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RESUMO

Introducdo: Os microRNA’s estdo relacionados com a regula¢do de varios processos celulares,
nomeadamente na patologia do cancro oral. O seu papel na carcinogénese, invasdo e
metastizacao celular, diagnostico precoce, prognostico e terapéutica tem sido descrito, sendo no
entanto fundamental uma investigacdo continuada que possibilite a definicdo de melhores opcdes
terapéuticas e também uma melhoria na qualidade de vida destes doentes

Objetivos: Este trabalho teve como objetivo investigar o papel dos microRNA’s na detecdo
precoce do cancro oral e as possibilidades terapéuticas dos mesmos.

Materiais e Métodos: Para a realizacao deste estudo foi feita uma pesquisa bibliografica na base
de dados PUBMED, limitada aos Ultimos 30 anos, ao idioma inglés e a relevancia do respetivo
titulo e resumo. Adicionalmente efetuou-se uma pesquisa em livros pedagogico-cientificos da
area abordada e em sites devidamente acreditados disponiveis na internet referentes a instituicdes
oncolodgicas nacionais e internacionais.

Desenvolvimento: Dos estudos até ao momento desenvolvidos 0s microRNA’s que se destacam
com um maior interesse na detecdo precoce e no prognéstico do cancro oral incluem o
microRNA-200a, 0 microRNA-125a, o0 microRNA31, o microRNA-146a, o microRNA-17, o
microRNA20-a, 0 microRNA-21, o microRNA-221 e o microRNA-181b. O método mais
utilizado para reduzir a expressdo dos microRNA’s indesejaveis nas células tumorais consiste na
tecnologia antisense, baseada na produgdo de microRNA’s sintéticos (antagomiRs), o qual tem
sido progressivamente melhorado através da introducdo de oligonucledtidos modificados
guimicamente, que proporcionam maior estabilidade e afinidade para o microRNA alvo e,
consequentemente, maior eficiéncia do que 0s seus correspondentes.

Conclusbes: Os microRNA’s podem constituir excelentes biomarcadores moleculares no
diagnostico precoce do cancro oral. Novas investigacdes tém sido desenvolvidas no sentido de
produzir um farmaco, a base de microRNA’s, capaz de atuar nestes doentes, de tal modo a que as

células normais do hospedeiro ndo sejam afetadas pelos agentes citotoxicos.

PALAVRAS-CHAVE: microRNA’s; cancro oral; biomarcadores orais e cancro; diagnostico
precoce e terapéutica; epidemiologia do cancro oral; cancro oral em Portugal; fatores de risco e

cancro oral.



ABSTRACT

Introduction: MicroRNA’s are related with the control of a variety of cell mechanisms, mainly
in pathologies like oral cancer. Its role in the carcinogenesis, invasion and cellular metastasis,
early diagnosis, prognosis and therapy has already been described, being, therefore, a continuous
investigation that on the one hand allows the definition of the best available therapeutic options,
and on the other can offer these patients a better quality of life.

Objectives: The aim of this research is to investigate the role of microRNA’s in the early
detection of oral cancer, as well as all possible therapies that these RNA molecules can offer to
the world of Medicine.

Materials and Methods: This study was based on a bibliographic research in the PUBMED data
base, limited to the English language, the last 30 years and the relevance of its title. A Scientific
book research as well as highly credited World Wide Web pages, related to national and
international oncological institutions were added to the content of this work.

Discussion: From all the studies analysed, the microRNA’s with the most interest to the early
detection and prognosis of oral cancer are the microRNA-200a,  microRNA-125a,
microRNA31, microRNA-146a, microRNA-17, microRNA20-a, microRNA-21, microRNA-
221 and the microRNA-181b. The most used method to reduce the expression of all undesirable
microRNA’s in tumorous cells is based on the antisense technology that consists in the
production of synthetic oligonucleotides microRNA’s, that give a better stability and affinity to
the targeted microRNA’s, therefore being more efficient than its corresponding predecessors.
Conclusions: MicroRNA can be a valuable molecular biomarker in the early diagnosis of oral
cancer. New investigations have been developed to find a drug, based on these microRNA’s, that
is capable of acting on oncological patients in a way that protects normal host cells from being

targeted by cytotoxic agents.

KEY-WORDS: microRNA’s; oral cancer; oral biomarkers and cancer; early diagnosis and
therapy; epidemiology of oral cancer; oral cancer and Portugal; risk factors of oral cancer.
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ABREVIATURAS

mMiRNA — microRNA

MRNA — RNA mensageiro

ncRNA — RNA néo codificante

RISC - RNA Induced Silencing Complex

dsRNA - double-stranded RNA

EGF — Fator de Crescimento Epidérmico

FGF — Fator de Crescimento Fibroblastico

TGF-a — Factor de Crescimento Tumoral Alfa

PDGF — Fator de Crescimento Derivado das Plagquetas
Rictor - Rapamycin-insensitive companion of mTOR

MMP - Metaloproteinase da Matriz
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INTRODUCAO

O ser humano possui diferentes 6rgaos formados por tecidos especializados que, por sua
vez, sdo compostos por células - a menor por¢do de um organismo vivo, capaz de executar
autonomamente as fungdes bésicas de reproducéo e crescimento. Consoante a sua localizagéo e
funcdo, as células apresentam caracteristicas particulares, porém, todas as células do nosso
organismo usufruem das mesmas unidades de hereditariedade, os genes. Os genes s&o
constituidos por sequéncias especificas de Acido Desoxirribonucleico (DNA), que transportam a
informacdo genética caracteristica de cada individuo 2. Atualmente sabe-se que existem cerca
de 30.000 genes nos nossos cromossomas, No entanto, é também conhecido que nem todos estes
genes estdo ativos numa célula ®. Na verdade, um gene apenas é expresso se o Acido
Ribonucleico mensageiro (MRNA) for produzido no nucleo celular, a partir do DNA e for
transportado para o citoplasma, a fim de ser traduzido em proteinas (sendo que apenas uma
pequena percentagem do genoma as codifica). Este fendbmeno é, portanto, crucial para que ocorra
uma regulacdo precisa da expressao génica e consequentemente um normal desenvolvimento e
funcionamento do organismo ©. Existem regides inter-génicas que sio também transcritas,
originando moléculas imaturas de RNA (pré-RNA) constituidas por intrdes (RNA nao
codificante) e exdes (RNA codificante). Inicialmente pensava-se que este “lixo genético”, ndo
codificador de proteinas, ndo detinha qualquer tipo de funcdo . Porém, nos Gltimos 10 anos,
apesar do papel do RNA néo codificante (ncRNA) permanecer um enigma, um grupo especifico
de ncRNA tem recebido uma crescente atencdo cientifica — os microRNA’s. Dos estudos
realizados tém-se obtido resultados bastante promissores em termos médicos, sobretudo no que
respeita a detecdo precoce/ diagnostico e terapéutica de inimeras patologias, nomeadamente do
cancro oral ®.

O primeiro microRNA foi descrito em 1993, por Lee et al., e identificado na
Caernohabditis elegans por regular o tempo de desenvolvimento das larvas, muito embora tenha
sido designado de modo diferente - “short temporal RNA” (stRNA) - devido ao facto de ser
expresso temporariamente ©. Hoje em dia sabe-se que o nivel destas pequenas moléculas e os
alvos em que atuam encontra-se equilibrado em células saudaveis. Pelo contrario, nas células que
originam sintomas de patologia pode ocorrer uma supressao ou sobre expressdo dos microRNA’s
(dependendo do tipo de molécula e consequentemente do tipo de doenca que causa) .

Percebendo-se que 0s microRNA’s possam desempenhar um papel importante na

regulacdo de uma variedade de processos celulares, é facil compreender que a desregulacdo dos
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mesmos poderd estar associada a um leque bastante diversificado de patologias, como angina de
peito, enfarte agudo do miocardio, obesidade, diferentes tipos de neoplasias (cancro do pulméo,
mama, colorretal, pancreas, prdstata, estbmago, carcinoma papilar da tiroide, glioblastoma),
entre outras, providenciando uma melhor compreensao do desenvolvimento destas doengas bem
como a adoco de novas estratégias de diagnéstico precoce e terapéutica oncolégica ©.

