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RESUMO

O conceito de campo de cancerizagcdo sugere que areas adjacentes ao tumor
primario tem maior potencial para o desenvolvimento de neoplasias. Com o
desenvolvimento de novas técnicas de biologia molecular, o conceito de campo de
cancerizagdo passou a incorporar além das alteracbes morfologicas, ja bem
estabelecidas, alteracbes moleculares.

Contudo, um mecanismo molecular especifico envolvido no processo de
carcinogénese do carcinoma espinocelular ainda ndo foi completamente descrito.
Com base em estudos que comprovaram alteracdes epigenéticas durante o
processo carcinogénico responsavel pela transicdo do epitélio de mucosa normal
para epitélio tumoral, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito dos fatores
guimicos produzidos por células tumorais sobre o perfil epigenético de queratindcitos
humanos normais em ensaio in vitro de co-cultura celular. As analises epigenéticas
mostraram haver significantes alteracfes epigenéticas nas células normais apos o
periodo de co-cultivo com as células tumorais.

Os resultados obtidos pelo método COBRA e pelo ensaio de citometria de
fluxo revelaram que a exposicdo aos mediadores quimicos produzidos por células
tumorais promoveu hipometilacdo global do DNA, hipometilacdo em sequéncias
LINE-1 e hipermetilacdo na regido promotora do gene supressor de tumor TP73 nos
queratinécitos normais. Desta forma, nossos resultados nos levam a acreditar que
fatores quimicos produzidos pelas células tumorais, liberados nos fluidos ou tecidos
adjacentes ao tumor possam contribuir para que ocorram alteragdes moleculares
ocorram nas células adjacentes aos tumores e, provavelmente, este mecanismo
esteja relacionado com o aparecimento de tumores em regides vizinhas, o fenbmeno

denominado “campo de cancerizagao”.

PALAVRAS-CHAVE: Epigenética, Carcinoma espinocelular, queratinocitos, HaCaT,

Supressor de tumor TP73, metilag&do global.



ABSTRACT

The field cancerization concept suggests that adjacent areas to the primary
tumor has the greatest potential for developing neoplasias. With the development of
new techniques of molecular biology, field cancerization concept passed to
incorporate addition to morphological changes, already well established, molecular
changes.

However , a specific molecular mechanism involved in the carcinogenesis of
squamous cell carcinoma has not been fully described . Based on studies that have
proven epigenetic changes during the carcinogenic process responsible for the
transition from normal mucosa epithelium to tumor epithelium , the objective of this
study was to investigate the effect exerted by chemical factors produced by tumor
cells in epigenetic changes. Epigenetic analyzes showed important epigenetic
changes . The results obtained by COBRA and flow cytometry methodology revealed
that exposure to chemical mediators tumor leads to hypomethylation event of LINE- 1
sequences, DNA global hypomethylation and hypermethylation of the promoter
region of TP73 gene.

Thus , our results lead us to believe that chemical factors produced by tumor
cells contribute to the molecular changes observed in adjacent cells to tumors and it
is probably related to the molecular mechanisms responsible for the appearance of

tumors in other regions, a phenomenon called " field cancerization " .

KEYWORDS: Epigenetics, squamous cell carcinoma, keratinocytes, HaCaT, tumor

suppressor TP73, global methylation.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemiologicos realizados por diferentes 6rgdos de saude mostram
0 crescente aumento do numero de casos de cancer anualmente, sendo
considerado um dos mais importantes problemas de saude publica mundial (Guerra
et al., 2005). Por esta razdo, o cancer € uma das doencas mais estudadas na
atualidade.

Pesquisas realizadas na area de biologia celular e molecular comprovam que
componentes epigenéticos estdo envolvidos nas diferentes fases do
desenvolvimento tumoral; estas alteragfes reversiveis que ocorrem na cromatina
(DNA + proteinas histonas) podem modificar a expressdo génica. Dentre os
diferentes eventos epigenéticos, as modificacbes (acetilacdo e metilacdo) de
histonas e a metilacdo do DNA sdo cruciais para estabelecimento e controle da
correta programagéo da expressao genica. Desta forma, falhas nestes processos
podem promover importantes alteragbes na expressao génica (Rothhammer e
Bosserhoff, 2007).

O cancer bucal representa 3% das neoplasias que afetam a populacéo
brasileira. O carcinoma espinocelular (CEC) é o principal cancer de cabeca e
pescoco das vias superiores e representa 90% dos tumores malignos que acometem
a cavidade oral.

Apesar das tecnologias e recursos que a medicina dispdem atualmente, o
prognéstico e indice de sobrevida de pacientes diagnosticados com CEC nado sao
favoraveis. Isto se deve muito ao fato da frequente presenca de lesbes mdltiplas e
ndo focais que surgem proximo ao tumor primario e geram novos “campos de
cancerizagao”.

