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RESUMO

Fundamento: O Carcinoma Espinocelular Oral (CECO) ¢ a neoplasia maligna mais comum
que acomete a cavidade bucal, representando cerca de 90% dos casos. A transigdo epitelial-
mesenquimal (TEM) é um processo associado a mudangas bioquimicas, onde as células
perdem as caracteristicas epiteliais e adquirem um fenotipo mesenquimal. Isso resulta no
aumento da migracdo e invasividade celular, resisténcia a apoptose, influenciando na
metastase. MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas enddgenas de RNA nao
codificantes que, quando desreguladas, podem funcionar como oncogenes ou genes
supressores de tumor. Objetivo: O objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar a relagdo da
desregulacdo de miRNAs e a ocorréncia do processo metastatico associado a TEM em CECO.
Materiais e métodos: Para isso, foram seguidas as diretrizes Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). As buscas foram realizadas nas bases de
dados PubMed, Web of Science, Lilacs, Scopus, Embase, Google Scholar e EBSCO Teses.
Nenhuma restri¢do de ano ou idioma foi aplicada. O protocolo para a revisdo foi elaborado e
registrado na base de dados PROSPERO (University of York, York, Reino Unido) sob
numero CRD42024531676. Resultados: Foram incluidos 18 estudos nesta revisdo. No total,
foram identificados 17 miRNAs que participam do mecanismo regulatério da TEM, dos quais
cinco foram relatados como regulados positivamente e 12 regulados negativamente em
tecidos de CECO. Além disso, oito miRNAs desregulados mostraram relacdo significativa
com a metastase para linfonodos e quatro mostraram significancia para metastase a distancia.
Conclusao: Apesar do mecanismo regulatorio complexo dessas moléculas, todos os estudos
incluidos nessa sistematizacdo destacaram o potencial dos miRNAs como alvo para
diagnostico e terapia no manejo clinico do CECO. No entanto, faz-se necessario esforcos

futuros, aumentando o nimero de casos, para validagao dos resultados.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco; microRNAs;

metastase neoplasica; transicao epitelial-mesenquimal.



ABSTRACT

Background: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignant
neoplasm of the oral cavity, comprising about 90% of cases. Epithelial-mesenchymal
transition (EMT) is a biochemical process in which epithelial cells acquire a mesenchymal
phenotype, leading to enhanced migration, invasiveness, apoptosis resistance, and metastasis.
MicroRNAs (miRNAs) are small, endogenous, non-coding RNAs that can act as oncogenes
or tumor suppressors when deregulated. Objective: This systematic review aimed to evaluate
the relationship between microRNA deregulation and the occurrence of the metastatic process
associated with EMT in OSCC. Materials and Methods: The Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) guidelines were followed. Searches were
conducted in the PubMed, Web of Science, LILACS, Scopus, Embase, Google Scholar, and
EBSCO Teses databases. No restrictions on year or language were applied. The review
protocol was developed and registered in the PROSPERO database (University of York, York,
United Kingdom) under registration number CRD42024531676. Results: Eighteen studies
were included in this review. A total of 17 miRNAs involved in the regulatory mechanism of
EMT were identified, of which five were upregulated and twelve downregulated in OSCC
tissues. Furthermore, eight deregulated miRNAs showed a significant association with lymph
node metastasis, and four showed a significant correlation with distant metastasis.
Conclusion: Despite the complex regulatory mechanisms of these molecules, the studies
included in this review highlight the potential of miRNAs as targets for diagnosis and therapy
in the clinical management of OSCC. However, further studies with larger sample sizes are

needed to validate these findings.

Keywords: Squamous cell carcinoma of head and neck; microRNAs; neoplasm metastasis;
epithelial-mesenchymal transition.
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1 INTRODUCAO

O Carcinoma Espinocelular Oral (CECO) ¢ a neoplasia maligna mais comum que
acomete a cavidade bucal, representando cerca de 90% dos casos [1]. Evidéncias sugerem que
o cancer oral possui uma alta taxa de mortalidade, em que aproximadamente 50% dos casos
tém sobrevida menor ou igual a cinco anos [2]. Tal fato estd associado a auséncia de
diagnostico precoce ou deficiéncia terapéutica [2,3]. Adicionalmente, o CECO apresenta

frequentemente invasdo linfonodal, um fator contribuinte para o progndstico ruim do tumor

[1,2,3].

A transi¢do epitelial-mesenquimal (TEM) ¢ um processo biologico no qual as células
da camada basal do epitélio passam por mudangas bioquimicas, resultando na perda da sua
polaridade celular, de jungdes aderentes, jungdes estreitas, desmossomos e filamentos
intermediarios de citoqueratina [4]. Em consequéncia, as células adquirem um fendtipo
mesenquimal promovendo a reorganizacdo das fibras de estresse de F-actina e expressdo de
filopoédios e lamelopodios [5]. Esse processo promove a degradacdo da membrana basal,
aumentando a migragdo ¢ invasividade celular, e resisténcia a apoptose [4,5]. Assim, o
mecanismo da TEM possivelmente influencia o processo metastatico de carcinomas durante a

colonizagdo subsequente [4].

Além disso, tumores primarios de carcinoma espinocelular de cabega e pescogo que
apresentam o mecanismo padrdo da TEM, caracterizado pela expressao diminuida de E-
caderina ¢ aumentada de vimentina e N-caderina, mostram aumento de duas vezes na
distancia média das metéstases satélites, quando comparados aos tumores primarios que nao
exibem esse aspecto [6]. Foi sugerido que a presenca da assinatura da TEM est4 associada a
um comportamento tumoral mais agressivo e a maior capacidade de disseminacdo para areas

distantes, bem como a resisténcia a tratamentos, como imunoterapia e quimioterapia [7].

MicroRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas endogenas de RNA ndo codificantes
que, quando superexpressos, podem apresentar atividade oncogénica ao reprimirem genes
supressores tumorais, ou atividade supressora quando subexpressos, permitindo a
superexpressao de oncogenes. [8, 9]. Os miRNAs formam uma rede regulatoria complexa em
diversas atividades celulares [10]. A identificagdo de miRNAs especificos pode auxiliar na
compreensdo dos processos envolvidos na carcinogénese e nas alteragdes fisiopatoldgicas

associadas, além de revelar possiveis alvos terapéuticos [8,10].
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Estudos prévios apontam a relacdo entre a desregulagdo dos miRNAs com o
desenvolvimento do processo da TEM em CECO [11, 12, 13]. No entanto, essa relagdo ainda
ndo ¢ totalmente compreendida, assim como a associagdo de ambos 0os mecanismos com O
processo metastatico. Na literatura, ha relatos também sobre a correlacdo dos marcadores da
TEM com miRNAs especificos presentes no CECO, visando a contribuicdo desses

biomarcadores como alvos-terapéuticos no tratamento dessa doencga [14, 15].

