da Costa e
Medeiros, 2018).
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4. microRNASs no cancro oral

i.  Desregulacdo dos microRNAs na carcinogénese oral: oncogenes ou
supressores tumorais
A cavidade oral é constantemente afetada por agressdes bacterianas, viricas e fungicas, bem
como por agressdes ambientais variadas. Estas agressfes contribuem para alteragdes a nivel da

expressao de genes na cavidade oral e das suas interacdes (Kulkarni et al., 2017).

Cerca de metade dos miRNAs humanos estdo localizados em regibes frageis do genoma, que
estdo associadas ao desenvolvimento do cancro. A expressdo dos microRNAs que se localizam
nas zonas frageis fica alterada, uma vez que estas zonas sofrem frequentemente quebras
cromossomicas, amplificacdes e perda de heterozigotia (em que existe perda de um alelo
supressor funcional que, posteriormente, caso ocorram mutagdes no outro alelo, podem iniciar
0 processo carcinogénico) (Chamorro et al., 2015; Momen-Heravi e Bala, 2018). Os miRNAs
sofrem regulacdo transcricional e pos-transcricional, e a sua desregulacdo afeta processos
celulares-chave, como a apoptose, diferenciacdo, proliferacdo, e invasdo e migracao celular,
uma vez que os miRNAs regulam a expressao de moléculas que sdo responsaveis por estes
processos.(Min et al., 2015). Dada, entdo, a sua funcdo nos processos bioldgicos, 0s miRNAs

estdo ativamente envolvidos na manutencao da integridade genémica (Irimie et al., 2017).

O cancro é um processo com multiplas fases: na fase de iniciacdo, as células normais sofrem
um dano genémico permanente, que resulta da exposicdo a um agente carcinogénico. Na fase
da promocdo, estas células alteradas aumentam a capacidade de proliferagdo, o que pode
contribuir para a acumulagdo de mutacdes adicionais, potenciando a transformacgéo maligna. A
progressao sucede quando as células malignas adquirem a capacidade de invadir os tecidos
adjacentes e metastizar para outros locais distantes. Os genes relacionados com o
desenvolvimento de cancro podem ser classificados em oncogenes ou supressores tumorais
(Macfarlane e Murphy, 2010; Santos e Teixeira, 2011a).

Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que uma expressao anormal dos miRNAs esta
relacionada com o comportamento do cancro (figura 4 — em anexo). Esta anormalidade na

expressdo, como referido anteriormente, pode dever-se a altera¢cdes cromossomicas, alteracées
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no controlo transcricional, defeitos na biogénese dos miRNAs ou ainda alteracbes epigenéticas
(Liu et al., 2011; Irimie et al., 2017). Os miRNAs podem funcionar tanto como supressores ou
indutores (oncomiRs) tumorais, dependendo dos seus mRNAs-alvo (Zhang et al., 2007; Ahmad
et al., 2013; Chamorro et al., 2015).

Até ao momento, 0 miR-21 é o miRNA mais estudado ao nivel do OSCC. Este miRNA, que
atua como oncomiR, tem um papel importante no desenvolvimento do cancro. Participa na
proliferacdo celular e na regulacdo da apoptose, através da supressdo da Tropomiosina 1, que
funciona como supressor tumoral, em casos de Carcinoma Espinocelular da Lingua (Irimie et
al., 2017; Yao e Lin, 2012). Cervigne et al., (2009) demonstrou que 0 miR-21 esta sobre-
expresso na leucoplasia progressiva e no OSCC, mas ndo na mucosa normal. Mehdipour et al.,
(2018) concluiu que em casos de liquen plano oral (LPO), este miRNA se encontra, igualmente,
sobre-expresso. Também o estudo de Singh et al., (2018) constatou que o miR-21 esta
aumentado em pacientes com fibrose submucosa oral (FSMO) e com OSCC.