Certas evidéncias indicam que os microRNA’s possuem um papel fundamental na
carcinogénese (Dalmay & Edwards, 2006; Bartel, 2009) " ®. Concretamente ha estudos que
demonstraram uma sobre expressdao de um microRNA especifico, 0 miR-31, no carcinoma de
células escamosas/carcinoma epiderméide, para além de outras neoplasias . Foi, ainda,
identificada a associagdo entre a elevada expresséo de um outro microRNA, o microRNA-211, e
as mais avancgadas metastases para os nodulos linfaticos, a invasdo vascular e 0 mau prognostico
do carcinoma epiderméide (Chang et al., 2008) ®?. Para o carcinoma epiderméide também foi
demonstrada uma acdo oncogénica de outros microRNA’s, respetivamente 0 microRNA-21 e o
microRNA-184 (Chang et al., 2008; Wong et al., 2008) ¢+ 12,

Recentemente a saliva humana tem sido estudada para aplicacGes a nivel de diagnostico
médico, terapéutico bem como, para outras implicacBes biologicas, nomeadamente para a
detecéo precoce de cancro oral, sobretudo o carcinoma de células escamosas . Esta neoplasia
representa cerca de 90% dos cancros orais, ocupando, segundo informagdes fornecidas pelo IPO
de Lisboa, “o quinto lugar” na prevaléncia a nivel nacional, tendo uma taxa média de
sobrevivéncia de 50%, ou seja, de 5 anos ap0s a sua detecdo. Apesar de a sua incidéncia estar a
aumentar cada vez mais em jovens do sexo feminino, a maioria dos casos de cancro oral em
Portugal continua a ser descoberta na populacdo mais idosa, sendo detetados anualmente 1500
novos casos, nomeadamente 1200 casos no sexo masculino e 300 no feminino ™.

Neste contexto, este trabalho tem como principal objetivo procurar investigar o papel dos
microRNA’s na detecdo precoce do cancro oral bem como as possibilidades terapéuticas que 0s
mesmos podem oferecer as ciéncias médicas, de modo a que a melhoria da qualidade de vida e,

quem sabe, a cura para esta doenca mortal se tornem realidades cada vez mais proximas.
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MATERIAIS E METODOS

Este estudo reveste-se de uma revisdo da literatura disponivel nos ultimos 30 anos, na
qual se realizou uma consulta de livros, “sites” legalizados de institui¢des oncoldgicas nacionais
e internacionais (GLOBOCAN e RORENO) e artigos cientificos selecionados através de busca
no banco de dados “Pubmed”. A pesquisa dos artigos foi realizada utilizando a lingua universal
inglesa, tendo sido empregues variadas palavras-chave, especificamente relacionadas com o tema
que o trabalho aborda. Os critérios de inclusdo para os estudos encontrados foram, sobretudo,
relacionados com a carcinogénese, diagnostico, prognostico e terapéutica do cancro oral através
do emprego de microRNA’s. Outras modalidades mais genéricas foram também aplicadas tais
como, fatores de risco, incidéncia, prevaléncia e mortalidade desta classe de doentes. Foram
excluidos estudos que relatavam o emprego de outras moléculas no cancro oral ou 0 emprego
dos microRNA’s noutro tipo de neoplasias malignas.

De seguida procurou-se estudar e compreender 0s principais parametros de interesse que
deveriam ser incluidos neste trabalho, sobretudo os mecanismos através dos quais 0S
microRNA’s podem ser usados como biomarcadores de dete¢ao precoce do cancro oral e 0 Seu
papel enquanto moléculas constituintes dos medicamentos usados na terapia do cancro da

cavidade oral.
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DESENVOLVIMENTO

1. MicroRNA’s: Contexto Historico

Os micro-RNA’s foram inicialmente descritos em 1993, por Lee et al. ® na
Caernohabditis elegans, animal vermiforme, como reguladores do tempo de desenvolvimento
das larvas. Foi com a identificacdo dos genes de microRNA’s lin-4 e let-7, que atuam como
repressores pos-transcricionais (15) que a investigacdo de microRNA’s comegou. Pouco tempo
depois, centenas de outros microRNA’s foram encontrados em vermes, moscas, plantas e
vertebrados %", Muitos destes sdo bem conservados entre espécies e tém sido encontrados nos
reinos Archaeabacteria e Eubactéria, que é sugestivo de uma origem bastante remota 2. Tal
como referido por Tarver et al “A recente descoberta dos microRNA’s em eucariontes
unicelulares, incluindo microRNA’s conhecidos anteriormente apenas em animais ou plantas,
implica que estes possuem uma historia evolutiva muito antiga.” (19)

Atualmente mais do 1.048 microRNA’s ja foram descritos no genoma humano ®” e, na
sua grande maioria foram identificados através de métodos moleculares tradicionais, tais como a
clonagem e a sequenciacdo individual de pequenos RNA’s ®Y. Ainda assim, as metodologias
baseadas na sequenciacdo de DNA capilar para identificacdo de novos microRNA’s tém sido
travadas, devido ao facto de as técnicas de clonagem serem laboriosas e as técnicas de
sequenciacdo de DNA capilar serem bastante dispendiosas “* 22). Recentemente surgiram novas
tecnologias de sequenciagdo que permitirdo, num futuro préximo, metodologias mais
econdmicas, bem como a obtencdo de dados de expressdo quantitativos ?¥. O niimero de novos
microRNA’s descobertos tem, portanto, aumentado a cada dia sendo as respetivas sequéncias
depositadas numa base de dados publica especifica, a microRNA Base
(http://www.mirbase.org/cgi-bin/query.pl?terms=sequences) .

O réapido progresso cientifico constatado comecou, entdo, a desvendar os papeis, a nivel

genético, dos microRNA’s em desenvolvimento, tal como outros processos biolégicos 9.
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Fig. 1: Marcos Histéricos no estudo dos microRNA’s (Adaptado de Almeida M. et al, 2011 ®®. (Sem autorizacéo do
autor).

2. Os microRNA’s: Biogénese, Funcdo e Papel no desenvolvimento e diferenciacéo
tecidular

Os microRNA’s sdo pequenas moléculas com cerca de 20 nucledtidos de comprimento.
Para contextualizar, a maioria do RNA mensageiro (MRNA) tem um comprimento entre 2.000 a
5.000 nucleodtidos, pelo que, é facil compreender porqué que 0s microRNA’s s6 recentemente
foram descobertos .

No que respeita a biogénese destas moléculas, no ndcleo celular os genes dos
microRNA’s sdo transcritos pela acdo da RNA polimerase Il, pelo mesmo processo de
transcrigdo dos genes codificantes de proteinas @7 resultando numa primeira e longa molécula
transcrita, o pri-miRNA. De seguida, 0s pri-miRNA’s sdo desagregados, ainda no interior do
nacleo, pelo micro complexo Drosha/DGCRS resultando desta clivagem um ou mais (no caso de
“clusters”/aglomerados) percursores de miRNAs, 0s pré-miRNA. Os pré-miRNAs sdo moléculas

com 70 a 90 nucledtidos que possuem uma forte estrutura secundaria, com uma haste e uma
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forma entrelagada, habitualmente designada por “hairpin structure” ou “stem-loop structure”.
Esta molécula é, entdo, transportada para o citoplasma da célula, por acdo da exportina 5 e da
Ran-GTP, onde sera separada em microRNA’s de cadeia dupla ou “microRNA duplex”, por acao
do Dicer/TRBP. O complexo referido reconhece a haste como sendo uma molécula de cadeia
dupla de RNA (dsRNA - double-stranded RNA), libertando 21 pares de base do mesmo ©.
Seguidamente, uma das cadeias do microRNA duplex é incorporada num complexo proteico
designado por RISC (RNA Induced Silencing Complex) ®® formando o microRNA maduro. A
cadeia que sobrou e que ndo é incorporada no RISC designa-se por “microRNA strand” sendo
degradada. O componente RISC do microRNA maduro tem como alvo o0 mRNA e, caso a
complementaridade com 0 mRNA seja proxima da perfei¢do, o processo de traducdo € suprimido
no passo inicial ou de alongamento, podendo, ainda, ser induzido o processo de desadenilacdo, a
destrui¢do da cadeia 5° do mRNA e consequente a destruicdo do mesmo, bem como a
degradacdo dos alvos do mRNA sem capacidade de “turnover” (sem corpos-P/corpos de
processamento) ©.