Portanto, o objetivo desta revisdo sistematica foi avaliar a relagdo da desregulacao de

miRNAs e a ocorréncia do processo metastatico associado a TEM em CECO.

2 MATERIAIS E METODOS

Esta revisdo foi conduzida de acordo com as diretrizes Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Page, Moher, Bossuyt, Boutron,
Hoffmann, Mulrow e Grupo PRISMA, 2020) [16]. Perguntas especificas foram formuladas
com base na estratégia PICO: P-popula¢do, I-intervencdo, C-controle e O-outcome (do inglés,
desfecho), onde P- amostras de tecido de pacientes com CECO, I- desregulagio do miRNA,
C- amostras de tecido de pacientes com expressdo normal de miRNAs e O- relacdo entre
pacientes com desregulacdo da expressdo de miRNAs com a metastase e a TEM. A pergunta
que norteou esta revisdo foi: "Existe uma relagdo entre a desregulacio de microRNA e a

metastase tumoral associada ao processo da TEM em pacientes com CECO?".

2.1 Protocolo e registro

O protocolo para a revisdo foi elaborado e registrado na base de dados PROSPERO
(University of York, York, Reino Unido) sob numero CRD42024531676.

2.2 Estratégia de busca

Para identificar os estudos primarios que avaliaram miRNAs em CECO, as seguintes
bases de dados foram consultadas: PubMed, Web of Science, Lilacs, Scopus, Embase, Google
Scholar e EBSCO Teses. As buscas foram realizadas em abril de 2024, de acordo com as
regras de cada base de dados, e conduzidas usando uma combina¢do de MeSH (Medical
Subject Headings) predefinidos e termos livres relacionados ao topico. Nenhuma restricdo de

ano ou idioma foi aplicada.
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2.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos estudos observacionais em que os miRNAs estavam relacionados a
TEM no CECO, realizados com amostras de tecidos fixados em formalina ¢ embebidos em
parafina ou em tecidos frescos/congelados. Estudos que continham as seguintes descrigdes
clinicopatologicas: graus de diferenciagdo e estdgios TNM, de acordo com o sistema de
Classificagdo TNM de Tumores Malignos, os quais foram agrupados em baixos e altos niveis

de expressao do miRNA.

2.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos artigos de revisdo, estudos baseados exclusivamente em linhagens
celulares de CECO e amostras nao clinicas. Também foram desconsiderados relatos de caso,

cartas, comentarios e resumos de conferéncias.

2.3 Selecao de Estudos

O processo de selecdo foi conduzido em duas fases por dois revisores (FLML e
LHSG). Os artigos que ndo atendiam aos critérios de elegibilidade, bem como os artigos
duplicados, foram descartados. Primeiro, os estudos foram selecionados por meio da triagem
de titulos e resumos, em seguida, os artigos considerados relevantes foram submetidos a
analise de texto completo. Por fim, os artigos selecionados pelos revisores foram incluidos na

revisao.

Para gerenciar os estudos analisados e eliminar duplicatas, foi utilizado um software
de gerenciamento de referéncias (Rayyan, Qatar) [17]. Todas as etapas do processo de selecao
foram conduzidas por dois revisores independentes (FLML e LHSG), e qualquer discordancia
foi resolvida por meio do consenso entre eles ou, caso necessario, a partir da consulta de um

terceiro revisor (NCFF).

2.4 Extracao de dados

Uma tabela foi usada para relatar os estudos elegiveis revisados e os seguintes dados
foram extraidos: titulo, sobrenome do primeiro autor, ano de publicacdo, pais/continente de
origem, tipos de miRNAs, tamanho e tipo da amostra, método de deteccdo de miRNA,
tamanhos dos grupos de baixa e alta expressdo e classificagio TNM dos tumores malignos.
Dois revisores independentes (FLML e LHSG) realizaram a extracdo de dados de trés artigos,

de forma conjunta, para calibragdo. Posteriormente, avaliaram o restante dos artigos
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separadamente, ¢ os conflitos foram resolvidos por meio da contribuicdo de um terceiro

avaliador (NCFF).

2.5 Risco de viés entre os estudos incluidos

A avaliacdo da qualidade metodologica e do risco de viés foi realizada utilizando a
metodologia JBI Critical Appraisal Checklist for Analytical Cross Sectional Studies. [18]. Os
artigos incluidos foram julgados como de alto risco (pontuagdo sim > 49%), risco moderado
(pontuacdo sim = 50%—-69%) e baixo risco (pontuagdo sim > 70%) [19]. A avalia¢do foi
realizada por 2 revisores (FLML e LHSG), e as discordancias foram resolvidas por um

terceiro revisor (NCFF).

2.6 Nivel de evidéncia (GRADE)

O efeito absoluto esperado e o resumo das evidéncias foram avaliados utilizando a
ferramenta de Classificacdo de Recomendacgdes, Avaliagdo, Desenvolvimento ¢ Avaliagdo
(Manual GRADE) [20]. Os artigos incluidos foram avaliados de acordo com seu desenho de
estudo, risco de viés, resultados inconsistentes, evidéncia indireta, imprecisdo e viés de
publicagdo. Devido os estudos apresentarem um delineamento observacional de coorte
transversal, o viés de publicacdo ndo foi considerado. Nesta analise, foram considerados trés
desfechos principais: desregulacio dos miRNAs resultando em metastase a distancia,
desregulacdao dos miRNAs resultando em metastase linfonodal e a desregulagdo dos miRNAs

regulando a TEM.
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3 RESULTADOS

3.1 Selecao de estudo

Um total de 1012 artigos primdrios foram identificados: 206 na PubMed, 188 na Web
of Science, 206 na Scopus, 211 artigos na Embase, 1 na Lilacs, 200 no Google Scholar ¢ 0 na
EBSCO teses. Na primeira etapa, foram excluidos 716 artigos duplicados. Entdo, 510
registros foram avaliados por titulo e resumo, e destes, 40 foram considerados para leitura de
texto completo. Apos isso, 22 publicagdes ndo atenderam os critérios de elegibilidade e foram

excluidas, sendo incluidos 18 artigos nesta revisao (Figura 1).