Sucessivas alteracbes e erros moleculares formam a base para o
desenvolvimento de tumores. Estudos apontam cada vez mais a participacdo das
alteracbes epigenéticas em fendmenos associados ao processo carcinogénico
(Venturi et al., 2004; Worsham et al., 2011). Assim, este estudo teve como objetivo
principal a avaliacdo da exposicdo de células normais aos fatores quimicos
produzidos e liberados por células de carcinoma espinocelular oral humano sobre o

perfil da metilacdo global do DNA e da regido do promotor do gene TP73.



2. REVISAO DE LITERATURA:
2.1 Cancer e Metilacao
Atualmente, a definicdo cientifica para cancer (neoplasia) especificamente
para tumores malignos, é o crescimento descontrolado de células transformadas que
matam pela invasdo destrutiva dos tecidos, seja por expansdo direta ou por
disseminacgdo pela corrente sanguinea para outros 6rgaos (metastases) (Bordini et
al., 2007; Little et al., 2008). O cancer se apresenta como uma das principais
causas de morte no mundo, sendo a segunda causa de morte por doenca no Brasil.
(Almeida et al., 2005). Estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) projetam
aproximadamente 600.000 novos casos de cancer em todo o Pais no bienio 2016-
2017, sendo mais da metade destes novos casos somente para a regido sudeste
(Fig. 01) (INCA, 2016). Hoje existem aproximadamente 200 tipos caracterizados, os
quais correspondem aos diferentes sistemas do corpo. Uma importante
caracteristica que os clinicos utilizam para classificacdo € a capacidade de invadir

tecidos e/ou 6rgaos vizinhos.
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Adaptada/Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasi/Neoplasias malignas,
2016.

Com base nas estimativas do Ministério da Saude, aproximadamente 16.000
casos acometeriam a cavidade bucal, colocando o céncer bucal como o décimo
segundo mais prevalente no género feminino, com 4.010 casos e o quinto no género
masculino, com 11.280 casos (Fig. 02). Vale ressaltar que metade dos portadores
de cancer bucal € fumante e consumidores de bebidas alcodlicas, portanto o INCA
estabeleceu o vicio do &lcool e cigarro como fatores principais para o

desenvolvimento desse tipo de tumor (INCA, 2013).
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Fig. 02: Estimativa de novos casos de cancer no Brasil.
Adpatada/Fonte: MS/INCA/ Estimativa de Cancer no Brasil, 2013.

Devido a sua alta taxa de incidéncia e mortalidade, o cancer hoje é uma das
doencas mais estudada. Inimeros estudos no campo da biologia celular/molecular
comprovam o envolvimento de componentes genéticos e epigenéticos nas diferentes
fases de seu desenvolvimento; iniciacdo, promocédo e evolucédo (Egger et al., 2004).
Neste contexto, 0s eventos epigenéticos podem ser definidos como alteracées de
carater reversivel, alteracées estas que ndo promovem modificacdes na sequéncia
do DNA, mas sim no fendtipo celular, exercendo, assim, influéncia nos mecanismos
de expressdo génica. O termo epigenética origina-se do prefixo grego epi, que
significa “acima ou sobre algo” e estuda as mudancgas herdadas nas fungdes dos
genes, observadas na genética, mas que nao alteram as sequéncias de bases na
molécula de DNA, sendo os padrdes epigenéticos sensiveis a modificacdes
ambientais e habitos psicossociais que podem causar mudancas fenotipicas, as
quais serdo transmitidas pela mitose ao longo das geracdes (Egger et al., 2004).
Dentre os diferentes eventos epigenéticos, as modificacdes (acetilacdo e metilacao)
de histonas e a metilacdo do DNA sé&o cruciais para estabelecimento e controle da
correta programacdo da expressao genica. Desta forma, falhas nestes processos
podem promover importantes alteragbes na expressado genica (Rothhammer e
Bosserhoff, 2007).

A metilacdo do DNA é o evento epigenético mais frequente e que afeta
diretamente a molécula do DNA e, talvez por este motivo, seja 0 mais bem
estudado. A metilacdo é uma alteracdo quimica caracterizada pela adicdo de um
grupamento metil no carbono 5 de citosinas que precedem guaninas

(dinucleotideos-CpG) (Yang et al., 2010). Trata-se de um processo biologico
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extremamente importante, pois sua presenca esta relacionada principalmente ao
silenciamento genético. Assim, a metilagdo de CG presentes nas regides promotoras
dos genes pode impedir a ligacdo de fatores de transcricdo, formando uma barreira
fisica ao sistema de reconhecimento dos fatores de transcricdo ao DNA, resultando
em diminuicdo da atividade do gene (Comb et al., 1990).