Citoplasma

miRNA maduro

RNA pol I PremiRNA  miRNA _g_mc
duplex

Exportina 5
nmsh./nccas l Ran-GTP Dicer/TRBP

> 8 —>

Pri-miRNA Pre-miRNA
miRNA strand

(degradadado)

Fig. 2: Biogénese dos microRNA’s (miRNA’s).

A expressdo dos microRNA’s depende de varios fatores, tais como o tipo de tecido em
questdo, estados metabdlicos e condicdes patologicas “®. Tal como referido anteriormente, um
dos potenciais dos microRNA’s consiste na capacidade de regular diversos mRNA’s associados
que, por si s, regulam varios genes intervenientes no metabolismo celular ° 9. Estas pequenas
moléculas sdo, portanto, consideradas como importantes reguladores envolvidos em diversos

processos biolégicos como a proliferacédo e diferenciacdo celular, desenvolvimento de tecidos e
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células especificas, tendo ainda um papel ativo na homeostasia. Consequentemente, a sua
desregulacdo implica uma falha em variados processos bioldgicos reguladores ® e, consoante o
padréo de stress induzido, diferentes consequéncias fenotipicas podem surgir V. Sabe-se que o
stress induzido pela sobre-regulagdo de microRNA’s pode resultar na sub-regulacdo de uma série
de mRNA’s alvo ou, pelo contrario, a deficiente regulagdo de microRNA’s pode originar uma
sobre-regulagdo de mRNA’s. Assim sendo, um amplo leque de patologias encontram-se

(32)

associadas a alteragdes de expressao de microRNA’s “*“, tornando-se evidente que a sua

expressao aberrante possui uma relagdo com a diversidade de estados patolégicos ®©.

Relativamente a diferenciacdo celular e tecidular, varios estudos comprovam a agdo dos
microRNA’s a este nivel, constatando-se ja uma a¢do em estadios iniciais da embriogénese.
Durante a embriogénese muitos microRNA’s exibem padrdes de expressdo tecidular especificos
demonstrados por técnicas de hibridizacdo in situ ®**®. O miR-1 atua na diferenciacdo dos
cardiomidcitos e € ainda altamente expresso no musculo-esquelético, diminuindo a expresséo de
miostatina e consequentemente aumentando a massa muscular ©®. O microRNA-122 possuiu um
papel importante a nivel do desenvolvimento e funcdo hepética ¢®. O microRNA-375 regula a
secrecdo de insulina ®”. O microRNA-143 atua na regulagéo da diferenciacdo dos adipécitos ©®.
O microRNA-124 tem um importante papel na diferenciagdo neuronal e desenvolvimento do
sistema nervoso ®® 9. O microRNA-181 possui como funcéo a diferenciagdo dos linfocitos B
(41).

Entre os variados e complexos processos patologicos em que os microRNA’s estdo
envolvidos, o cancro é de todos, a doenga mais grave em termos de salde publica. Este ocorre
como resultado de um desequilibrio nas intera¢fes entre oncogenes e supressores tumorais, dois
tipos diferentes de genes que promovem, respetivamente, a proliferacdo celular e a formacao de
tumores ou repressio da divisdo celular e a geracdo de tumor “®. A descoberta de centenas de
microRNA’s representa, entdo, uma enorme complexidade na biologia molecular oncolégica “2),
constituindo um novo obstaculo a compreensdo do mecanismo exato de formacdo do cancro.
Todavia, os microRNA’s e 0s seus respetivos alvos representam também uma nova esperanca
em encontrar candidatos que mantenham o equilibrio entre 0s supressores tumorais e oncogenes,

que, deste modo, sejam capazes de cessar a doenca (18),
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3. Cancro oral

3.1. A extensdo do problema a nivel mundial e europeu — Incidéncia; Mortalidade; Sobrevivéncia

Na atualidade o cancro € uma das principais causas de morbilidade e mortalidade a nivel
mundial, com mais de 10 milhdes de novos casos e mais de 6 milhGes de mortes por ano. Mais
de 20 milhGes de pessoas por todo o mundo possuem um diagnostico oncoldgico e mais de
metade destes casos ocorrem nos paises desenvolvidos devido a maior incidéncia de fatores de
risco. Estima-se que em 2020 existirdo 15 milhdes de novos casos de cancro e 10 milhdes de
mortes por cancro %,

De acordo com dados revelados pela WHO (World Health Organization) no ano de 2008
as zonas geogréficas, a nivel mundial, com maior taxa de incidéncia de cancro oral e do l&bio
(sem discriminacdo de sexos) eram a Australia, a América do Norte, a Europa Ocidental, a
Russia, a India e a zona ocidental da América do Sul. Pelo contrario, a zona norte e central de
Africa, a Asia, a América Central e o oeste da América do Sul estdo entre os locais com menor
incidéncia (Figura 3).

<16 <22 <34 B <47 Bl <240

Fig. 3: Taxa de incidéncia mundial de cancro oral e do labio por 100.000 habitantes: ambos 0s sexos, todas as
idades. (Adaptacdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 28.02.2013). (Sem autorizagdo de autor).

A India desde sempre foi citada como o pais com a maior taxa de incidéncia de cancro

oral a nivel mundial, sendo registados anualmente mais de 100.000 novos casos.“*? Gupta et al.,
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(2013) demonstraram precisamente este facto, além de constatarem uma tendéncia crescente da
incidéncia . Considera-se que esta tendéncia estara diretamente relacionada com o elevado
consumo de tabaco e agentes psicoativos de mascar (noz de areca, folha de bétel, entre outros)
caracteristico desta populacdo. Similarmente a Melanésia possui uma elevada incidéncia (de 31,5
casos por 100.000 habitantes no sexo masculino e de 20,2 casos por 100.000 no sexo feminino
(Parkin et al., 2005) “°).

Nos paises de alto risco, como a india, o Sri Lanka, o Paquist&o e o Bangladesh, o cancro
oral € mesmo considerado o tipo mais comum no sexo masculino e pensa-se que contribui para
mais do que 25% de todos 0s novos casos de cancro Y.

Num estudo epidemiolégico realizado por Wunsch-Filho (2001) “” verifica-se que a
populacdo masculina no Brasil possui 0 maior risco para o cancro oral logo a seguir a india e &
Franca.

Por sua vez, para o cancro labial foi registada a maior taxa de incidéncia, num estudo
desenvolvido por Sugerman PB & Savage NW (2002) “® na populacéo branca no Canadé e na
Australia, representando mais de 50% de todos os casos de cancro oral.

Os dados relativos a Africa estdo limitados a poucos registos hospitalares, pelo que se
torna dificil extrapolar a verdadeira incidéncia nestas areas geograficas. Contudo, as taxas
descritas ndo demonstram evidéncia de que o cancro oral seja um problema de satde grave no
continente Africano 4.

No entanto, no que respeita a taxa de mortalidade por cancro oral e cancro do labio (a
nivel mundial) detetam-se taxas mais elevadas na Europa, em alguns paises do Sul de Africa, na

zona ocidental da América do Sul, na RUssia e na India (Figura 4).
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Fig. 4: Taxa de mortalidade mundial de cancro oral e do Iabio por 100.000 habitantes: sem discriminacéo por género
ou faixa etaria. (Adaptacdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 28.02.2013). (Sem autorizacao de autor).

Direcionando a atencdo para a Europa, de acordo com dados revelados pela WHO no ano
de 2008, a taxa de incidéncia de cancro oral e do l&bio foi mais elevada em Franga, em Espanha,
em Portugal e na Hungria (Figura 5).

De acordo com Warnakulasuriya S. (2009) “% a maior incidéncia verificou-se no género
masculino em Franca e na Hungria, correspondendo a mais baixa a Grécia e ao Chipre. Neste
estudo estimou-se, ainda, que o risco de desenvolvimento de cancro oral e faringeo a nivel
europeu foi de cerca de 1,85% para os homens e 0.37% para as mulheres. E igualmente
importante referir que a taxa de incidéncia € bastante mais elevada nos paises da Europa
Ocidental quando comparada com o Norte e Sul da Europa. Dentro da Unido Europeia a Franca
detém a taxa de incidéncia mais elevada (5,5%), sendo que aproximadamente 15.500 novos
casos de cancro oral e do labio sdo anualmente registados.