-

Identificacao de estudos por meio de bases de dados e registros
- J
Registros removidos antes da triagem:
- Registros duplicados removidos (n =
s
= Registros identificados de bancos 716)
;ﬁ de dados (n = 1012) Y Registros marcados como inelegiveis
E por ferramentas de automacéo (n = 0)
= Registros removidos por outros
motivos (n = 0)
—
)
A4
Registros examinados v )
R lui =4
(n=510) egistros excluidos (n = 470)
\4
E Relatodrios procurados para
= Np p v Relatorios ndo recuperados (n = 8)]
- recuperacao (n = 40)
==
v
Relatorios avaliados quanto a Relatérios excluidos = 14
elegibilidade (n = 32) |4 Desenho de estudo errado (n = 13)
Tipo de publicagdo errado (n = 1)
—
g
= Estudos incluidos na revisao (n =
= 18)
<9
=
[}

FIGURA 1. Fluxograma de execugdo de pesquisas.
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3.2 Caracteristicas do estudo

Os 18 estudos incluidos apresentaram delineamento transversal. Estes foram
publicados entre os anos de 2016 e 2023, incluindo um total de 2854 participantes de quatro
paises, sendo eles Japao, india, Coreia do Sul e, em sua maioria, China. As principais

caracteristicas dos estudos envolvidos estdo descritas na tabela 1.

A fragdo de miRNAs foi isolada de se¢des de tecido frescas/congeladas rapidamente
em nitrogénio liquido/freezer -80° ou fixadas em formalina e embebidas em parafina. O grupo
total da sistematizacdo incorporou 2854 pacientes. Os resultados extraidos foram a
localizagdo, presenca de metdstases linfonodal ou a distancia, grau de diferenciacdo e
estadiamento do tumor, de acordo com o padrio TNM. A deteccdo da desregulagdo de
miRNAs foi realizada usando reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR), reagcao
em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) ou reacdo em cadeia da
polimerase com transcri¢do reversa em tempo real (QRT-PCR). A lista de miRNAs com a

expressao desregulada estd resumida na tabela 1.
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Tabela 1. Visao geral da assinatura de microRNAs que regulam a transi¢ao epitelial-mesenquimal no carcinoma espinocelular oral.

Estadiamento ou

Autor/ . . . E a
" o.r Tipo de Tipo de Tamanho Subsitios ou grau de Presenca de | Métodos de Xpressao .
Ano/Tipo . .. . .. , . . do Principais resultados
miRNA amostra da amostra | localizagdo diferenciacdo metastases | diagnostico .
de estudo miRNA
tumoral
(Lnlillgg;l (di fe?e?cuia o miR-626 foi negativamente
Cui et al./ assoalh; avancada ni 2%6: correlacionado com RASSF4 em OSCC
2021/ neada, Iob; (t=—0,675, p < 0,001), ambos
bucal (n=5); diferenciacdo .
estudo ) associados ao grau do tumor,
. Controle trigono moderada, n=52; MLN: . , .y
observacio . Congelado a . . . estadiamento, metastase e prognostico.
miR-626 (n=94) retromolar(n diferenciagdo 0)= 49 qRT-PCR 1 N
nal, -80 °C teste (n=94) —12): obre, n=16) e N(0)=49 ¢ Sua superexpressao promoveu a
analitico e i P . N(+)=45 proliferagdo, invasdo, migra¢io e TEM,
gengiva estadiamento . .
transversal L . ao mesmo tempo em que induziu a
[21] (n=30) e (estagio I-1I, apoptose e suprimiu a via Wnt/f
' bochecha | n=32; estagio IlI- pop cgtenina
(n=9) IV, n=62) '
LuY et al/ Grau Invasio A redu(;.ﬁo da expre’rsséo de miR-224 foi
. e rys associada ao estagio T (p = 0,000),
2019/ (moderado+ruim, linfatica: , s
. metastase linfatica (p = 0,000) e
estudo n=46); (bom, negativo=45 ¢ ] g n
observacio Tecido de Controle n=42) ¢ ositivo=43: metastase a distancia (p = 0,009).
miR-224 (n=88) NI . P , | RT-PCR ! ADAM17 foi identificado como seu
nal, CECO Estadiamento metastase a

analitico e
transversal
[23].

teste (n=88)

(estagio TI-TII,
n=49; estagio
THI-TIV, n=39)

distancia:
sim=36 e
nao=52

alvo. A restauragao de miR-224 inibiu o
crescimento celular, a invasdo e a TEM,
sugerindo um papel supressor tumoral
em CECO.
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Kurihara- Grau (bem A superexpressdo de miR-29b-1-5p foi
Shimomura diferenciado, significativamente associada ao grau
etal./ n=27); moderado histolégico (p = 0,0031), a TEM (p =
201 Li 2) e a a -M =
019/ . Controle ingua .ou pou.co MLN: 0,0002) e a expressdo de c-Met (p
estudo miR-29b- (n=30); diferenciado, . RT-PCR e 0,0248). O mRNA de CDHI1 foi
. FFPE (n=5) negativa=34 . . .

observacio 1-5p teste (n=49) outros n=22)¢ e positivaL5 gPCR identificado como seu alvo direto em
nal, (n=19) estadiamento p células de OSCC com fendtipo TEM. O
analitico e (estagio I-11, miR-29b-1-5p parece atuar de forma
transversal n=29; estagio oncogénica, em sinergia com o c-Met
[24]. THI-TIV, n=20) para promover a TEM.

A baixa expressdao de miR-199a-5p em

OSCC foi associada a metastase em

Wei et al./ Grau (bem e linfonodos (32, p = 0,003), a
2019/ Congelado moderado, n=23); diferenciacdo tumoral (¥, p =0,037) e
estudo em Controle Mucosa oral | mal diferenciado, MLN: ao tamanho do tumor (% p = 0,020). O
observacio miR- nitrogénio (n=40) (n=22); n=17)e presentes=28 RT-PCR fator de transcricdo relacionado a EMT,
nal, 199a-5p liquido e teste (n=40) mucosa nao Estadiamento e d SOX4, foi identificado como alvo direto
analitico e armazenado oral (n=18) | (estagio I-1I, n=9; | ausentes=12 de miR-199a-5p (p < 0,01). A
transversal a-80°C estagio THI-TIV, superexpressao de miR-199a-5p inibiu a
[25]. n=31) invasdo e a migragdo celular, além de

bloquear a cascata de EMT em células

de CECO transfectadas (p < 0,01).
Yao et al./ Congelado . N A baixa expressdo de miR-610 foi
Classificagao ] . . N
2019/ em Controle TI4T2 (n=88); Metastases a associada a classifica¢do T avancada (p
estudo , nitrogénio (n=137) e distancia: =0,003), ao estagio TNM (p = 0,005) e
: miR-610 . NI classificagdo qRT-PCR . . .
observacio liquido e teste T3+T4 (n=49) com=40 ¢ a um p1or prognostico em pacientes com
nal, armazenado (n=137) - nd0=97 OSCC (p = 0,008; HR =2,956). AGK
s and estagio TNM . .