Outro oncomiR que esta relacionado com a proliferacdo e apoptose celular é o miR-31. Este
miRNA encontra-se aumentado no plasma pré-operatério de pacientes com OSCC,
comparativamente com o plasma recolhido apos a ressec¢do do tumor dos mesmos pacientes
(Liu et al., 2010), e em estadios primarios de OSCC, em relacdo as amostras de tecido normal
(Siow et al., 2013).

Por outro lado, também ha estudos que apuram a funcdo dos miRNAS enquanto supressores
tumorais. O miR-125b, que diminui a proliferacdo celular através, por exemplo, da inibi¢do da
MALAT]1, apresenta-se diminuido em pacientes com OSCC, sendo que esta diminui¢do é mais
significativa quanto mais avancado o estadio do tumor (Shiiba et al., 2013; Peng et al., 2014;
Chang e Hu, 2017). De igual modo, 0 miR-125a esta sub-expresso no OSCC comparativamente

com o tecido normal, facilitando o crescimento e proliferagdo tumoral (Tiwari et al., 2014).

Da mesma forma, o miR-375 pode inibir o crescimento celular, induzir a paragem nas fases GO
e G1 do ciclo celular e aumentar a apoptose, pela ligagéo ao recetor da IGF-1 (IGFR-1). No
entanto, encontra-se diminuido no tecido tumoral. A sub-expressdo de miR-375 esta associada
a estadios mais avangados da doenca, com tumores de maior tamanho e mais invasivos (Siow
et al., 2013; Zhang et al., 2017).
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Assim, relativamente a carcinogénese, a sobre-expressao de certos miRNAs pode resultar na
sub-expressdo de genes supressores do tumor, promovendo, assim, o desenvolvimento do
tumor. Por outro lado, a expressdo de alguns miRNASs supressores tumorais esta diminuida,
levando, assim, a sobre-expressao de oncogenes e, consequentemente, ao desenvolvimento do
tumor (Ahmad et al., 2013).

5. Uso dos microRNAs enquanto biomarcadores no Cancro Oral

I. microRNAs: biomarcadores de diagnostico e progndéstico no Cancro
Oral
Estudos recentes tém pesquisado as funcdes de diversos miRNAs na carcinogénese oral e
estudado o seu papel enquanto biomarcadores de diagndstico ou de progndstico (Irimie et al.,
2017). A evidéncia dos miRNAs enquanto moduladores da expressédo génica identifica-os como
candidatos a indicadores de diagnostico e prognostico, bem como possiveis alvos terapéuticos
(Cheng, 2015).

Os miRNAs possuem caracteristicas que os classificam como marcadores tumorais ideais,
como a sua estabilidade em condic¢bes que, normalmente, degradariam a maioria dos RNAs —
altas temperaturas e valores extremos de pH, por exemplo —, a facilidade na sua detecdo e a
associacdo com parametros de progndstico clinico-patoldgicos (Heneghan, Miller e Kerin,
2010; Chawla et al., 2015; Cheng, 2015).

Tem-se tornado evidente que as alteracdes na expressao de alguns miRNAs se relacionam com
o grau de malignidade e o estadio do cancro. Tal revela-se importante para o conhecimento
exato da agressividade da doenca e, consequentemente, para uma abordagem terapéutica mais

eficaz (Oom, Humphries e Yang, 2014).

Segundo um estudo de Liu et al., (2011), o miR-31 encontra-se aumentado na saliva de
pacientes com OSCC, sendo detetado mesmo em tumores iniciais e com a mesma sensibilidade
de tumores avancgados, sugerindo o potencial deste mMiRNA como biomarcador de diagnostico.
De igual forma, estudos sobre 0 miR-29a constataram que este se encontra sub-expresso no
soro de pacientes com les6es orais de alto risco (MacLellan et al., 2012) e em amostras de
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tecido de pacientes com carcinoma espinocelular da lingua (Lu et al., 2014). Assim, 0 uso dos
miRNAs enquanto biomarcadores do diagnéstico pode ter dois propdsitos basicos: um

diagnostico mais precoce e um diagnostico mais eficiente (Oom, Humphries e Yang, 2014).