A hipermetilagdo de regides ricas em CpG denominadas ‘“ilhas CpG”,
normalmente localizadas em regi6es promotoras de genes supressores tumorais,
como a hipometilacdo de regides que deveriam originalmente estarem metiladas
apresentam importante papel no desenvolvimento do cancer (Muller e Prado, 2008).
Aproximadamente 60% dos genes humanos apresentam alta concentracdo de
dinucleotideos CpG, as ilhas de CpGs em seus promotores. A metilacdo nestas ilhas
pode alterar drasticamente a transcricdo génica, as vezes silenciando o gene por
completo. Isto porque de maneira geral promotores contendo ilha de CpGs nao
estdo metilados (Jones and Liang, 2009). Em células tumorais regides promotoras
de genes supressores tumorais tornam- se hipermetilados, resultando em parcial ou
total silenciamento da expressdo. Ja a perda da metilacdo (hipometilacdo) em
regibes promotoras de genes pro-oncogenes pode aumentar 0 risco para o
desenvolvimento do cancer, possibilitando que células transformadas escapem do
processo de apoptose, figuem ndo sensiveis a sinais de parada do ciclo celular e o
gue gera alto potencial de proliferacdo, como demonstrado no Esquema 1, além de
produzir sinais de crescimento que possibilitam a angiogénese e em estagios
avancados do cancer a invasao tecidual (metastase) (Scarano et al., 2005). Com
base nestas informacdes, o estudo da hipermetilagdo de regides promotoras pode
fornecer informacdes importantes para a compreensdo do processo da
carcinogénese, assim como a avaliacdo do padrdo de metilacdo de diferentes
tumores pode ser utilizado como um biomarcador para seu diagndstico precoce,

planejamento terapéutico e prognostico de um individuo.
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Esquema 01: Etapas da Carcinogénese.

2.2 Cancer de cabeca e pescoco

O cancer de cabeca e pescoco € representado na sua imensa maioria por
neoplasias epiteliais do tipo carcinoma espinocelular (CEC) que acometem as vias
aerodigestivas superiores (Dedivitis et al., 2004). Os carcinomas estao entre os tipos
mais comuns, originando-se de células que revestem o corpo incluindo a pele
(ectodermais) e uma séria de revestimentos internos (endodermais) (boca, garganta,
brénquios, esbdfago, estbmago, intestino, bexiga, Utero, ovarios, dutos mamarios,
pancreas e prostata). Dentre os diferentes tipos, o carcinoma de células escamosas
(CEC), também conhecido como carcinoma espinocelular, é definido como uma
neoplasia maligna que exibe caracteristicas morfolégicas de epitélio escamoso
(Dedivitis et al., 2004).

O CEC é frequentemente o estagio final de alterac6es neoplasicas no epitélio
escamoso estratificado, que comeca como uma displasia epitelial e progride até que
as células do epitélio displasico rompam a membrana basal e invadem o tecido
conjuntivo adjacente, podendo ser originado também diretamente (de novo) de um
epitélio de revestimento estratificado, ndo apresentando a fase de lesdo pré-maligna
(Sapp et al., 1997). Este tipo de neoplasia maligna € mais comum na cavidade
bucal, representando aproximadamente 90% dos tumores malignos da boca.
Embora ocorra em varios locais da cavidade bucal, € mais comum no labio inferior,
na borda lateral da lingua ou no assoalho bucal. Estudos epidemioldgicos mostram
gue sua incidéncia aumenta com o passar da idade, sendo mais comum apos 40

anos (Wood e Goaz, 1997). Entretanto, estudos recentes constataram importante
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aumento do seu desenvolvimento em pacientes com idade inferior a 45 anos
(Venturi et al., 2004).

Este tipo de neoplasia de boca é considerado de alta incidéncia, possuindo
uma das taxas mais alta do mundo. Sua prevencdo e progndstico positivo estao
intimamente relacionados ao diagnostico precoce e a mudancga de comportamento
do individuo (Falcéo et al., 2014). Com base em dados de estudos epidemiologicos
e artigos cientificos, pode-se concluir que ndo houve uma melhora significativa no
prognéstico em relacdo ao tratamento, mesmo sendo observados avancos nas
técnicas cirargicas, e nos tratamentos como radio e quimioterapia (Mork, 1998). Os
baixos indices de sobrevida encontrados refletem a necessidade de maior atencéo
ao cancer bucal (Oliveira et al., 1996). Uma provavel explicacdo para os baixos
indices de sucesso dos tratamentos, talvez seja pelo fato de que frequentemente os
pacientes acometidos com neoplasia de cabeca e pescoco desenvolvem lesdes
multiplas em diferentes sitios anatémicos, estando esse padrdo multifocal de acordo

com o modelo denominado de "campo de cancerizacdo” (Slaughter et al.,1953).