No Reino Unido a incidéncia do cancro oral ndo é tdo comum. Respetivamente em 2010

confirmou-se o diagnéstico de cancro oral em 6.539 casos “®.
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Fig. 5: Taxa de incidéncia europeia de cancro oral e do labio por 100.000 habitantes: ambos os sexos, todas as
idades. (Adaptacdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 28.02.2013). (Sem autorizagéo de autor).

No que concerne a taxa de mortalidade a nivel europeu, a Franca e os paises da Europa de
Leste, tais como a Hungria, a Croacia, a Eslovénia, a Roménia e a Ucrania sdo os que a
apresentam mais elevada. Portugal tem sido considerado um pais com uma taxa de mortalidade
intermédia (Figura 6) “9.

O Reino Unido revelou a menor taxa de mortalidade sendo que, em 2010, foram

registadas 1.985 mortes por cancro oral 9.
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Fig. 6: Taxa de mortalidade europeia de cancro oral e do labio por 100.000 habitantes: ambos os sexos, todas as
idades. (Adaptacdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 28.02.2013). (Sem autorizagéo de autor).

Segundo dados fornecidos pelo Registo Oncoldgico Regional do Norte de Portugal
(Roreno, 2006) a Alemanha é dos paises cuja sobrevivéncia relativa dos doentes 5 anos apds o
diagnostico de cancro oral € mais elevada. Pelo contrério, a Republica Checa e a Pol6nia séo 0s
paises cuja taxa de sobrevida aos 5 anos é mais baixa (Figura 7).

100.0

90,0 + - — Média europeia
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70,0 +
6004 s54 572 573 88 sl
50,0 + 468 47,0
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3001 288
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Sobrevivéncia relativa a 5 anos (ajustada para a idade)

0,0 -

Républica Polonia RORENO  Austria Eslovénia Bélgica Suica Irlanda ltalia Espanha Inglaterra Noruega  Suécia Holanda Finlandia Alemanha
Checa

Fig. 7: Sobrevivéncia dos pacientes 5 anos ap6s o diagnostico de cancro oral na Europa. (Adaptado de Sant M. et
al,. 2009). (Sem autorizac&o de autor) ©°.

XXII



3.2. Cancro Oral em Portugal

Segundo registos oncologicos de base populacional, em Portugal o cancro oral € uma
patologia relativamente frequente, ainda, diagnosticada em fases tardias sendo,
consequentemente, responsavel por uma taxa de mortalidade elevada ©%.

De acordo com Pinheiro et al., (2002) ®?, em Portugal, incluindo as regides Auténomas
dos Acores e Madeira, registaram-se por ano cerca de 1.500 novos casos de cancro oral
(aproximadamente 1.250 casos no género masculino e 250 casos no feminino). Investigacoes
mais especificas desenvolvidas em territorio nacional demonstram a existéncia de variagdes
regionais consideraveis, especificamente na comparacdo da incidéncia de cancro oral nos trés
registos oncologicos regionais, a qual revela uma taxa de incidéncia bruta (ndo padronizada)
mais elevada na regido sul do pais. (Roreno,2006).

Entre 2000 e 2006 foram diagnosticados 580 casos de tumores da cavidade oral na regido
Norte de Portugal (95% com informacéo de follow-up). Nos quais a sobrevivéncia relativa global
a 5 anos foi de 39,9% (ajustada para a idade), enquanto a média europeia (EUROCARE-4) foi de
46,29% ©1.

Durante o periodo de 10 anos (de 1998 a 2007) foi registado um total de 9.623 casos de
cancro do labio, oral e da orofaringe, dos quais 7.565 (78,6%) registaram-se no sexo masculino e
2.058 (21,4%) no sexo feminino ©2.

A taxa de mortalidade para o cancro oral em Portugal aumentou aproximadamente 24%,
de 1988 a 1998, sobretudo em homens de idade jovem e meia-idade, seguindo um padréo em que
0 aumento é cada vez mais elevado em camadas etérias sucessivamente mais jovens ©2.

Em Portugal (dados de 2001), a razdo entre 6bitos por cancro oral e de faringe e de novos

casos é de 51% no sexo masculino e de 38% no sexo feminino ©Y,
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Fig. 8: Incidéncia e mortalidade por cancro do labio e cavidade oral em Portugal por 100.000 habitantes, segundo a
idade e género. (Adaptagdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 28.02.2013). (Sem autorizacdo de autor).

De acordo com a GLOBOCAN, 2008, a incidéncia de cancro oral é mais elevada em
individuos do sexo masculino com idades compreendidas entre os 55 e 0s 65 anos. Enquanto no
sexo feminino a incidéncia aumenta a partir de idades superiores aos 70 anos. Quanto a taxa de
mortalidade, esta apresenta-se mais elevada no sexo masculino ap6s os 55 anos de idade e no

sexo feminino apds os 70 anos de idade.

Um estudo previsional para 2030 da GLOBOCAN prevé que a incidéncia de cancro do
labio e cavidade oral aumente (Figura 9).
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Fig. 9: Numero de novos casos em 2030 de cancro do labio e cavidade oral em Portugal (Todas as idades).
(Adaptacdo de GLOBOCAN 2008 (IARC) — 18.05.2013). (Sem autorizagdo de autor).
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3.3. Doentes de risco

Tal como ja referido anteriormente, o cancro oral & mais frequente no género masculino,
apesar do numero de casos estar a aumentar no género feminino por todo o mundo (razao de 2:1
respetivamente).

Diversos estudos apontam no sentido da existéncia de um variado nimero de fatores de
risco associados a maior incidéncia de cancro oral. Entre estes destacam-se 0s seguintes:

- habitos tabagicos acentuados 45,

- alcoolismo ©%;

- maus hébitos de higiene oral ©°;

- negligéncia ou auséncia de cuidados dentarios ©*;

- baixo poder socioeconémico ©®;

- aumento da pratica de sexo oral ®¥;

- infecdes viricas (por HPV) ®*® e fingicas (por Candida albicans) ©* °9;

- exposicao a radiacdo ultravioleta (sobretudo no cancro do labio) ©°;

- deficiéncias nutricionais (vitaminas, ferro, entre outras) ¢ e

- fatores traumaticos frequentes e permanentes (tais como como préteses mal adaptadas,
mordiscar do labio, fratura de pecas dentarias) ©¢%.

A idade também contribui para uma varia¢do na incidéncia do cancro oral, sendo que, nos
paises ocidentais da Europa, 98% dos casos ocorrem ap0s os 40 anos de idade e os que
desenvolvem doenca com idades inferiores possuem habitualmente défices a nivel do sistema
imunitéario (Infecdes por HIV, Hepatite C, entre outros) 2. Atualmente as faixas etarias mais
jovens e sem os fatores de risco associados tém-se deparado com uma crescente taxa de
incidéncia de cancro da cavidade oral. Este facto tem sido fundamentado com um determinado
tipo de praticas sexuais, como o sexo oral, que podem originar infecbes por HPV e,
consequentemente, o desenvolvimento de cancro oral 3.

Os agentes infeciosos sdo responsaveis por mais de 25% das mortes por cancro oral no
mundo e por 6% nos paises industrializados “?.

O cancro oral esta relacionado com fatores socioeconémicos e, como tal, possui as taxas

mais elevadas a nivel da populagéo mais desfavorecida “*.
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3.4. Formas de apresentacdo clinica

O cancro da cavidade oral reveste-se de sinais e sintomas precoces e tardios consoante a
fase em que se encontra ser respetivamente inicial ou tardia (Tabela I). Em fases iniciais o cancro
oral geralmente é assintomatico ou revela-se quanto muito como um pequeno desconforto a nivel
da mucosa oral. Porem, em fases tardias, existem variadas pistas que nos podem fazer suspeitar
da existéncia de uma neoplasia maligna. Sabe-se que quanto mais cedo for o diagnostico de
cancro, e o cancro oral ndo é excegdo, melhor é a resposta aos tratamentos e o prognostico,
aumentando a qualidade de vida e a sobrevida do paciente.