A invasdo e a metastizacdo do cancro oral estdo intimamente relacionadas com o progndstico
da doenca, uma vez que uma maior capacidade de invasdo e metastizacdo estdo associadas a
um pior prognostico clinico do paciente. Por esta razdo, torna-se crucial verificar o papel dos

miRNAS nestes processos (Chang et al., 2013).

Huang et al., (2014) averiguou que a sub-expressdo de miR-491-5p esta relacionada com um
comportamento mais invasivo do OSCC e com menor sobrevivéncia dos pacientes. De forma
semelhante, niveis elevados de miR-181 em pacientes com OSCC (quer no plasma, quer nos
tecidos) associam-se a metastases mais avangadas, invasao vascular e pior prognostico (Cheng-
Chieh et al., 2011).

ii.  Tipos de amostras usadas para analise dos microRNAs no Cancro Oral
Para a andlise dos miRNAs enquanto biomarcadores, é possivel utilizar qualquer tipo de
amostra bioldgica. No entanto, para o diagnostico precoce e tendo por base o contacto direto
com as lesdes orais, pretende-se uma forma nao invasiva de recolha de amostras, como a saliva
ou a citologia esfoliativa (Fontes et al., 2008; Yoshizawa e Wong, 2013). A tabela 1 indica as
principais vantagens do uso da saliva e do esfregaco oral (citologia esfoliativa) como amostras
para a analise dos microRNAs (Fontes et al., 2008; Radhika et al., 2016).

Tabela 1. Principais vantagens do uso da saliva e da citologia esfoliativa como
amostras para analise dos microRNAs

Facil acesso

Facil recolha das amostras (ndo requerem grande experiéncia por parte do clinico)

Conforto e aceitacdo do paciente

Na&o requer qualquer tipo de anestesia

Colheita rapida e de baixo custo

Minimizar o risco de sangramento e de infegdo, comparativamente com métodos invasivos

10
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iii.  Limitagdes dos microRNAs como biomarcadores no Cancro Oral
Embora os miRNAs demonstrem potencial como novos métodos de diagndstico e progndstico
no cancro oral, ainda existem limitagcdes na sua utilizacéo clinica (Cheng, Rees e Wright, 2014).
A tabela 2 resume os principais problemas referidos na literatura (Cheng, Rees e Wright, 2014;
Troiano et al., 2016; Adami, Tang e Markiewicz, 2017).

Tabela 2. Principais limitagdes do uso de microRNAs como biomarcadores do Cancro
Oral

Falta de padronizacdo nos métodos de colheita, processamento e armazenamento das

amostras

Dificuldade no diagndstico causada pela heterogeneidade intra-tumoral

Falta de validacdo dos biomarcadores em condi¢des especificas:

presenca de condicdes inflamatorias, presenca de outros tipos de cancro, entre outras

Diferencas nos valores obtidos nos diversos métodos de quantificagdo dos miRNAs e nos
diferentes tipos de amostras

Dificuldade em atribuir a desregulacdo de um dado miRNA a uma patologia em particular

6. Novas perspetivas: Terapéutica baseada em microRNAs
Um grande nimero de miRNAs humanos ja foi relacionado com vérios cancros, evidenciando
o0 papel oncogénico ou supressor tumoral destas moléculas. Tendo por base esta consideracéo,
o desenvolvimento de novas tecnologias e formas de controlo da modulacdo da expressdo dos

miRNAS representa um avanco na terapia oncoldgica (Nicolas et al., 2011)

A aplicacéo terapéutica dos miRNAs envolve, essencialmente, duas estratégias. A primeira visa
inibir os oncomiRs, usando MiRNAs antagonistas, 0s antagomiRs. Ja a segunda envolve a
introducdo de um miRNA que mimetiza a acdo de um supressor tumoral (Bader, Brown e
Winkler, 2010).