2.3 Campo de cancerizagdo

O conceito de campo de cancerizacéo foi estabelecido por Slaughter et al. em
1953 estudando neoplasias multicéntricas da mucosa oral. Este termo foi introduzido
na literatura baseado no fato de que a neoplasia oral origina-se de areas multifocais
com alteracdes pré-cancerosas e mesmo apresentando carater multifocal podem
coalescer. O desenvolvimento de um segundo tumor primario ocorre em uma razao
de 20 a 30% dos pacientes submetidos ao tratamento cirtrgico (Hong, 1987).
Estudos realizados nas margens de seguranca do tumor evidenciaram a existéncia
de alteracbes genbmicas em epitélios histoldgicamente normais adjacentes aos
carcinomas orais. Estas células em especial, apresentavam vantagem de
crescimento e elevada taxa proliferativa (Raimondi et al., 2005). Desta forma,
analises moleculares em tecidos clinicamente “normal” adjacente ao tumor, assim
como das margens cirargicas apos a excisdo tumoral, tém sido largamente utilizada
em estudos moleculares de importantes marcadores de perda de heterozigose,
instabilidade cromossdmica e mutacbes em genes candidatos com o objetivo de
melhor compreender o campo molecular deste fenbmeno. Adicionalmente, estudos
demonstram que o campo de cancerizacdo ndo é limitado somente a cavidade

bucal, podendo ser expansivel para qualquer tecido epitelial. Este fato explica em
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parte o motivo do controle cirdrgico local deste tipo de neoplasia ndo ser uma terapia
totalmente eficiente (Raimondi et al., 2005). Hoje ja esta bem estabelecida a relacéo
entre as alteracdes moleculares acumulas nesses campos de cancerizacdo com o
inicio do processo de carcinogénese, no entanto os mecanismos moleculares que
promovem tais alteracbes ainda ndo foram totalmente elucidados. Assim,
acreditamos que a presenca de células “mutadas” em um campo de cancerizagao
seja a base para iniciar o processo de carcinogénese (Rubin, 2011).

Contudo, apenas as evidéncias clinicas, muitas vezes, ndo sdo relevantes
para predizer uma resposta ao tratamento do céancer bucal. Assim, diversas
pesquisas vém sendo realizadas no intuito de se obter novos marcadores que
auxiliem no diagnéstico precoce e na predicdo de resposta as diferentes
modalidades de terapia oncoldgica (Tan e Ogden, 1997; Tsuchiya et al., 2001,
Grabenbauer et al., 2003; Blomberg et al.,, 2011). Acreditamos que as sucessivas
alteracdes moleculares formam a base para o desenvolvimento de tumor em campo
de cancerizacdo. Desse modo, outros fatores veem sendo investigados,
principalmente os componentes moleculares, onde os estudos apontam cada vez
mais a participacdo de eventos epigenéticos regulando os fenémenos iniciais do
processo carcinogénico (Venturi et al., 2004; Worsham et al., 2011).

2.4 Familiado Gene TP73

O gene TP73 pertence a familia que inclui o gene TP53. Esta pequena familia
de genes inclui além do gene TP53, em mamiferos, os ortoldgos adicionais TP63 e
TP73 (Costanzo et al.,, 2014). O gene TP53 codifica a proteina p53, que ocupa
posicdo de destague no complexo processo carcinogénico no microambiente
tumoral. Quando identificado foi relacionado principalmente no processo de reparo
ao DNA. Por bloquear a proliferacdo de células com o DNA alterado por fatores
carcinogénicos, levando a parada do ciclo celular ou a apoptose, foi nomeado como
“‘Guardidao do Genoma” (Lange, 1992). O papel da proteina p53 como supressora
tumoral j4 esta amplamente caraterizado. Ela atua diretamente em diversos efetores
como fator de transcricdo, regulando em especial a transcricdo de proteinas da
familia Bcl2 (Moll et al., 2003). Desde sua descricdo em 1979, a complexa via de
sinalizacdo ativada pela proteina p53 tém sido alvo de importantes pesquisas devido
a sua gama de func¢des em diversos processos celulares (Lan et al., 2005). Estudos

recentes confirmam que TP53 é o gene mais frequente alterado no cancer em
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humanos (Pfeifer et al., 2011), sendo demonstrado que aproximadamente 50% de
todos os tipos de cancer apresentam alteragées que inativam a funcdo supressora
tumoral de p53 (Lan et al., 2005).