analitico e a -80 °C foi confirmado como alvo a jusante de

transversal

(I-I: n=91; TIII-

miR-610 em células de CECO. A
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[26]. TIV: n=46) superexpressao de miR-610 suprimiu
significativamente a proliferagao,
migracdo (p < 0,01), invasdo (p <0,01)
e o processo de EMT (p <0,01) nas
células de CECO.
A regulagdo negativa do miR-519d foi
i intimamente correlacionada com
Lingua , .
) Grau (bem metastase em linfonodos (p=0,037),
Jin et al./ (n=25); . . , .
. diferenciado, n= estadgio avangado do tumor (p=0,001) e
2019/estud gengiva . . .
o Coneelado (n=8): 25; MLN: sobrevida global ruim de pacientes com
. 8 Controle ’ moderado/pouco i CECO (p=0,0006). A expressdo de miR-
observacio . em bochecha . . pNO=28¢ . .
nal miR-519d nitroedmio (n=60) (n=9): diferenciado, NI a gPCR 519d correlacionou-se inversamente
o , g teste (n=60) ’ n=35) e Estagio p com os niveis de MMP3 (p = 0,0034), os
analitico e liquido assoalho L. pN2=32 . , . .
TNM (estagio I- quais também estavam associados a
transversal bucal (n=12); . ) .
27] orofarinee II, n=22; estagio metastase (p < 0,0001) e ao pior
' . 6)g TII-TIV, n=38) prognéstico (p = 0,004). O miR-519d

atua como regulador da TEM em células
de CECO.
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Grau (b
di feri;ln(cideo Membros da familia miR-200 — miR-
1=13: ’ 200a (p = 0,0006), miR-200b (p =
Arunkuma Lingua modera dar’nente 0,0467), miR-200c (p = 0,0014), miR-
et al./ 2018/ (n=R); diferenciado 429 (p =0,0087) e miR-141 (p =
estudo ‘ Controle mucosa o‘ral n=19); poucc; MK 0,0230) — foram significativamente
observacio miR200 | Refricerado (n=8) (n=14); crista diferenciado : Qper sub-regulados em tumores de CECO de
nal, g teste (n=40) alveolar (n=8) e <=NI=19 P usudrios de tabaco com patologia
analitico e (n=4); labio Estadiamento e >=N2=21 indiferenciada. Os marcadores de EMT
transversal (n=3); outros (estigio <= T3: ZEB2 (p =0,0451) e vimentina (p =
[28]. (n=11) rg1= Ls: ' 0,0071) foram superexpressos. Essa
estigio >;T 4 desregulagdo ndo teve impacto
i: 25) ' significativo nos prognosticos.
Baba et al./ Li =
avacta gua (I.l A alta expressdo de miR-155-5p foi
2016/ 34); gengiva correlacionada com metastase de
estudo n=25); Estadiamento . )
Controle linfonodo cervical em amostras de
observacio | miR-155- bochecha TNM (estagio I- MLN: . o,

FFPE (n=5) , . _ gRT-PCR tecido de individuos com CECO (p =
nal, 5p reste (173 (n=7); I, n=29; estagio | N(-)=42e 0.04). O miR. 155-50 induz TEM pel
analitico e este (n=73) assoalho I e IV, n=44) N()=31 09). - TR *o0mp ez pea

regulacdo positiva de STAT3 por meio
transversal bucal (n=4); da regulacao negativa de SOCS1
[14]. palato (n=3) gulag g :
Kang Y et _ Controle A baixa expressao de miR-198 foi
al./ 2021/ miR-198 Congelado (n=80) NI NI MLN qRT-PCR associada a baixa sobrevida global
estudo teste (n=80) (p=0,0005) e a sobrevida livre de doenga
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observacio
nal,
analitico e

(p=0,0001). O miR-198 suprimiu o
crescimento e a metastase do tumor
CECO ao atingir diretamente a

transversal expressdo de CDK4. Sua superexpressao
[35]. inibiu significativamente a proliferacao,

a invasdo e a TEM em células de CECO

(p <0,05).
Grau (alta
Wang Y et diferenciagao, Os niveis de miR-218 foram
al./ 2020/ n=25; significativamente associados 8 MLN e
estudo ‘ Controle diferenciag:ﬁ? MLN: ao estadi‘a‘ment‘o TNM (p < 0,05).
observacio ) moderada e baixa, : GREM1 foi identificado como seu alvo
miR-218 FFPE (n=65) NI sim=29 e gqRT-PCR .
nal, n=40) . direto (p < 0,0001, r=-0,5415). A
.. teste (n=65) . nao=36 N . .
analitico e Estadiamento superexpressao de miR-218 suprimiu a
transversal (estagio I/11, progressao da TEM por meio da via
[13]. n=26; estagio III, TGF-B (p <0,05).
n=39.

A expressdo de miR-4282 foi associada
Zhang et al. Grau (bem e ao estadiamento clinico e a MLN (p =
12020/ moderado, n=36; 0,009). Ao direcionar LIN28B, a
estudo Congelado mal diferenciado restauracdo de miR-4282 inibiu a
observacio egrn Controle n=36) ¢ , MLN: proliferagéi migragdo, TEM e induziu

miR-4282 o (n=72) NI . sim=36 ¢ gRT-PCR ’ ’ .

nal, nitrogénio teste (n=72) Estadiamento 130=36 apoptose (p <0,01). O miR-4282
analitico e liquido (estagio I-1I, suprimiu a progressdo tumoral por meio
transversal n=26; estagio 11— do eixo LIN28B/ZBTB2, sugerindo seu
[29]. IV, n=46) potencial como biomarcador para

CECO.