Deste modo, é facil compreender a importancia do exame clinico ndo s6 a nivel do
consultorio médico-dentéario, mas também nas consultas com o médico de familia ou com o
estomatologista. Este deve ser o mais rigoroso possivel, deve englobar uma observacéao
pormenorizada de todas as estruturas da cavidade oral e do pescoco e, em alguns casos, devem
ser solicitados exames complementares de diagndstico a fim de esclarecer duvidas ou confirmar
suspeitas.

Tabela I: Sinais e sintomas orais mais frequentes no cancro oral. (Adaptagdo de Santos LL e Teixeira
LM,2011).( Sem autoriza¢do dos autores).

SINAIS E SINTOMAS ORAIS MAIS FREQUENTES NO CANCRO ORAL

Precoces:

Manchas brancas ou avermelhadas na mucosa oral;
Erosdo ou Ulcera que ndo cicatriza;

Qualquer nddulo ou espessamento da mucosa;
Desconforto ou dor persistente.

Tardios:

Ulceracdo da mucosa oral;

Edema em qualquer regido da cavidade oral que possa causar ma adaptagdo das proteses;

Dificuldade em mover a lingua ou a mandibula;

Dificuldade em mastigar ou deglutir;

Entorpecimento da lingua ou de outra estrutura;

Mobilidade dentéaria sem causa aparente;

No6dulo submandibular ou no pescoco;

O aparecimento de alteragdes na anatomia normal ou funcional da boca exige uma explicagdo. Por isso, quando
ha evidéncia de perturbacbes sensoriais ou motoras na realizacdo do discurso verbal ou dificuldades de
mastigacdo, justifica-se uma investigagdo mais aprofundada.

De todas as apresentagdes clinicas, a ulcera exofitica, de bordos elevados e endurecidos e
fundo necrético constitui a forma mais frequente de apresentacdo do cancro oral. Qualquer
ulceracdo que ndo cicatrize deve, portanto, ser alvo de bidpsia. As lesbes pigmentadas

superficiais ou nodulares e linfoadenopatias com nddulos linfaticos endurecidos, fixos e pouco
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dolorosos devem merecer especial atencdo, porém sdo consideradas formas de apresentacdo mais

raras de cancro oral ®.

Fig. 10: Cancro oral. 1 e 2- Carcinoma da lingua. 3- Carcinoma do labio. 4- Carcinoma do pavimento da boca. 5-
Carcinoma do palato. 6- Carcinoma do fundo do vestibulo. 7- Carcinoma da mucosa jugal. (Cortesia do Professor
Doutor Filipe Coimbra.)
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3.5. Prognostico e Qualidade de Vida dos Doentes Oncolégicos

Geralmente o progndstico piora com o avango da doenca e com a dificuldade de acesso
ao tumor, que vai aumentando de tamanho. Para o cancro da lingua e da cavidade oral os jovens,
sobretudo do sexo feminino, possuem uma taxa de sobrevivéncia mais elevada do que no sexo
masculino. Porém, o estadio do tumor (TNM) aquando do seu diagnéstico afeta
significativamente a sobrevivéncia do paciente apds 5 anos. Neste contexto por exemplo um
tumor da lingua no estadio | de doencga apresenta uma taxa de sobrevivéncia 5 anos apds o
diagndstico de cerca de 80%, enquanto no estadio IV a mesma desce para 15% (Tabelas 11 e 111)
(44).

Apesar de alguns pacientes com cancro oral conseguirem ser tratados com sucesso,
muitos deles tém que lidar com consequéncias devastadoras dos tratamentos. Este facto pode néo
sO afetar a aparéncia fisica facial do doente, como também alguns mecanismos fisioldgicos tais
como a mastigacdo, degluticdo e a fala, que por sua vez originam ciclicamente outro tipo de
problemas, como sejam as depressdes e as deficiéncias nutricionais. Assim sendo, a qualidade de
vida destes doentes ndo deve ser esquecida nem posta de lado, pois é fundamental que os
profissionais de saude procurem proporcionar as melhores condi¢des de salde possiveis neste

grupo de doentes tdo vulneraveis.

Tabela I1: Classificagdo por estadios e caracterizacdo da neoplasia (segundo a 72edi¢do). (Adaptacao de Santos LL e
Teixeira LM,2011). (Sem autorizacéo dos autores).

CLASSIFICACAO CARACTERIZACAO DA NEOPLASIA
TX Tumor primario que ndo pode ser avaliado
To N&o h4 evidéncia de tumor primario
T1 Tumor até 2cm
T2 Tumor maior de dimensBGes compreendidas entre 2 e 4cm
T3 Tumor maior do que 4cm

A) Doenca localmente avancada.

Labio: o tumor invade as estruturas adjacentes, como a cortical dssea, lingua e pele do
pescogo.

T4 Cavidade Oral: o tumor invade estruturas adjacentes como a cortical 6ssea, musculatura
profunda da lingua, seio maxilar e pele.

B) Doenca localmente avancada com extensdo e invasdo. Invasdo do espaco de
mastigacdo, musculos pterigoideus, a base do cranio ou envolve a artéria car6tida interna.
Tis Carcinoma in situ
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Tabela IlI: Estadio clinico (segundo a AJCC Cancer Staging Manual). (Adaptagdo de Santos LL e Teixeira
LM,2011).(Sem autorizacéo dos autores).

ESTADIO } TAMANHO GLANGLIOS LINFATICOS METASTASES A
DISTANCIA
0 Tis Ausentes Ausentes
| T1 Ausentes Ausentes
1 T2 Ausentes Ausentes
T3 Ausentes Ausentes
T1 Unico e menor que 3cm Ausentes
' T2 Unico e menor que 3cm Ausentes
T3 Unico e menor que 3cm Ausentes
T4 Ausentes Ausentes
VA T4 Unico e menor que 3cm Ausentes
Qualquer T | Entre 3 e 6cm, Gnico ou maltiplos, uni ou bilateral Ausentes
VB Qualquer T [ Maior que 6¢cm Ausentes
T4B Qualquer tipo de ganglio e de qualquer tamanho
IvVC Qualquer T J Qualquer tipo de ganglio e de qualquer tamanho Presenca

4. O papel dos microRNA’s no cancro oral

4.1. Os microRNA’s e a Carcinogénese

A carcinogénese oral (processo de formacdo de lesdes cancerigenas) é um processo
complexo e composto por vérias fases, em que os eventos genéticos (nas vias de traducdo de
sinal que regem a fisiologia celular normal) se encontram alterados quantitativa ou

qualitativamente  ©%9),

Em condigBes normais estas vias excitatorias e inibitérias s&o
rigidamente controladas por mecanismos biolégicos especificos do epitélio oral, sendo que as
funcBes celulares basicas controladas por estes processos incluem a divisdo celular, a
diferenciacdo e a morte celular (apoptose). De um modo geral, o que ocorre € que um ligando
extracelular, como por exemplo um fator de crescimento, liga-se a um recetor alvo na superficie
da célula formando um complexo recetor-ligando que gera sinais, excitatorios ou inibitorios,
transmitidos por determinados mediadores intracelulares e nucleares, os quais podem alterar a
funcéo celular, modificando, consequentemente, o efeito das proteinas ©?.

E facil de perceber que o equilibrio entre a proliferacio celular e a apoptose é crucial para
manter o normal crescimento celular e que qualquer distarbio desta regulacdo (por acumulacéo

ou defeito) pode originar neoplasias benignas ou malignas. No cancro, nomeadamente no da
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cavidade oral, esta regulacdo é controlada pelos oncogenes (ativados por mutacGes pontuais,
processos de amplificagdo ou por sobre-expressdo génica), por genes de supressdo tumoral
(como a p53) e por fatores de crescimento (EGF — Fator de Crescimento Epidérmico; FGF —
Fator de Crescimento Fibroblastico; TGF-a — Fator de Crescimento Tumoral Alfa e PDGF —
Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas) .

Estudos recentes indicam que 0s processos envolvidos na carcinogénese estdo associados
a alteragdes na expressdo de diversos microRNA’s, que tanto podem exercer fun¢Ges como
oncogenes ou supressores tumorais. Assim sendo, sabe-se hoje em dia que os microRNA’s estdo
envolvidos no desenvolvimento e progresséo do cancro.’" Segundo Chu Y. et al. ?, alguns
polimorfismos dos genes dos microRNA’s, aleados aos variados fatores de risco para o cancro,
aumentam a suscetibilidade para a carcinogénese no cancro oral.