Diversos estudos tém sido realizados a fim de explorar a forma terapéutica dos miRNAs nos
diversos tipos de cancro, no entanto, relativamente ao OSCC, ainda ndo existem dados
suficientes da sua aplicabilidade. Referem-se, em particular, os estudo de Rather et al., (2013)
e de Zhang et al., (2017). Rather et al., (2013) concluiu, in vitro, que a introducdo do
antagomiR-155 em células tumorais de OSCC resulta no aumento da apoptose, promovendo a

11
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diminuicdo tumoral. J& Zhang et al., (2017) verificou, igualmente in vitro, que a introducdo de
uma molécula que mimetiza a acdo do miR-375, para além de reduzir o crescimento, aumenta
a radiossensibilidade das células de OSCC, abrindo portas para um continuo estudo e

investigacao nesta area.

I1l.  DISCUSSAO

O cancro oral é uma patologia de origem multifatorial e crescente a nivel mundial,
representando o sexto tipo de cancro mais frequente em todo o Mundo. O tipo histoldgico mais
comum € o carcinoma espinocelular. Embora tenha uma localizacdo de facil acesso, ainda é
diagnosticado tardiamente, 0 que aumenta as taxas de morbilidade e mortalidade (Brener et al.,
2007; Troiano et al., 2016; OMD, 2017). Desta forma, a investigacdo direcionada para a
identificacdo de biomarcadores para um diagnostico precoce do OSCC e do seu progndstico

sdo essenciais (Manikandan et al., 2016).

Os miRNAs sdo pequenas moléculas enddgenas de cadeia simples de RNA nédo-codificante,
com cerca de 18-25 ribonucledtidos de comprimento que regulam negativamente a expressao
génica ao nivel pos-transcricional (EI-Sakka, Kujan e Farah, 2018). Estima-se que 0s miRNAs
sejam responsaveis por cerca de 30 a 50% da regulacdo génica humana ao nivel pds-
transcricional (Momen-Heravi et al., 2014). Um Gnico miRNA pode regular a expressao e/ou
funcdo de centenas de mRNAs, induzindo a sua clivagem ou reprimindo a traducéo,
dependendo da forma de ligacdo ao mRNA-alvo (Min et al., 2015; Santos, Gil da Costa e
Medeiros, 2018).

No cancro oral, os miRNAs encontram-se desregulados, quer por sobre-expressao (oncogenes),
quer por sub-expressao (supressores tumorais) (Irimie et al., 2017).

Esta desregulacdo altera os processos bioldgicos de apoptose, proliferagdo, diferenciacéo,

invasdo e migragéo celular, promovendo o desenvolvimento do cancro (Min et al., 2015).

Inimeros estudos tém sido efetuados com o intuito de verificar a expressdo dos miRNAS no
OSCC (tabela 3 — em anexo). Destes, podem-se mencionar os estudos recentes de Fu et al.,
(2017), Mehdipour et al., (2018) e Singh et al., (2018), que verificaram que, no OSCC, existe

a sobre-expressdo de miR-155, miR-31 e miR-21, respetivamente. Também a sub-expressédo de

12
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alguns miRNAs esta presente no OSCC, comparativamente com amostras saudaveis.
Destacam-se 0s miR-125b, miR-9 e miR-143, referidos, respetivamente, por Peng et al., (2014),
Sun et al., (2016) e Sun e Zhang, (2017). Pode-se concluir, entdo, que 0s oncogenes miR-155,
miR-31 e miR-21 e o0s supressores tumorais miR-125b, miR-9 e

miR-143 estdo intimamente ligados ao cancro oral.

Também a acdo dos miRNAs nas diferentes fases da carcinogénese oral tem sido objeto de
estudo (tabela 4 —em anexo). MiRNAs que atuem preferencialmente na regulacao da apoptose,
crescimento e proliferacdo celular relacionam-se com fases iniciais da carcinogénese,
constituindo bons biomarcadores de diagnéstico. Normalmente, estes miRNAs também se
encontram desregulados em condicBes orais com potencial de malignizacdo. Singh et al.,
(2018) verificou que 0 miR-21 se encontra aumentado em casos de FSMO, tal como em casos
de OSCC. Também Mehdipour et al., (2018) concluiu que o miR-125a se encontra diminuido
em pacientes com LPO e em pacientes com OSCC. Assim, valida-se que estes miRNAS estéo
associados a progressdo maligna de algumas condicGes orais e a iniciacdo de OSCC,
funcionando como biomarcador de diagnostico precoce e permitindo um acompanhamento
mais atento destas condicdes.