No final de 1990, foram identificados com base em uma identidade
compartilhada de seus trés dominios funcionais: dominio de transcri¢cdo, de ligacédo
ao DNA e de oligomerizacdo, seus dois genes ortdlogos, o TP63 e TP73 (Yang et
al., 1998). Na época, a descoberta criou bastante expectativa em relacdo a suas
funcBes biolégicas. Enquanto o TP53 possuia como principal funcdo proteger a
integridade do DNA a diferentes insultos, o TP63 parecia ser essencial ao
desenvolvimento e diferenciacdo de determinados tecidos (De Laurenzi e Melino,
2000) e o TP73 para a diferenciacao neuronal e desenvolvimento olfativo (Gonzalez-
Cano et al., 2013). Atualmente, sabe-se também que os genes TP63 e TP73
possuem grandes similaridades e muitas diversidades ainda nao descritas. Mesmo
com as diferentes funcbes especificas associadas a estes genes, as inUmeras
reacdes bioquimicas cruzadas entre os membros desta familia sugerem uma rede
funcional que pode influenciar diferentes aspectos da acao individual de cada gene
(Moll et al., 2003).

Entretanto existem evidencias de que danos ao DNA possam induzir a
acetilacdo do p73 através da acetiltransferase p300, causando apoptose por um
mecanismo independente do p53 (Costanzo et al., 2002). Diversos estudos estao
sendo realizados com o objetivo de elucidar o envolvimento deste gene na
carcinogénese e progressdo tumoral. Contudo, sua participacdo em processos
carcinogénicos de tumores escamosos da cabeca e pescoco ja foi demonstrada por
diferentes grupos de pesquisa (Choi et al., 2002; Faridoni-Laurens et al., 2001;
Weber et al., 2002).
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3. PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo principal avaliar o efeito da exposicdo de

queratinécitos normais humanos (linhagem celular HaCaT) aos fatores quimicos

produzidos por células de linhagens tumorais de carcinoma de células escamosas

bucais humanas. Foram avaliados o efeito desta exposicdo sobre o perfil de

metilacdo global do DNA, a instabilidade gendmica via andlises da regido LINE-1 e o

status de metilacdo do promotor do gene TP73.

Considerando o0s objetivos centrais propostos, 0s seguintes objetivos

especificos foram realizados:

1.

Avaliacdo da viabilidade das células HaCaT apds exposicdo ao meio

condicionado por células tumoraris via ensaio de reducédo do MTT;

Comparacéo do perfil de metilacdo global do DNA e do perfil de metilacao
da regido LINE-1 (Long Interspersed Nucleotide Element 1) das células
HaCaT e das linhagens de CEC (KB, SCC4, SCC9 e SCC15) empregando

0 ensaio de citometria de fluxo e o método COBRA;

Determinacéo do perfil de metilacdo global do DNA em HaCaT expostos ao

meio condicionado por células tumorais pela citometria de fluxo;

Avaliacdo da instabilidade genémica através da determinacdo do perfil de
metilacdo da regido LINE-1 (Long Interspersed Nucleotide Element 1) pelo
método COBRA nas diferentes linhagens tumorais e HaCaT expostos ao

meio condicionado.

Determinacdo do status de metilacdo do gene TP73 em HaCaT e em
linhagens de células tumorais (KB, SCC4, SCC9 e SCC15) pelo método
COBRA;

Avaliacdo do efeito dos mediadores quimicos produzidos por células
tumorais no perfil de metilagdo do gene TP73 em HaCaT expostas por 24,
48, 72 e 96 h ao meio condicionado pelas diferentes linhagens tumorais
(KB, SCC4, SCC9 e SCC15) pelo método COBRA.
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4. MATERIAL E METODOS

Reagentes

Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), soro fetal
bovino (SFB), sulfato de estreptomicina e penicilina foram obtidos da LGC
Biotecnologia Ltda (S&o Paulo, SP, Br). MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio]), albumina de soro bovino (BSA), Tween 20, Triton X-100,
primers foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Anticorpo
primério anti-5-metil citosina (5-MeC) foi obtido da Oncogene (La Jolla, CA, USA) e
anticorpo secundéario anti-mouse conjugado a PE obtido da Invitrogen, Molecular
Probes (Eugene, OR, USA). As enzimas de restricdo Tagl e Tasl foram obtidas da

Fermentas (Burlington, ON, Canada).

Métodos

Cultura celular - As linhagens celulares de queratindcito humano normal HaCaT
[gentiimente doada pela Profa. Dra. Carmen Verissima Ferreira (Laboratério de
Bioensaios in vitro e Transducgéo de Sinal — IB-UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo)],
de Carcinoma bucal humano (KB) [gentiimente doada pela Dra. Luciana Holanda
(IB-UNICAMP)] e de Carcinoma Espinocelular humano (SCC4, SCC9 e SCC15)
[gentiimente doada pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta (FOP-UNICAMP)], foram
mantidas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB), 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina e 100 Ul/mL de
penicilina (antibidticos), em estufa Gmida a 37°C contendo 5% de CO,. Para
manutencao as células foram cultivadas em frascos de cultura celular com repiques
periodicos a cada 48 h.