24

Grau (bem

A superexpressao de miR-1290 foi
associada ao estadiamento TNM (p =

S(;T 9e/t al./ Coneg;lado Mu((il(;s;)?ral diferenciado e 0,021), él.MLN (p=0,0002) ¢ ao piot
estudo nitrogénio ofo farir;ge moder.ado, n.=32; Progl.l(')StICO (p=0,0124). CQNG2 foi
observacio . liquido ¢ Controle (n=10); mal diferenciado .MLN: identificado c.orpq seu alvo .dlreto (r=
nal miR-1290 armazenado (n=47) lingua n=.15) e sim=13 e gRT-PCR 0,64.106.). A inibi¢ao de miR-1290
ana,litico . 280 °C teste (n=47) (n=20): Estadlamer.lto ndo=34 suprimiu a metastase e a TEM (p <
transversal gengiV; TNM (estagio .I— 0,05), enquanto sua superexpresﬁo
30]. (n=12) II, n=37; estagio promoveu esses processos por meio da
-1V, n=10) supressdo de CCNG2 em células de
CECO.
Grau (bem Invasio A subexpressao de miR-1258 foi
Zhang H et diferenciado, linfatica: associada ao estagio T (p = 0,000), a
al./ 2019/ n=42); negativa=45 invasdo linfatica (p = 0,006) e a
estudo . controle mo.derado{pouco . n.létésta.se a distancia (p = 0,009.). SP1
observacio miR-1258 NI (n=89) NI diferenciado, positiva=43; | qRT-PCR foi identificado como. se}l alYo a jusante,
nal, n=46) e , . enquanto c-Myb suprimiu miR-1258 por
L. teste (n=89) . metastase a . LT
analitico e Estadiamento distincia: meio da ligacdo ao seu promotor (r = —
transversal (estagio T1-2, =36 e 0,6635). A restauragcdo de miR-1258
[31]. n=49; estagio T3— s;r;lo_ 5 reduziu o crescimento, a invasao ¢ a
T4, n=39) TEM em células de CECO.
Kang Y et Mucosa oral Qrau (l?em Niveis l.aab.(os d.e miR-300 em CECO
al/ 2018/ c nd Controle (n=24); diferenciado, Metdstase & foram.s1gn1f~icatlvamente associados a
estudo ongelado a _ lingua n=42; e classificagdo TNM (p < 0,05). ET-1
. miR-300 -80 °C (n=120) (n=52); moderado/pouco distancia qRT-PCR inibiu a expressdo de miR-300 (p <
observacio teste o diferenciado (M0=69; 0,05). A superexpressdo induzida de
nal, (n=120) gengiva - ’ MI=51) 02)- £ SUPETEXpressao I
analitico e (n=25); outro n=46) e miR-300 inibiu a proliferagao (p < 0,01),
transversal (n=19) Estadiamento a invasdo (p < 0,05) e o processo de

(estagio T1-2,

TEM em células de CECO transfectadas
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[32]. n=49; estagio T3— (p <0,05). O miR-300 pode suprimir a
T4, n=39) metastase do CECO ao inibir a TEM.
M 1 . .
‘(l;fiz;" ra A expressao elevada de miR-155-5p foi
. , ’ Invaséo associada a um estagio patolégico TNM
Kim et al./ lingua e s . T
angiolinfatica mais avangado (p = 0,048) e a recidiva
2018/ (n=39); .
. (presente=19 (p =0,029). Foi observada uma
estudo Controle assoalho Estadiamento e correlagdo negativa significativa entre
v v
b i iR-155- bucal (n=8); | TNM (I= 18; II= .
obsetvacio -\ mi FFPE (n=68) uca} (n=8); ( ’ ausente=49); | qRT-PCR miR-155-5p e a expressdo de E-
nal, 5p trigono 17; lI=9; IV= . . . . .
.. teste (n=68) invasdo caderina, sugerindo um papel potencial
analitico e retromolar 24). . .
transversal (n=7): crista perineural do miR-155-5p na TEM (p = 0,015, r=
’ (presente=19 —0,299). A expressao de miR-155-5p
[22]. alveolar o ~
superior ¢ ausente=49) pode contribuir para a progressao do
p CECO por meio da TEM.
(n=1)
Grau (bem A subexpressdo de miR-1 foi
Peng et al. Congelado diferenciado, significativamente correlacionada com a
12017/ em n=19); categoria T, estagio e metastase
estudo nitrogénio Controle moderada/pobrem linfonodal (p < 0,05). Niveis mais
observacio iqui (n=35) ente diferenciado MLN baixos de miR-1 foram observados em
miR-1 liquido e NI > | (NO=15; N1- | qRT-PCR ! i1 0BSe
nal, armazenado teste n=21); 2-25) pacientes com metastase linfonodal
analitico e a -80 °C (n=381) Estadiamento avancada. O miR-1 atua como regulador
transversal (estagio I-11, ao direcionar e suprimir o Slug, um
[33]. n=17; estagio 11— mediador da TEM (p < 0,01, r=
IV, n=23). 0,6659).
Hsiao et al./ | miR-455- Controle N: negativo= A subexpressdo de miR-1 foi
2023/ 5p FFPE (n=56) NI NI 32; qRT-PCR significativamente associada a categoria

estudo

teste (n=56)

positivo=24

T, ao estagio tumoral e a metastase
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observacio
nal,
analitico e

linfonodal (p < 0,05). Niveis reduzidos
de miR-1 foram observados em
pacientes com metastase nodal

transversal avancada. O miR-1 regula
[34]. negativamente o Slug, um mediador da
TEM, ao direciona-lo para supressao (p
<0,01, r=0,6659).
A regulacdo negativa do miR-150 previu
Liuetal./ Congelado um prognoéstico ruim de pacientes com
2021/estud em CECO (p<0,05). O HMGA?2 era um
ob . nitrogénio Controle fgjcne alI/czi do nlqiRiISO e su; expressao
observacio ) liquido e _ ol regulada pela alteragdo da expressdo
nal, N miR-150 am?azenado tesg:l_(rsli)S 1 N N N aRT-PCR do miR-150~em céh-llas CE.CC.)..A
analitico e a -80 °C superexpressao de miR-150 inibiu a
transversal viabilidade celular, a invasividade € a
[36]. EMT ao direcionar HMGA?2 em células

de CCE (p < 0,05).

Siglas: miR, microRNA; FFPE, fixado em formalina e embebido em parafina; CECO, carcinoma espinocelular oral; MLN, metastase linfonodal; N (0), auséncia de metastase em linfonodos
regionais; N (-), auséncia de metastase em linfonodos regionais; N (+), metastase em linfonodos regionais; N (1), metastase em linfonodos regionais; pNO, linfonodos regionais ausentes; pN1-pN2,
1-3 linfonodos regionais ou qualquer nimero de depoésitos tumorais sem envolvimento nodal - > 4 linfonodos regionais; N1, auséncia de metastase em linfonodos regionais; N2, metastase em
linfonodos regionais; MO0, auséncia de metastase a distancia; M1, apresenta metastase a distancia; RASSF4, membro da familia do dominio de associa¢do 4; ARID2, dominio interativo 2 rico em
AT humano; ADAM17, membro da familia ADAM; c-jun, fator de transcri¢do junho; c-Met, receptor proto-oncogénico do gene MET; CDH1, mRNA que codifica caderina 1; SOX4, fator de
transcricdo relacionado a TEM SRY-box 4; HR, taxa de risco; AGK, acil-glicerol quinase; MMP3, metaloproteinase de matriz-3; ZEB2, Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 2; STATS3,
Transdutor de Sinal e Ativador de Transcri¢ao 3; SOCSI1, supressor da sinalizacdo de citocinas 1; CDK4, quinase 4 dependente de ciclina; GREM1, Gremlinl; TGF-f, fator transformador de
crescimento beta; ZBTB2, dedo de zinco e dominio BTB contendo 2; LIN28B, Lin-28 Homoélogo B; CCNG2, Ciclina G2; SP1, proteina de especificidade 1; C — Myb, gene transformador do virus
da mieloblastose aviaria; PI3K/AKT, Fosfoinositideo 3-quinases/Proteina quinase B; ERK, Quinases reguladas por sinal extracelular; ET-1, Endotelina-1; Slug, principal regulador da EMT;
PDZKI1IP1 (MAP17), proteina que transporta proteinas de membrana do reticulo endoplasmatico; HMGA2, Grupo de alta mobilidade AT-hook 2; qRT-PCR, reacdo em cadeia da polimerase com

transcri¢do reversa em tempo real; qPCR, reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; TEM, transi¢ao epitelial-mesenquimal.
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3.3 Associacio dos miRNAs com as caracteristicas clinicopatologicas no CECO