JAmiRNAs que estejam relacionados com a invasao e metastizacdo celular podem ser utilizados
como biomarcadores de progndstico. Peng et al., (2014) concluiu que, em pacientes pN+, a
baixa expressdo de miR-218 esta associada a um aumento de metéstases a distancia,
desfavorecendo o progndstico, enquanto aumento do microRNA Let-7g prediz maior
possibilidade de sobrevivéncia em pacientes com estadiamento T3-T4.

Ha cerca de 1917 miRNAs no genoma humano. No entanto, ainda ndo existem estudos
referentes ao papel de todos os miRNAs no cancro oral, pelo que se propde uma continua

investigagao neste sentido.

Os miRNAs possuem caracteristicas que os classificam como marcadores tumorais ideais,
como a sua estabilidade a altas temperaturas e valores extremos de pH, a facilidade na sua
detecdo e a associacdo com parametros de prognostico clinico-patolégicos (Heneghan, Miller
e Kerin, 2010; Chawla et al., 2015; Cheng, 2015). No entanto, continuam a existir algumas
limitacOes, como a falta de padronizacdo de processamento das amostras e a heterogeneidade

intra-tumoral, que condicionam o seu avan¢o como ferramenta clinica. Uma vez mais, urge a
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necessidade de pesquisas mais aprofundadas para ultrapassar estes problemas e para que a sua

implementacéo clinica seja realizada.

Apesar de um grande namero de estudos ser baseado em andlises de tecido excisionado, para o
diagnostico precoce, é fundamental a existéncia de técnicas de recolha de amostras ndo
invasivas. Por terem contacto direto com as lesdes orais, serem féceis de recolher e terem boa
aceitacdo por parte dos pacientes, a saliva e a citologia esfoliativa representam amostras
eficazes para a detecdo dos miRNAs (Yoshizawa e Wong, 2013).

Atualmente, existem diversas técnicas para a detecdo de miRNAs, incluindo a gRT-PCR,
hibridizacdo in situ, northern blotting ou microarrays. A gRT-PCR é a técnica gold-standard,
sendo a mais utilizada, pois é a técnica mais sensivel e especifica, seguindo-se da técnica de

microarray (Lan et al., 2015).

A terapia baseada em miRNAs, atualmente, é foco de um crescente estudo e desenvolvimento
tecnoldgico, tendo-se descoberto as duas principais estratégias na sua atuagdo: por inibicdo de
oncomiRs, repondo, assim, a funcdo dos MRNAS supressores tumorais, ou por introducdo de
um miRNA supressor tumoral, inibindo os oncogenes (Bader, Brown e Winkler, 2010; Nicolas
et al., 2011). Contudo, ainda € necessaria uma investigacdo mais aprofundada neste campo,

antes de estar disponivel enquanto opcdo terapéutica a nivel clinico.

O médico-dentista tem um papel fundamental na detecao precoce de lesdes orais malignas, bem
como no acompanhamento atento das condi¢Ges com alto risco de malignizagéo.

Os estudos referentes aos miRNAs demonstram perspetivas positivas para 0 seu uso na pratica
clinica, particularmente na area do diagnéstico (Chamorro et al., 2015; Zahra et al., 2018).
Desta forma, aconselha-se que o médico-dentista se mantenha atualizado quanto as novas
ferramentas de diagndstico baseadas em miRNAs, tornando-se importante o seu conhecimento

e estudo acerca destas moléculas.