Coleta e armazenamento do meio condicionado — As linhagens de células
tumorais (KB, SCC4, SCC9 e SCC15) foram plaqueadas em placa de cultura a uma
densidade de 1x10* cel/mL e mantidas em cultura em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB e antibidticos. Ao atingirem a semi-confluéncia (72 h apds o
plagueamento), o meio condicionado pelo crescimento celular foi coletado,
devidamente identificado, clarificado por centrifugacdo (14.000 rpm por 15 minutos)

e imediatamente armazenado a -20°C .
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Padronizagcdo do modelo experimental

Exposicdo aos mediadores quimicos tumorais — Para a realizagdo dos testes
iniciais de padronizacdo da proporcdo de meio condicionado, as células HaCaT
foram plaqueadas em microplacas de 96 pocos a uma densidade de 7x10° células
por poco. Para exposicdo aos mediadores quimicos tumorais foram utilizadas
diferentes proporc¢des de meio condicionado por diferentes linhagens tumorais (10%,
25%, 50%, 75% e 100%) diluidos em meio DMEM suplementado com 10% SFB e
antibioticos novo. A seguir as células foram mantidas em cultura por 24, 48, 72 e 96
h. Apds, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT. A
viabilidade celular foi estimada comparando-se os valores de absorbancia das
células expostas ao meio condicionado com os valores de absorbancia do grupo
controle, sendo expressos em percentagem em relacdo ao controle (100%). Como
controle positivo foi utiizado DMEM 10% SFB novo e como controle negativo foi
utilizado o condicionado pela propria linhagem normal (HaCaT). Os resultados foram
expressos como meédia + desvio padrdo de 3 experimentos independentes

realizados em sextuplicata.

Analise da viabilidade celular

Ensaio de reducdo do MTT — Apds a exposicado das células ao meio condicionado
por 24, 48, 72 e 96 h, as células foram lavadas com tampé&o fosfato-salina (PBS), pH
7,4 e entdo adicionados 100 uL de meio de cultura sem SFB contendo 0,5 mg/mL de
sal de tetrazdlio. Apds 4 h de incubagdo em estufa iimida a 37°C contendo 5% de
CO; 0 meio foi cuidadosamente retirado e os cristais de formazam produzidos foram
solubilizados em etanol. As placas foram agitadas por 15 minutos e a absorbancia
correspondente a cada poco determinada espectrofotometricamente a 570 nm em
leitor de microplacas (ELx 800 BIO-TEK). Os resultados foram expressos como

meédia + desvio padrao de 3 experimentos independentes realizados em sextuplicata.

Andlise do perfil global de Metilacdo do DNA por citometria de fluxo: As células
foram plagqueadas a uma densidade de 7x10° células (3 mL de suspensdo celular)
em placas de 6 pocos e mantidas em cultura por 48 h como descrito anteriormente.
Apos o término do periodo de exposicdo ao meio condicionado, as células foram
lavadas com PBS e tripsinizadas. A seguir, 5x10° células foram coletadas e fixadas

com paraformaldeido 2% em PBS a temperatura ambiente por 30 minutos.
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Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e permeabilizadas com 0,2% de
Triton X 100 por 1 h. Apos o término da permeabilizagéo, as células foram lavadas
com PBS e entdo incubadas com anticorpo primarios especificos contra 5-metil
citosina (5-meC) diluido 1:1000 em PBS contendo BSA 1% por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS e entédo
incubadas por 1 h com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado
com PE a temperatura ambiente e protegidas da luz. Ao termino da incubacao, as
células foram lavadas com PBS para retirada do excesso do anticorpo secundario,
ressuspendidas em 300 uL de PBS e analisadas (10.000 eventos por amostra) em
citobmetro de fluxo FACS Calibur (Beckton Dickinson) usando-se o software
CellQuest 2.8 (BD). Os resultados foram expressos como média * desvio padréo de
3 experimentos independentes realizados em duplicata.

Andlise da instabilidade gendmica através do status de metilacdo da
sequéncia LINE-1 (Long Interspersed Nuclear Elements-1)

COBRA - COmbined Bisulfite Restriction Analysis — O padrdo de metilagdo da
regido LINE-1 foi analisado pelo protocolo COBRA (do inglés COmbined Bisulfite
Restriction Analysis), que combina a modificagdo do DNA por bissulfito de sdadio,
amplificacdo da regidao em estudo por PCR e digestdo por enzimas de restricao
especificas.