Nesta revisdao, 14 miRNAs (miR-626 [21]; miR-155-5p [14,22]; miR-224 [23]; miR-
29b-1-5p [24]; miR-199a-5p [25]; miR-610 [26]; miR-519d [27]; miR-200 [28]; miR-218
[13]; miR-4282 [29]; miR-1290 [30]; miR-1258 [31]; miR-300 [32] ¢ miR-1 [33]) foram
correlacionados com o grau de diferenciagdo e estadiamento tumoral. Dos 18 artigos, quatro

associaram os miRNAs com metastase a distancia, onde a subexpressao dos miR-224 [23],

miR-610 [26], miR-300 [32], e miR-1258 [31] tiveram relagdo significativa (p<0.05).

Dessa amostra de estudos, 15 demonstraram a associacdo dos miRNAs com a
metastase linfonodal, onde a subexpressdo dos miRNAs (miR-224 [25]; miR-199a-5p [27];
miR-519-d [29]; miR-218 [15] e miR-1258 [33]) foi significante estatisticamente (p<0.05).
Porém, a subexpressdao dos miRNAs (miR-200 [30]; miR-4282 [31] e miR-1 [35]) ndo foi
significante. Da mesma forma, a superexpressdo dos miRNAs (miR-626 [23]; miR-1290 [32]
e miR-455-5p [36]) foi relacionada significantemente (p<0.05) com a metastase linfonodal.
Entretanto, a superexpressao do miR-29b-1-5p [26] ndo foi significante. Em relagdo ao miR-
155-5p [16,24], um estudo identificou relacdo significante com metastase linfonodal e um nao

mostrou significancia. Nao foi possivel avaliar o miR-198 [37] por falta de informacdes.

3.4 MiRNAs regulam a expressao de marcadores da TEM

Nessa sistematizacao, em todos os estudos incluidos, os miRNAs tanto superexpressos
quanto subexpressos regularam a expressdo de marcadores da TEM. Dessa forma, Lu et al.
(2019) [23], relataram que o miR-224 foi regulado negativamente em tecidos de CECO, o
ADAM17 foi caracterizado como seu gene alvo em linhagem de células CECO, SCC-9 e Cal-
27, foi observado um aumento do marcador epitelial E-caderina, enquanto a expressao dos

marcadores mesenquimais N-caderina e vimentina diminuiram, inibindo a TEM.

Seguindo o mesmo pressuposto, Qin et al. (2019) [30], relataram que o miR-1290 foi
regulado positivamente em tecidos de CECO, o seu gene alvo CCNG2 e os mimetizadores
miR-1290 foram co-transfectados em células Tca- 8113, onde a superexpressdo de CCNG2
aumentou a expressao de E-caderina e diminuiu a expressao de N-caderina e vimentina,

enfraquecendo o efeito promovido do miR-1290 na TEM.

Tais evidéncias foram repetidas com frequéncia nos diversos tecidos e linhagens

celulares analisadas nessa revisao, todos os miRNAs incluidos mostraram capacidade de
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regulacdo do fendtipo neoplasico, por meio da alteragdo da expressdo de marcadores epiteliais

e mesenquimais no CECO (Tabela 1).

3.5 Risco de viés em estudos individuais

Os artigos incluidos foram julgados como de alto risco (pontuacdo sim > 49%), risco
moderado (pontuagdo sim = 50%—-69%) e baixo risco (pontua¢do sim > 70%) [19]. Dois
artigos foram classificados como tendo metodologia pouco clara pois ndo explicitaram os
critérios de inclusdo da amostra, visto que as caracteristicas clinicopatologicas ndo foram
descritas [34,36]. Um artigo ndo foi claro na descri¢cdo detalhada da amostra do estudo, ndo
relatando as condicdes clinicas e as caracteristicas do tumor em cada paciente incluido [36].
Em geral, os artigos incluidos nesta revisdo apresentaram baixo risco de viés nos critérios

avaliados (Tabela 2).



Tabela 2. Avaliacao da qualidade metodolégica e o risco de viés dos estudos incluidos.
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Os critérios de Os sujeitos do A exposicao A exposicao Foram As estratégias para Os resultados .
. . . . . . . . . . . Foi utilizada
inclusdo na amostra | estudo e o ambiente | foi medida de foi medida de | identificados | lidar com os fatores | foram medidos de . .
Autor/Ano . L1 . . .. analise estatistica
foram claramente foram descritos forma valida e | forma valida e fatores de de conflito foram forma valida e apropriada?
definidos? detalhadamente? confiavel? confiavel? confusdo? estabelecidas? confiavel? prop '
Cui et al./2021 Sim Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim
Lu et al./2019 Sim Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Nao
Kurihara-
Shimomura et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
al./2019
Weictal/ Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
2019
Yaoctal/ Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
2019
Jin et al./2019 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Arunkumar et ) . . . . . . .
al/2018 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
B 1.
aba et al./ Sim Sim Sim Sim Nio Nio aplicavel Sim Sim

2016




Kang et al./
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2001 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Wang et al/ Sim Sim Sim Sim Nio Nio aplicavel Sim Sim

2020

Zhang et Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

al./2020

ZQ(;III 9e tal/ Sim Sim Sim Sim Nio Naio aplicavel Sim Sim

i(l)liuglg ctal/ Sim Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim

Kang et al/ Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim

2018

2K(;IlnS etal/ Sim Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim

Peng et al. . . . . ~ ~ . . .

Sim Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim

/2017

Hsiao et al./ . . . . ~ ~ . . .

2023 Indefinido Indefinido Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim

Liu et al. . . . . ~ ~ . . .
Indefinido Sim Sim Sim Nao Nao aplicavel Sim Sim

/2021
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Observou-se um nivel de certeza de muito baixo a baixo, em que apenas a

desregulacdo dos miRNAs resultando em metastase linfonodal relatou inconsisténcia grave,

devido a diferencas entre estudos que avaliaram o miR-155-5p [14, 22], onde um estudo

identificou relagdo significativa com metastase linfonodal e um n3o mostrou significancia.

Além de que ndo foi possivel avaliar o miR-198 por falta de informagdes [35] (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacao de certeza e resumo das descobertas com base na ferramenta GRADE.