De acordo com o estudo referido o polimorfismo genético do miRNA499 esta associado
com a carcinogénese oral e a interacdo do polimorfismo do miRNA com a carcinogénese
ambiental também est& relacionado com o risco aumentado de cancro oral na populacdo da
Republica da China (/2.

Também se constatou que o consumo de tabaco aumenta consideravelmente o risco de
desenvolvimento de cancro oral em individuos com polimorfismos nos mMiIRNA146a,
miRNA149, miRNA196 ¢ miRNA499, quando comparados com individuos do tipo “selvagem”
(fenétipo tipico normal de cada espécie) ndo fumadores ).

Num estudo desenvolvido por Uesugi et al. ®, em 2011, no tipo de cancro mais comum
da cavidade oral (carcinoma escamoso espinocelular) o miRNA585, cuja funcdo é de supressor
tumoral, encontra-se frequentemente silenciado néo pelo classico processo mutacional, mas por
hipermetilacdo do DNA. Este referido estudo identificou, ainda, que a proteina “Rictor”
(Rapamycin-insensitive companion of mTOR) constitui um novo alvo do miRNA218, sugerindo
gue a ativacdo da via de sinalizacdo do mTOR-Akt por ela induzida contribui para a
carcinogénese oral.

Cervigne et al., 2009 ¥ demonstrou que o0 aumento da expressdo do microRNA-21,
microRNA-181b e do microRNA-345 estd associado a severidade de lesdo e seu potencial
maligno.

Em suma, apesar dos microRNA’s serem bons candidatos na manutengdo do equilibrio
entre 0s oncogenes e 0s genes de supressao tumoral nos tecidos sdos, também podem ser os
responsaveis pela inducdo de cancro quando ocorrem processos anormais na sua expressao.

Sendo que a sobre expressdo dos microRNA’s pode funcionar como um oncogene através da
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supressdo dos genes de supressdo tumoral ou, por sua vez, a falta de expresséo dos microRNA’s

pode atuar como um gene de supressao tumoral se o seu alvo é um oncogene .

4.2. Os microRNA'’s e a Metastizacao

Tendo como base a evidéncia de estudos em modelos experimentais, 0 processo de
carcinogénese pode ser dividido em trés fases: iniciagcdo, promocdo e progressdo '®). Assim,
clinicamente, os tumores podem ser divididos em trés grupos, nomeadamente em lesdes pre-
malignas, em tumores primérios e em metastases quando o tumor se propaga & distancia "),

Durante a expansdo das células tumorais originam-se novos clones com fendtipos
malignos resultantes da acumulacdo de mutacGes génicas. Essas novas células clonadas (células
que progrediram) podem ser mais invasivas e altamente metastaticas e, consequentemente,
produzem metéstases em nédulos linfaticos ®.

Uma caracteristica major celular no cancro da cavidade oral consiste na sua capacidade
em invadir os tecidos vizinhos e em formar focos de metastases em locais a distancia no
organismo. Numa fase inicial de invasdo, as células tumorais destacam-se do tumor primario e
migram para o0s tecidos adjacentes. Na maior parte dos casos em que ocorre invasdo celular, as
células cancerigenas atingem os vasos linfaticos e sanguineos (angiogénese) através dos quais
conseguem espalhar-se por todo o organismo, extravasar e iniciar metastases longe do local
primario da lesdo tumoral. Uma vez que as células se espalham, este processo torna-se muito
dificil de controlar, piorando drasticamente o prognostico.

Atualmente é bem aceite que a remocao da matriz extracelular na invasdo tumoral ocorre
devido a acdo de uma variedade de enzimas de degradacdo produzidas quer pelas proprias
células tumorais quer pelas células do hospedeiro ® 8. A expressdo da metaloproteinase da
matriz (MMP) tem um papel fundamental na capacidade das células, do carcinoma
espinocelular, invadirem a matriz extracelular. Assim sendo, pode-se concluir que este tipo de
enzimas desempenha uma acao decisiva no mecanismo de invasdo por parte das células tumorais
(81)

Hoje em dia é conhecido que a desregulacdo dos microRNA’s (quer seja por sobre
expressao ou perda de expresséo) esta envolvida nos processos de iniciacdo e progressdo tumoral
devido aos seus efeitos causadores de proliferacdo descontrolada, sobrevivéncia favoravel,

inibicdo da diferenciacdo e/ou promocdo de comportamento invasivo celular ®% 8. Analises
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funcionais indicaram que o miRNA-222 inibe a invaséo celular no carcinoma escamoso celular
da lingua ©.

Um estudo demonstrou que o miRNA-145 é regulado negativamente devido a acdo do tabaco,
acompanhando-se este facto pela sobre expressdo da MMP-2 e pela supressdo da capacidade dos
fibroblastos em promover a quimiotaxia de células cancerosas por via oral ©°.

Polimorfismos genéticos do microRNA499 foram associados a metéstases do carcinoma

mucoepidermaéide oral /2.

5. MicroRNA'’s e o seu potencial na dete¢do precoce € prognostico do cancro oral

Reconhecendo o impacto que o cancro oral possui na satde do ser humano, facilmente se
compreende que o diagndstico precoce das neoplasias malignas em estadios iniciais €
fundamental para assegurar um melhor tratamento para o doente (menos dispendioso e mais
conservador), uma melhor qualidade de vida e um aumento da sobrevivéncia do mesmo.

Neste contexto, a evolugdo tecnoldgica tem-se demonstrado extremamente relevante por
ter disponibilizado novas ferramentas de diagndstico e nova informacgdo relacionada com a
patogénese de determinadas doencas da cavidade oral, como foi 0 caso concreto das lesbes
neoplasicas ©®.

A andlise do perfil de varios tipos de cancro revelou alteragdes nos niveis de microRNA’s
que, curiosamente, eram mais frequentemente por sob expressdo do que por sobre expresséo,
possivelmente devido a defeitos na diferenciacdo das células cancerosas ©. Também tem sido
demonstrado que existem biomarcadores especificos para cada tipo de cancro, marcadores estes
que tém sido considerados bastante Uteis na sua detecdo, classificacdo e prognostico (Tabela V)
© Lu et al., (2005) "V, referem que os microRNA’s ¢ os mRNA’s constituem bons marcadores
a serem usados na classificacdo de neoplasias malignas pouco diferenciadas, devido a estreita

relacdo com a linhagem e diferenciacdo celular.
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Tabela 1V: Os microRNA’s como biomarcadores no carcinoma escamoso celular da cavidade oral. Relato em
literatura recente (Adaptado de Shiiba et al., 2010) ©".

Autores (Ano) Propriedades dos microRNA’s como biomarcadores Referéncia
A razdo da expressdo do “microRNA-221:microRNA-375” exibiu a mais forte
Avissar et al.
capacidade para diferenciar o cancro oral e do pescogo de células escamosas de (©8)
(2009) epitélios sem a doenca.
Cervigne etal. [ A sobre-expressdo do microRNA-21, do microRNA-181b e do microRNA-345 )
(2009) esta associada ao aumento da severidade durante a progressdo da doenga.
A expressdo do microRNA-211 foi superior nos tumores com metastases
nodulares ou vasculares do que nos tumores menos agressivos. Os pacientes
Chang etal. com elevada expressdo de microRNA-211 tiveram taxas de sobrevivéncia (10
(2008) piores do que os outros grupos. Os dados sugerem que a expressdo do
microRNA-211 pode ser um valioso indicador de progndstico do cancro oral.
Os baixos niveis de expressdo do microRNA-205 foram associados com a
Childs et al. recorréncia regional do tumor. A combinagdo de baixos niveis de microRNA- @)
(2009) 205 e baixo nivel de let-7d foi significativamente associada com taxas de
sobrevida.
Os niveis de expressdo do microRNA-200a e do microRNA-125a foram
Park et al. significativamente menores na saliva de pacientes com carcinoma oral de (%0)
(2009) células escamosas.
Os niveis plasmaticos de microRNA-184 foram significativamente maiores em
Wong etal. pacientes com cancro da lingua e reduzidos apdés a remocédo cirdrgica dos (2)
(2008) tumores primarios.
] O microRNA-31 encontra-se significativamente elevado em pacientes com
Huetal cancro oral de células escamosas e 0s seus niveis foram notavelmente reduzidos ®
(2010) apos a ressecao do tumor.