Obtencdo do DNA — As células HaCaT foram plaqueadas a uma densidade de
7x10° células (3 mL de suspensdo celular) em placas de 6 pocos e expostas aos
diferentes meio condicionado e mantidas em cultura por 24, 48, 72 e 96 h como
descrito anteriormente. ApOs a exposicao, as células foram tripsinizadas, coletadas,
lavadas com PBS e armazenadas em tampao de extracdo (10 mM Tris HCI pH 7,8, 5
mM EDTA, 0,5% SDS) a -20 °C. O DNA genbémico (gDNA) foi extraido pela digestao
com proteinase K (20 mg/mL), seguida pelo método de fenol/cloroformio/alcool
isoamilico (Trevilato e Line, 2000). A quantidade e pureza do gDNA extraido foram
estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razées OD 260/280 (=
1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).
Tratamento de DNA com Bissulfito de So6dio — As amostras de gDNA extraidos
foram submetidas ao tratamento com bissulfito de sodio. Aproximadamente 300 ng
de gDNA foram tratado utilizando-se o kit methylSEQr® Bissulfite Conversition (Life,
Applied Biosystems), seguindo as especificagcdes do fabricante. O gDNA (300 ng)
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transformado foi ressuspendido em 50 uL de tampé&o TE (pH 7.6) e armazenados a
4°C.

Amplificagdo por Reacédo da Polimerase em Cadeia (PCR) — As reagbes da
polimerase em cadeia foram realizadas em termo-ciclador Veriti (Applied
Biosystems, Life Technologies. Carlsbad, CA) com iniciadores especificos para
amplificacdo de DNA transformados por bissulfito de sédio. As reacdes pré-
otimizadas para amplificagédo da regido LINE-1 foram realizadas com volume total de
25 uL contendo, 1 pL de cada iniciador a 50 pmoles/uL (Forwad: 5’- CCG TAA GGG
GTT AGG GAG TTT TT-3’, e Reverse: 5 — RTA AAA CCC TCC RAA CCA AAT ATA
AA-3’), 12,5 uL de Go Taq Green Master Mix (Promega Corporations, Madison, Wi,
USA) e 2 uL de gDNA transformado por bissulfito de sodio a aproximadamente 6
ng/uL e g.s.q de agua Milli-Q Rnase free. Os parametros de ciclagem utilizados para
amplificagdo das amostras foram: desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, seguidos de
40 ciclos a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto, extensao por 1
minuto a 72°C e extensao final de 7 minutos a 72°C.

Digestdo enzimética — O status de metilacdo da regido LINE-1 foi avaliado pela
dupla digestdo do produto da amplificacdo pela PCR pelas enzimas Taql e Tasl
(Fermentas, Burlington, ON, Canada), as quais possuem diferentes sitios de
restricdo. No entanto, apenas a enzima Taql € sensivel a metilacdo cortando o
amplicon de 160 pb em dois fragmentos de 80 pb, enquanto que a Tasl corta 0
amplicon ndo metilado em dois fragmentos, sendo um de 63 e outro de 97 pb. As
digestbes foram realizadas em reagbes com volume final de 20 uL, contendo 10 uL
do produto amplificado e 0,3 uL de cada enzima (Taqgl e Tasl) em reacdo Unica com
tampao especifico para realizacdo de dupla digestdo: Tango Buffer (33 mM Tris-
acetato, 10 mM Acetato de Magnésio, 66 mM Acetato de Potassio, BSA 0,1 mg/mL)
a 65°C por 16 h. Ap6s o término das digestdes as enzimas foram inativadas por 20
minutos a 80°C e armazenadas a -20 °C. Para determinagdo da porcentagem de
metilacdo, as amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% e a intensidade das bandas determinadas pela analise
densitometrica utilizando-se o software Scion Image.

Andlises de Metilacdo da regido LINE-1 — Para determinar a % de metilacdo a
regido LINE-1 foi classificada em 4 diferentes grupos, de acordo com o status de

metilacdo dos 2 diferentes dinucleotideo CpG passiveis de metilacdo localizado
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nesta regido: 1) regido LINE-1 contendo os 2 dinucleotideo CpG ndo metilados
("CYC); 2) regido LINE-1 contendo os 2 dinucleotideo CpG metilados ("C™C); 3)
regido LINE-1 contendo dinucleotideo CpG do sentido 5'-metilado e dinucleotideo
CpG do sentido 3'- ndo metilado ("C"C) e 4) regido LINE-1 contendo dinucleotideo
CpG do sentido 5'-ndo metilado e dinucleotideo CpG do sentido 3'- metilado ("C™C).
O valor da porcentagem total de metilagdo da regido LINE-1 foi obtido a partir da
férmula: % de metilacdo da LINE-1= 100x(C+A)/(C+A+A+B+D) e os valores das
porcentagens referentes as demais classificagdes foram obtidos pelas formulas:
parcialmente metilado (%™C"C)= 100%(A)/(((C-D+B)/2)+A+D) e (%"C™C)=
100%(D-B)/((C-D+B)/2)+A+D; hipometilado (%"C"C)= 100xB/(((C-D+B)/2)+A+D) e
hipermetilado (%"C™C)= 100x((C-D+B)/2)/(((C-D+B)/2)+D+A) (Kitkumthorn et al.,
2012; Patchsung et al., 2012). As analises foram expressas como médiana + desvio

padrao de 3 experimentos independentes.