Avaliagdo da certeza

Sumario de Resultados
Taxas de eventos do

estudo (%)
Participant Ri Cert
arueipantes 1560 Inconsi  Evidénci . . Viés de erieza Com
(estudos) de o . Imprecisao . geral da ~ Impacto
Seeuiment . sténcia  a indireta publicacédo denci Com Desregulagio
eguimento  Viés evidéncia . L0 4o microRNA
normal  em tecido de
CECO
Desregulacido dos miRNAS resultando em metastase a distincia
434 5 . . :
. . . @D | A subexpressio dos miR-224, miR-610, miR-
(4 estudos nao nao nao N . . . . .
. ndo grave nenhum O 300 e miR-1258 tiveram relag@o significativa
observaciona | grave | grave grave , , A
is) Baixa (p<0.05) com a metastase a distancia.
Desregulacio dos miRNAs resultando em metastase linfonodal
A subexpressao dos miRNAs (miR-224; miR-
199a-5p; miR-519-d; miR-218 e miR-1258)
foi relacionada significativamente (p<0.05)
com a metastase linfonodal. No entanto, a
subexpressdo dos miRNAs (miR-200; miR-
4282 e miR1) ndo foi significativa. A
961 ®OQ | superexpressio dos miRNAs (miR-626; miR-
(15 estudos nao nao 5 O 1290 e miR-455-5p) foi relacionada
. grave® ndo grave nenhum , . ,
observaciona | grave grave Muito significantemente (p<0.05) com a metastase
is) baixa® | linfonodal). Entretanto, a superexpressdo do
miR-29b-1-5p nao foi significativa. Em
relagdo ao miR-155-5p, um estudo identificou
relagdo significativa com metastase linfonodal
¢ um nao mostrou significancia. Nao foi
possivel avaliar o miR-198 por falta de
informagoes.
Desregulacio dos miRNAs regulando a transicao epitelial-mesenquimal
2730 ndo ndo ndo no grave nenhum | ®@®0O A subexpressdao dos miRNAs (miR - 626;
(18 estudos grave grave grave O miR-155-5p; miR-29b-1-5p; miR-1290 ¢




observaciona
is)

Avaliagao da certeza
Baixa
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Sumario de Resultados
miR-455-5p) e a superexpressdo dos miRNAs
(miR-224; miR-199a-5p; miR-610; miR-
519d; miR-200; miR-198; miR-218; miR-
4282; miR-1258; miR-300; miR-1 e miR-150)
regularam positivamente a transigao epitélio-

mesenquimal.

IC: intervalo de confianca

Explicagdes:

a. Entre as amostras dos 16 estudos analisados, 62,5% (10 estudos) relataram resultados negativos, 25% (4
estudos) apresentaram resultados positivos, 6,25% (1 estudo) mostrou resultados iguais, e 6,25% (1 estudo) ndo
forneceu informacgdes suficientes.

4 DISCUSSAO

MiRNAs desregulados podem exercer atividade oncogénica ou supressora, mostrando-
se como potenciais biomarcadores de mau progndstico e metastase em pacientes com CECO
[8,37]. Estudos recentes mostraram que a superexpressao ou subexpressao de miRNAs
especificos podem exercer efeitos na TEM, além de apresentarem papel diagndstico,
prognoéstico e terapéutico no CECO [38-40]. Nesta revisdo, foi realizada uma analise
especifica da relagdo dessas moléculas com o processo metastatico em tecidos de CECO, pela
primeira vez, descrevendo a significincia dos miRNAs envolvidos no mecanismo da TEM,
incorporando 1545 pacientes com essa neoplasia maligna. Foram analisados 18 estudos em
tecido de CECO, onde cinco miRNAs foram superexpressos e¢ 12 foram regulados

negativamente.

Considerando que o processo metastatico ¢ uma das principais causas de mortalidade
por cancer [1, 3, 41], a identificacdo de novos alvos diagndsticos e terapéuticos em pacientes
com CECO, tais como os miRNAs, torna-se fundamental. A TEM promove o aumento da
migragdo e invasividade celular, influenciando, possivelmente, a progressao do CECO para o

processo metastatico [5,7].

Em nossa revisdo, todos os 17 miRNAs mostraram relacdo regulatoria com a TEM.
Assim, dos cinco miRNAs superexpressos, o miR-626, miR-1290 e miR-455-5p foram
relacionados significantemente (p<0.05) com a metastase linfonodal e dos doze miRNAs
subexpressos, 0 miR-224, miR-199a-5p, miR-519-d, miR-218 ¢ miR-1258 também foram
positivamente associados (p<0.05) a metastase linfonodal. Adicionalmente, a regulacio

negativa dos miR-224, miR-610, miR-300 e miR-1858 teve relagdo significativa (p<0.05)
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com a metastase a distdncia. Visto isso, esses resultados sugerem a possivel relagdo entre a

regulacdo dos miRNAs com o processo metastatico no CECO.

Dentre os miRNAs regulados positivamente, o miR-626 estava superexpresso em
tecidos de 94 pacientes com CECO, apresentando uma correlagdo negativa com o RASSF4
(r=-0,675, p<0,001), ambos foram relacionados significantemente ao grau patologico
moderado, estadiamento III-IV, metdstase linfonodal e progndstico ruim. A regulacdo
negativa desse miRNA e a regulacdo positiva do RASSF4 diminuiu significativamente a
capacidade de invasdo, migracdo ¢ a TEM em células de CECO (p>0,05). Além disso, os
resultados de qRT-PCR e western blotting revelaram a diminuicdo da apoptose celular e
bloqueio da via de sinalizagao Wnt/B-Catenina, reduzindo a expressao de mRNA, proteina de

FZD1 e B-catenina (p<0,05) [21].

Da mesma forma, outros estudos tiveram resultados semelhantes, nos quais miRNAs
superexpressos foram associados as caracteristicas clinicopatoldgicas e a metéstase linfonodal,
além de estarem inversamente correlacionados a genes alvo [30, 34], onde as suas expressoes
diminuiram a invasividade e migracdo celular em células de CECO, favorecendo o
prognostico. Assim, Qin et al. (2019) [30] afirmou que a regulag@o positiva do miR-1290 foi
associada principalmente ao estagio TNM I-II (p=0,021), a metastase linfonodal (p = 0,0002)
e ao mal prognodstico em pacientes com CECO (teste log-rank, p = 0,0124). O CCNG2 foi
caracterizado como alvo direto do miR-1290 (r= 0,6406) e, ao inibir esse gene, essa molécula

induziu positivamente a metastase celular e TEM em células de CECO transfectadas (p<0,05).