A identificagdo de novos microRNA’s salivares, que em estudos anteriores passaram
despercebidos, tem-se tornado (Gtil na compreensdo de determinados processos moleculares 2.

Algumas alteragdes na expressdo dos microRNA’s da saliva de individuos saudaveis
relativamente a individuos com carcinoma escamoso celular oral tém sido relatadas 2. Além
disso, tipos especificos de microRNA’s salivares tém sido examinados de fluidos biologicos com
relevancia forense ©¥. Recentemente certos estudos demonstraram também que os microRNA’s
e os mRNA’s podem ser detetados dentro de estruturas designadas por exossomas (complexos
proteicos envolvidos na degradacéo do RNA) encontrados na saliva ©+%.
Relativamente aos microRNA’s com interesse do ponto de vista de dete¢do precoce e

(92)

prognostico do cancro oral salientam-se 0 microRNA-200a, o microRNA-125a 0
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microRNA31 ¥, 0 microRNA-146a “?, 0 microRNA-17, o microRNA20-a ®”, o microRNA-
21, 0 microRNA-221 e 0 microRNA-181b ©®® *). No entanto, é importante referir que existem
outros tipos de microRNA’s salivares que tém sido alvo de estudo e constante investigacao
devido ao seu interesse sob o0 ponto de vista de diagnostico precoce e terapéutica do cancro oral,
concretamente pela atividade proliferativa, potencial invasivo e metastaticos .

O microRNA-200a e 0 microRNA-125a encontram-se em niveis significativamente mais
baixos na saliva em doentes com carcinoma oral de células escamosas 2.

Os niveis de microRNA-31 salivar estdo bastante aumentados em pacientes com
carcinoma oral em todos os estadios clinicos, incluindo tumores muito pequenos e em estadios
iniciais. Porém, em lesdes pré-malignas como a leucoplasia verrugosa, tal ndo se verifica 2.

O microRNAl146a pode contribuir para a progressao tumoral, metastases,
diagndstico/progndstico e terapéutica tanto do cancro géstrico, como do cancro oral 2.

O microRNA-17 e o microRNA-20a podem ser usados como biomarcadores no
prognéstico do carcinoma escamoso celular da cavidade oral ©7.

Garzon et al., (2009) ©®®, neste contexto expem uma lista de microRNA’s associados ao
cancro oral, destacando o microRNA-21, o microRNA-221 e o microRNA-181b como fortes
marcadores de diagnostico precoce do carcinoma mucoepidermoide oral.

Relativamente & predicdo de doenca Avissar et al., (2009) ®®, demonstraram que o racio
entre a sobre expressdo do microRNA-221 e a sub-expressdo do microRNA-375 revela uma
elevada sensibilidade e especificidade, concluindo que os mesmos devem ser avaliados como
potenciais biomarcadores de diagndstico para prevencao e criacdo de estratégias terapéuticas do
carcinoma escamoso celular da cabeca e pescogo.

O microRNA-21 indica um mau prognostico no carcinoma escamoso celular da lingua
devido ao facto de ser um inibidor da apoptose %Y,

Park et al., (2009) ©®?, a0 quantificarem, a nivel salivar, um total de 314 microRNA’s,
detetaram niveis significativamente mais baixos do microRNA-125a e do microRNA-200a em
pacientes com tumores da cavidade oral. O resultado obtido é sugestivo de um potencial papel
destes microRNA’s como marcadores de diagnostico para o cancro oral.

Estudos desenvolvidos por Wong et al., (2008) ®? e Liu et al., (2010) ©, sobre o
microRNA-184 e o microRNA-31, sugerem que para além da detecdo a nivel salivar, estes
detém uma acdo oncogénica no carcinoma escamoso celular da cavidade oral, podendo a sua

detecdo a nivel sanguineo constituir uma abordagem bastante til sob o ponto de vista clinico.
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Assim, verificamos que a literatura recente tem sugerido que a detecdo dos microRNA’s

na saliva pode ser usada como meio de diagndstico precoce, rapido e ndo invasivo do cancro oral
(92)

6. Potenciais usos dos microRNA’s na Terapéutica do cancro oral

A répida acumulagdo de evidéncia cientifica de estudos recentes sugere que O0S
microRNA’s sdo alvos bons e vidveis para a terapia de numerosas doengas, nomeadamente do
cancro ©.

Sendo conhecido que mais de 30% dos genes humanos séo regulados por microRNA’s
(192 o desenvolvimento de novas tecnologias para controlo da expressio destes genes por
modula¢do da atividade dos microRNA’s pode representar um passo importante na terapia
oncologica. Atualmente existem dois tipos de estratégias desenvolvidas no sentido de tentar
modular a atividade dos microRNA’s na terapéutica do cancro, homeadamente na sobre
expressdo dos genes de supressao tumoral por inibicdo dos microRNA’s e na supressdo dos
oncogenes por sobre expressao dos respetivos microRNA’s .

A primeira estratégia usada na modula¢do dos microRNA’s baseia-se na introdugdo de
moléculas que mimetizam a expressao de microRNA’s protetores que existem em niveis
diminuidos no cancro. Enquanto a segunda estratégia consiste na introducdo de antagomiRs que
sdo microRNA’s sintéticos (com a mesma sequéncia e estrutura dos microRNA’s naturais de
interesse) cuja fungdo ¢ inibir os microRNA’s oncogénicos que estdo sobre expressos nas células
tumorais ®¥.

Uma caracteristica importante da modulacdo da expressdo dos microRNA’s é que um
microRNA é capaz de silenciar varios genes, ao contrario da tecnologia de interferéncia do RNA
que é capaz de silenciar apenas um gene ou poucos genes pertencentes a mesma familia. Este
facto torna a terapia de modulacdo dos microRNA’s sobre expressos huma ferramenta poderosa
no tratamento oncolégico, bem como, na compreenséo dos fenémenos de carcinogénese .

A tecnologia antisense baseada nos antagomiRs (Figura 10) € o método mais utilizado
para reduzir a expressdo dos microRNA’s indesejaveis nas células tumorais e tem sido
progressivamente melhorado através da introducdo de oligonucledtidos modificados
guimicamente, que proporcionam maior estabilidade e afinidade para o microRNA alvo e,

(105)

consequentemente, maior eficiéncia do que 0s seus correspondentes As principais

modificacdes introduzidas incluem os grupos 2°-O-metil e o 2°-O-metoxietil .
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Uma outra estratégia possivel prevé a utilizacdo de complexos especificos, designados

» 1% que contém inimeros locais de ligagdo para um ou Vérios

por microRNA’s “sponges
microRNA’s, tratando-se de um processo de competicdo dos recetores-alvo de interesse %7,

Segundo Kluiver et al., (2012) %, os microRNA’s “sponges” (Figura 10), tendo como
principal func¢do o sequestro de microRNA’s dos seus alvos enddgenos, constituem um método
valioso para a perda de fungdo dos microRNA’s oncogénicos, tal como comprovado em estudos
realizados in vitro e in vivo. Além disso, os autores demonstraram que a inibicdo combinada dos
microRNA’s através deste método (pois cada microRNA “sponge” tem varios locais de ligacao)
apresenta resultados mais eficazes quando comparada com a inibicdo individual dos
microRNA’s.

Ainda outra metodologia que se pode adotar inclui oligonucle6tidos complementares ao
local de ligagao dos microRNA’s, “microRNA masks” ou “Mascaras de microRNA” (Figura
10), numa terminagdo especifica, a 3’UTR, correspondente a uma sec¢do do mRNA que vai
desde o codéo de finalizacdo até ao final da cauda poli-A do gene alvo, prevenindo a ligagao do
microRNA ao seu recetor 9,

Por altimo, os mimetizadores do microRNA (Figura 10) consistem numa dupla fita de
oligonuclettidos de microRNA e uma fita Gnica de ligacdo. Este processo permite que o
microRNA “imitador” tenha a mesma sequéncia de um microRNA enddgeno e que seja

projetado, de modo a atacar os mesmos mRNA’s como os microRNA’s originais (110),

Mimetizadores o
miRNA do miRNA mﬂ * \A\L
it A Esponja
antagomiR AAA
* + Mascara 5 v
descendencia
$ Alvo

= L=
i | ¢

Repressio da Degrada¢io  Aumento da expressio
Traducio  °% do mRNA

Fig. 11: Mecanismos terapéuticos de inibicdo das moléculas de microrRNA’s: mimetizadores do microRNA
(verde), antagomiRs (cinzento), mascaras de microRNA (azul) e esponjas de microRNA. (Adaptado de Eric et al.,
(2011). (Sem autorizacéo do autor) ™. ORF — Inicio da grelha de leitura. AAA — Codao de terminagéo.