IV. CONCLUSAO

E essencial diminuir as taxas de mortalidade e morbilidade associadas ao diagndstico tardio do
cancro oral. Para tal, o uso de novas ferramentas de diagndstico precoce e de prognéstico tém

despertado grande interesse e varios estudos neste sentido tém sido realizados.
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Os miRNAs, pelo seu papel na carcinogénese oral enquanto oncogenes Ou Supressores
tumorais, tém potencial para serem utilizados como biomarcadores do cancro oral, quer como
biomarcadores de diagnostico, quer de prognostico, pois a sua desregulacao permite inferir a
possibilidade de transformacéo maligna de uma leséo prévia, a detecdo do cancro oral em fases
iniciais e, em casos em que o cancro oral ja se encontra desenvolvido, permite também verificar

a possibilidade de metastizacao e o progndstico clinico dos pacientes.

Atualmente, a pesquisa dos miRNAs passa igualmente pelo estudo de novas formas terapéuticas
baseadas nestas moléculas, de forma a diminuir a sua desregulagdo e limitar a progresséo

tumoral.

Para 0 médico-dentista, a existéncia de uma forma fécil de colheita, através da saliva ou de um
esfregaco da mucosa oral, que permite a detecdo do cancro oral constitui uma mais-valia clinica,
permitindo-lhe um acompanhamento mais atento e eficaz e a referenciacdo atempada do doente

para 0s servicos especializados.

Embora seja uma area recente e em constante evolucdo, € necessario realizar mais pesquisas a
fim de verificar a existéncia de desregulaces especificas de miRNAs no carcinoma oral
espinocelular, bem como no ambito da terapéutica desta patologia, uma vez que existe pouca

informac&o disponivel na literatura.

Em suma, a aplicacdo recorrente dos miRNASs na pratica clinica para o diagnostico precoce
parece estar cada vez mais proxima, havendo a expectativa de diminuir a mortalidade associada

a descoberta tardia do cancro e aumentar a qualidade de vida dos doentes.
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Tabela 3. Revisao dos estudos recentes que avaliam a expressdo dos microRNAs em
amostras humanas de OSCC (de acordo com os critérios de inclusdo mencionados)

miRNA estudado | Tipo de amostra | Expressdo no OSCC Oncogene ol F-Qef-eréncfa
supressor tumoral bibliografica
miR-375 Tecido Diminuida Supressor (Zhang et al., 2017)
miR-155 Tecido Aumentada Oncogene (Rather et al., 2013)
miR-146a Tecido e Plasma Aumentada Oncogene (Hung et al., 2013)
miR-491-5p Tecido Diminuida Supressor (Huang et al., 2014)
miR-155 Tecido Aumentada Oncogene (Fuetal., 2017)
miR-187 Tecido Aumentada Oncogene (Lin et al., 2016)
miR-218
miR-125b Tecido Diminuida Supressores (Peng et al., 2014)
Let-7g
miR-483-5p Soro Aumentada Oncogene (Xu et al., 2016)
miR-143 Tecido Diminuida Supressor (Nietal, 2015; Sune
Zhang, 2017)
miR-125b Tecido Diminuida Supressor (Shiiba et al., 2013)
miR-99a Tecido Diminuida Supressor (Yanetal., 2012)
miR-9 Soro Diminuida Supressor (Sun et al., 2016)
miR-155-5p Tecido Aumentada Oncogene (Osamu et al., 2015)
miR-31 Plasma e Saliva Aumentada Oncogene (Liu et al., 2010)
miR-153-3p Tecido Diminuida Supressor (Jing and Xu, 2017)
miR-21 Soro Aumentada Oncogene (Singh et al., 2018)
miR-181a (Cheng-Chieh et al.,
MiR-181 Tecido e Plasma Aumentada Oncogenes 2011)
miR-187* Tecido e Plasma Aumentada Oncogene (Liu et al., 2017)
miR-186 Diminuida Supressor
miR-3651 Sangue Aumentada Oncogene (Ries et al., 2014)
miR-494 Aumentada Oncogene
miR-21 Aumentada Oncogene
miR-125a ; Diminuida Supressor (Mehdipour et al.,
Saliva
miR-31 Aumentada Oncogene 2018)
miR-200a Diminuida Supressor
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Tabela 4. Acao dos microRNAs no OSCC (de acordo com os critérios de inclusao