De modo semelhante, a superexpressao do miR-455-5p foi positivamente associada a
metastases linfonodais e invasdo clinica, levando a prognosticos desfavoraveis nos
pacientes. Este foi negativamente correlacionado ao seu gene alvo, PDZKI1IP1 (MAP17)
(p=0,02, r=0,31), e sua baixa expressao exibiu mais metastases para linfonodos ou fatores de
risco clinicos desfavoraveis para recorréncia. Pacientes com CECO indiferenciados exibiram
baixa expressdo de MAP17. Além disso, 0 miR-455-5p promoveu a migragdo ¢ invasdo de

células de cancer oral e induziu TEM (p<0,05) [34].

Por outro lado, a baixa expressao de miR-199a-5p no CECO foi associada a metastase
linfonodal (%, p=0,003), diferenciacdao (y?, p=0,037) e tamanho do tumor (y?, p=0,020). O
fator de transcricdo SRY-box 4 (SOX4) (p<0,01) foi apontado como seu alvo direto e a
restauragdo da expressdao do miR-199a-5p em células de CECO transfectadas inibiu a invasao,

a migracao celular e bloqueou a cascata da TEM (p<0,01) [25]. Outros estudos apresentam
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resultados semelhantes, onde a andlise da relagdo entre as caracteristicas clinicopatoldgicas
dos pacientes com CECO e a expressao negativa dos miRNAs mostram que as expressoes
estavam intimamente relacionadas a metéstases linfonodais, possuindo genes alvo expressos
em altos niveis, e restaurando a expressao desses miRNAs, ha a diminui¢ao da capacidade de

invasdo, migratdria e processo TEM [27, 13, 31].

Dentre esses estudos, Jin et al. (2019) [27] demonstrou que regulagdo negativa do
miR-519d foi intimamente correlacionada com metéstase em linfonodos (p=0,037), estagio
avancado do tumor (p=0,001) e sobrevida global baixa de pacientes com CCE (p=0,0006). O
seu gene alvo foi MMP3, que também foi associado a metéstase (p<0,0001) e prognostico
ruim (p=0,004). Ainda, Wang et al. (2020) [13] revelou que a subexpressdo do miR-218
esteve relacionada ao estagio TNM III (p<0,05), GREMI1 foi identificado como o seu gene
alvo (p<0,0001, r=-0,5415), e a superexpressdo do miR-218 pode resultar na supressdo da
progressio da TEM por meio da via de sinalizagdo do TGF-B (p<0,05). De maneira
equivalente, Zhang et al. (2019) [31] sugeriu que a regulagdo negativa do miR-1258 foi
associada significamente ao estagio T (p=0,000), metastase de invasdo linfatica (p=0,006) e
metastase a distancia (p=0,009), a proteina SP1 foi um alvo a jusante do miR-1258, este inibiu

a atividade das vias de sinalizacdo PI3K/AKT ¢ ERK.

Baixos niveis de miRNAs em pacientes com CECO também foram significativamente
associados a metastases a distdncia em quatro estudos nesta revisdo. Assim, Yao et al. (2019)
[26] relatou que a baixa expressao de miR-610 foi associada a classificagdo T avancada
(p=0,003), estagio TNM (p=0,005) e pior prognoéstico de pacientes com CECO (p=0,008;
HR=2,956), o gene AGK foi confirmado como o alvo a jusante desse miRNA.

Kang et al. (2018) [32] demonstrou que a subexpressio do miR-300 foi
significativamente associada a classificacdo TNM (p<0,05), possibilitando a sua inibi¢cdo por
ET-1 (p<0,05). Lu et al. (2019) [23] revelou que a regulagdo negativa do miR-224 foi
associada ao estagio T (p=0,000), metastase de invasdo linfatica (p=0,006) e metastase a
distancia (p=0,009) e o seu alvo a jusante foi a proteina ADAM17. Em ambas as pesquisas, a
restauragdo da expressao dos miRNAS diminuiu o crescimento celular, a invasdo, a migracao
e inibiu o fendtipo TEM em células de CECO, podendo funcionar como microRNAs

supressores de tumor e suprimir a metastase tumoral ao inibir a TEM no CECO.

Visto isso, o aumento da expressdo de marcadores mesenquimais, concomitante ao

declinio de marcadores epiteliais no CECO, evidencia a ocorréncia do processo TEM,
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caracterizado pela alteragdo do fendtipo das células no ambiente tumoral [42]. Esse
mecanismo foi evidenciado pela superexpressio dos miRNAs miR-626, miR-155-5p, miR-
29b-1-5p, miR-1290 e miR-455-5p em CECO. Por outro lado, o silenciamento da expressao
dessas moléculas resultou no aumento da marcagdo de E-caderina, um marcador epitelial, e na
redugdo da expressao de N-caderina e vimentina, marcadores mesenquimais, promovendo a
supressao do processo TEM. Esse efeito ocorre devido ao direcionamento especifico de
genes-alvo pelos miRNAs, os quais apresentam diversidade significativa, conferindo maior

complexidade ao mecanismo regulatdrio [42, 43].

Nossos resultados apresentam uma visao ampla de como os miRNAs estdo envolvidos
no mecanismo regulatdrio da TEM relacionada a metastase em pacientes com CECO, além do
potencial dessas moléculas para serem utilizadas como biomarcadores de diagndstico e alvos
terapéuticos. Entretanto, existem limitagdes na presente revisdo sistemadtica, sendo estas, a
utilizacdo de diferentes metodologias de pesquisa dos estudos incluidos para andlise, auséncia
de informagdes clinicopatologicas de pacientes e de valores de risco relativo na anélise
estatistica. Visto isso, a abordagem GRADE sugeriu taxas mais baixas para certeza do nivel

de evidéncia, colaborando com o risco de viés (Tabela 3).

Além disso, enfatizamos a necessidade estudos futuros concentrados na caracterizagao
de genes-alvo dos miRNAs, buscando fortalecer as evidéncias sobre os mecanismos
regulatorios associados a TEM em CECO. Essa abordagem ¢ essencial, considerando o
potencial dessas moléculas como marcadores tumorais para diagnostico, manejo clinico e
prognostico. Isso pode oferecer suporte ao tratamento dessa neoplasia, favorecendo melhores

prognosticos e reducdo dos riscos de metastases linfonodais e a distancia.

5 CONCLUSAO

Nesta revisdo, identificamos 12 miRNAs regulados negativamente e 5 regulados
positivamente, expressos no CECO, potencialmente relacionados ao mecanismo da TEM e ao
processo metastatico. Os estudos incluidos em nossa sistematizagdo fornecem novas
evidéncias para a identificacdo e manejo dessa neoplasia maligna, por meio da inibicdo ou
restauragdo de fatores de transcri¢ao reguladores da TEM. No entanto, faz-se necessario
esforcos futuros, aumentando o numero de casos, para validagdo desses resultados,

considerando o potencial dos miRNAs como alvos de diagnostico e terapéutica do CECO.
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