Um estudo recente de Rather M et al., (2013) ™Y comprovou que a transferéncia de um
antagonista do microRNA-155 (antagomir-155) em células tumorais do cancro oral, cuja
expressdo de microRNA-155 estd aumentada, resulta num aumento dos niveis de CDC73,
diminuindo a viabilidade das células tumorais e aumentando o processo de apoptose. Este facto
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exerce um papel importante na intervencdo terapéutica do carcinoma de células escamosas da
cavidade oral.

Apesar de varias técnicas de introdu¢do de microRNA’s a nivel celular terem sido
descritas, a sua utilizacao in vivo continua a ser um grande obstaculo, por serem moléculas muito
pequenas e os acidos nucleicos terem carga negativa, ndo penetrando facilmente na membrana
celular “°9. Para ultrapassar estas dificuldades vérias estratégicas tém sido propostas, tais como a
modificacdo quimica das moléculas para aumentar a sua eficacia, assim como a encapsulacéo de
oligonucledtidos nos lipossomas e a introducéo de vetores virais %%,

O primeiro ensaio clinico utilizando a terapia baseada nos microRNA’s teve inicio em
2008, com propésito de intervencdo na hepatite C utilizando oligonucle6tidos complementares
ao microRNA-122, que é um oncogene que facilita a replicacdo viral *?. Apesar de ser o tnico

estudo baseado na manipulagdo da expressao de microRNA’s, outros tém sido iniciados com o

objetivo de tratamento de inimeras doencas, entre as quais, o cancro oral %,

7. Perspetivas Futuras - A importancia de uma investigacdo continuada

Nas Ultimas duas décadas o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular promoveu
uma nova compreensdo acerca do mundo oncoldgico. Em consequéncia surgiu uma enorme
variedade de novos alvos para o desenvolvimento de terapias eficazes, algumas das quais ja
inseridas na terapia génica, a qual se perspetiva como possivel pioneira nas op¢oes terapéuticas
das préximas décadas 7.

A descoberta dos microRNA’s representa uma nova opcao na compreensao da regulagao
da expressdo génica no genoma humano e, apesar de ser uma area de investigacdo relativamente
recente, as novas tecnologias de sequenciacdo molecular permitiram a identificacdo da maioria
dos microRNA’s humanos. No entanto, existem ainda muitos aspetos ndo compreendidos, tais
como, a quantidade de microRNA’s que estd realmente envolvida na carcinogénese, o niumero
total de genes-alvo para cada um desses microRNA’s, os mecanismos patogénicos envolvidos no
cancro, entre outros. Neste contexto, os investigadores tém desenvolvido técnicas que
possibilitem uma descrigdo pormenorizada das diferentes utilizagdes dos microRNA’s,
respetivamente o seu potencial no diagnostico precoce e prognéstico do cancro, novos métodos
que permitam a descoberta de novos oncogenes e genes de supressdo tumoral regulados por

. . -~ A - 75
microRNA’s e as suas aplicagdes terapéuticas (.,
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Apesar de todos estes avangos promissores, existem, ainda, duas preocupagdes que
necessitam ser resolvidas antes de utilizar a tecnologia microRNA na prética clinica, por um lado
na identificacdo dos genes-alvo de cada microRNA e, por outro, novos desenvolvimentos na
criacdo e entrega de medicamentos a base de microRNA’s. Além disto, o facto de um microRNA
poder regular centenas de diferentes mRNA’s constitui uma enorme desvantagem para as
terapias médicas futuras. Este problema da existéncia de mdultiplos alvos associados a terapia
com microRNA’s poderia, contudo, ser contornado caso se aborda-se pela resolucdo do segundo
problema, nomeadamente o da criacdo de novos métodos e composi¢des que permitam a entrega
especifica do farmaco a base de microRNA a populacdo de células cancerigenas e nao as células
normais do hospedeiro ("®.

A continua aplicagdo de tecnologias de sequenciacdo génica e de microRNA’s terd como
desfecho mais provavel um aumento da nossa compreensdo e conhecimento acerca do cancro da
cabeca e pescoco, bem como, de outras doencas da cavidade oral. Como tal, possibilitara a
prestacdo de cuidados de satde mais eficazes e individualizados a cada doente. O grande desafio
consistira, sobretudo, no reconhecimento dos alvos dos microRNA’s, sob o ponto de vista
terapéutico, sendo, por isso, necessarios o0 desenvolvimento de varios estudos de longa escala
para que essa informacéo seja revelada, corretamente compreendida e utilizada eficazmente na

td0 esperada cura oncoldgica ©°.
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CONCLUSAO

O correto diagnostico e tratamento do cancro oral exige a interacdo de uma equipa
multidisciplinar, tornando-se fundamental que os médicos, medicos dentistas e outros
profissionais de salde, invistam na formacéo vocacionada para o cancro da cabeca e pescogo, de
modo a permitir uma melhoria nos cuidados de saude prestados e, consequentemente, um
aumento da qualidade e sobrevida deste grupo de doentes oncolégicos.

Este trabalho teve como principal objetivo abordar o papel dos microRNA’s, a nivel da
biologia molecular tumoral, no diagnostico precoce e no tratamento de neoplasias malignas da
cavidade oral. A revisdo da bibliografia disponivel até ao momento pretendia despertar a atencéo
para investigacGes complementares, neste caso, a nivel molecular, para que num futuro préximo
seja possivel implementar tratamentos mais conservadores para 0s pacientes. Assim, conjugando
a importancia da crescente incidéncia de cancro oral, a nivel mundial, e das possibilidades de
diagnostico precoce e terapéutica no aumento da sobrevida destes doentes, ndo deve deixar de
ser sublinhada a extrema necessidade de uma investigacao continuada, de modo a enriquecer as
investigacBes oncoldgicas, que prometem proporcionar novas abordagens preventivas e
terapéuticas do cancro oral.

Foram descritos 0os mecanismos envolvidos no cancro oral relacionados com o0s
microRNA’s, nomeadamente a carcinogénese, a invasao celular e metastizacdo, a prevencao do
cancro oral, o diagndstico precoce e o tratamento por terapia génica e sugere-se, ainda, que o
conhecimento dos genes alvo dos microRNA’s e as suas fungdes na maligniza¢do celular
fornecem espectativas realisticas na prevencdo precoce do cancro através do uso de
medicamentos brevemente disponiveis no mercado. O grande desafio destes farmacos passa, tal
como ja referido, por conseguirem ndo incidir nas células normais do hospedeiro que ficam,
deste modo, protegidas dos efeitos devastadores dos agentes citotoxicos convencionais.

Em suma, existem ja numerosos estudos que sugerem fortemente que os microRNA’s
desempenham um papel crucial e podem servir de biomarcadores de diagnostico do carcinoma
oral de células escamosas. Apesar das melhorias no conhecimento deste tipo de neoplasia
maligna, os dados clinicos referentes a esta doenca ndo tém sofrido melhorias significativas.
Consequentemente € aqui proposta a realizacdo de investigacbes mais detalhadas sobre os
microRNA’s, nomeadamente no que se refere:

- A relagio entre microRNA’s e entre microRNA’s e outros genes;

- A alteracdes na expressao proteica induzida por microRNA’s;

- A listagem de regides especificas de expressio de microRNA’s.
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Estes enigmas devem ser resolvidos antes de se proceder a ensaios clinicos futuros para
aplicacOes terapéuticas, de modo a que a seguranca e saude dos doentes com cancro oral seja
assegurada.

Em Portugal, apela-se a crescente formacéo tedrica, pratica e ética dos médicos e médicos
dentistas neste ramo de atuagdo clinica, para que os doentes possam ser devidamente
reencaminhados para as unidades de salde competentes e, portanto, corretamente acompanhados

e tratados.
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