mencionados)

miRNA ~ Referéncia
estudado AEOMDOEEE bibliografica
MiR-375 A sua sub-expressa}o mdu; 0 _cresmmentq, inibe a apoptose e diminui a (Zhang et al., 2017)
radiossensibilidade das células tumorais
MiR-155 Niveis elevados inibem a apopttcl)Jsri:rglromovem a proliferacdo celular (Rather et al., 2013)
MiR-146a Concentragoe§ elg\{ada}s promovem um crescAlme'nto t_um,o'ral mais rapido e (Hung et al., 2013)
aumentam a incidéncia de metastases nos ganglios linfaticos do pescoco
MiR-491-5p vaels.ba|x~os estdo relacionados com maior capa(_:ldade de invaséo, (Huang et al., 2014)
metastizacfo e com menor sobrevivéncia dos pacientes com OSCC
MiR-155 Valores mais elevados predlze_m um aument,o do bloquelc_) da apoptose e (Fu et al., 2017)
aumento da proliferacdo das células tumorais
MiR-187 Concentra¢6es mais altas assomada_s a meitastase_:s nos ganglios linfaticos, (Lin et al., 2016)
pelo que promove a proliferacdo e migracédo celular
miR-218
- Valores diminuidos destes miRNASs predizem piores valores de
RS sobrevivéncia em pacientes pT3-T4, pN+ e estadios plll e pIV. (Peng etal., 2014)
Let-7g
MiR-483-5p V'fllores gle\{ados indicam maior capacidade de_ metastlzzjl(;e}o e (Xu et al., 2016)
diferenciacdo tumoral, relacionando-se com pior prognéstico
. Sub-expressdo de miR-143 aumenta a proliferagéo celular, inibe a (Ni et al., 2015; Sun
miR-143 L y
apoptose e promove a migracao e invasdo celular e Zhang, 2017)
MiR-125b Valores diminuidos aumen'gam a p_rollllferagao celular e diminuem a (Shiiba et al., 2013)
radiossensibilidade
miR-99a A sub-expressdo relaciona-se com o _cresmmento celular das células (Yan et al., 2012)
tumorais
MiR-9 Valores dlmlnuu_jos indicam aumgnto da p055|b~|lldade de transformacéo (Sun et al., 2016)
maligna de leucoplasias e progressdo de OSCC
MiR-155-5p Valores altos estdo relacionados com a recorréncia de OSCC e com (Osamu et al., 2015)
metastizagio
MiR-31 Valores aumentados~em pameptgs_TlN/TZ, NO e est~adlos I e ll, indicando a (Liu et al., 2010)
sua relacdo com a iniciacdo e progressdo de OSCC
miR-153-3p Valores elevados indicam maior capacidade de metastizagao e baixa (Jing and Xu, 2017)
sobrevivéncia dos pacientes
Valores aumentados indicam maior possibilidade de transformagéo
miR-21 maligna em pacientes com fibrose submucosa oral. Também se relaciona (Singh et al., 2018)
com a progressdo de OSCC
miR-181a Niveis altos favorecem a migracéo celular e consequentemente a (Cheng-Chieh et al.,
miR-181b metastizacdo. A sobre-expressdo conjunta indica pior progndstico 2011)
A sobre-expressao promove a migragdo e formagéo de coldnias de células
miR-187* tumorais. Piora o progndstico dos doentes cujos valores ndo diminuem no (Liu et al., 2017)
pos-operatorio
miR-186 L . - . .
Niveis baixos de miR-186 em associacao a niveis elevados de miR-3651 e
miR-3651 miR-494 relacionam-se com a presenca de OSCC. (Ries et al., 2014)
. Sem mais dados quanto a agao na carcinogénese e quanto ao prognostico
miR-494
miR-21
. Valores diminuidos de miR-125a e aumentados de miR-21 indicam pior
miR-125a progndstico no liquen plano oral, aumento o risco de progressao para (Mehdipour et al.,
miR-31 OSCC. _ 2018)
Sem dados para os restantes miR.
miR-200a
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