Andlise do status de metilacdo da regido promotora do Gene TP73
Amplificacdo por Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) — As reacbes da
polimerase em cadeia foram realizadas em termo-ciclador Veriti (Applied
Biosystems, Life Technologies. Carlsbad, CA) com iniciadores especificos para
amplificacdo de DNA transformados por bissulfito de sédio. As reacbes pré-
otimizadas para amplificacdo da regido promotora de gene TP73 foram realizadas
com volume total de 25 pL contendo, 1 uL de cada iniciador a 50 pmoles/uL
(Forwad: 5’- GGT ATY GTT ATT YGG GTT ATG TTT GTTT-3’, e Reverse: 5’- CCC
TCA CCT TCR TTA AAA TCC CTC-3)), 12,5 uL de Go Taq Green Master Mix
(Promega Corporations, Madison, Wi, USA) e 2 uL de gDNA transformado por
bissulfito de sodio a aproximadamente 6 ng/uL e g.s.q de agua Milli-Q Rnase free.
Os parametros de ciclagem utilizados para amplificacdo das amostras foram:
desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguidos de 37 ciclos a 95°C por 1 minuto,
anelamento a 60°C por 1 minuto, extensao por 1 minuto a 72°C e extensao final de 7
minutos a 72°C, gerando amplicons de 110 pb (Cr1: 3.638.669 - 3.638.778).
Digestao enzimética — O status de metilacdo da regido promotora do gene TP73 foi
avaliado pela digestdo do produto da amplificacdo pela PCR pela enzima HpyCH41V
(Fermentas, Burlington, ON, Canada). A enzima HpyCHA4IV é sensivel a metilacao.

Esta reconhece e cliva regides ACGT de nucleotideos do amplicon quando a
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citocina desta regido estiver metilado. As digestdes foram realizadas em reagfes
com volume final de 20 uL, contendo 10 uL do produto amplificado e 2,0 uL (2U) da
enzima HpyCH4IV em reacdo com tampao especifico a 37°C por 4 h. Como controle
foi realizado a incubacédo do mesmo volume do produto da PCR apenas com 2,0 uL
tampéo e g.s.q de agua Milli-Q, sem a presencga da enzima. Para determinacdo da
porcentagem de metilacdo, as amostras digeridas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida a 8% e a intensidade das bandas determinadas pela

analise densitometrica utilizando-se o software Scion Image.

Andlises do status de metilacdo da regido promotora do gene TP73 — Para

determinar o status de metilacdo da regiao promotora do gene TP73 (Figura 1A).

(A) (B)
v ¥ v
JURU v WP S e SO
Che 1 45pb 9pb  10pb 46 pb
R CIL R TR 40 a0 qadngy : ATGT—-ATGT-—ATGY
84 3300 & 4 4490 3907 0% S0danE 3Oy
29 9898 @ @ GUWEE " P BE 9V bebbvr B R EE v
| IEEEI W 01 | O GEERINE N | 8] 11
45pb 65pb
v v
ACGT-—ACGT—A
25pb 9pb 56pb
Nesr..aror—eor
IE k3 i€ 5 o Bot e
5'—"'m+-+l — 3 NG_017035.2 arernberarr
Sapb 560b
v v
ATGT---ACGT-—-ACGT-
ACAGAAGOGGAGCACGTGACCGACGTC TGAACGLTGEC e om  ww
CCAMCCACGAGCTOG : ATGT—ATGT~—AGGT:
6476 45k

Figura 1. Representacdo grafica da estrutura de gene TP73: (A) Retangulos
cinza escuros representam os cinco exons (1E - 5E), o cinza claro representa a
regido de promotora estudada com a indicacdo da sequéncia amplificada
(iniciadores definidos em cinza claro). As bases sublinhadas sao indicativas regiao
CpG, passiveis de reconhecimento pela enzima de restricio HpyCH4IV. (B)
Provaveis de locais de reconhecimento de corte pela enzima HpyCH4IV apos

tratamento com bissulfito.

ANALISE ESTATISTICA

A analise da ocorréncia de diferencas significativas entre os grupos estudados

foi realizada utilizando o programa STATA Data Analysis and Statistical Software
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(Lakeway Drive College Station, Texas, USA). O teste de variancia One-way ANOVA
(dados paramétricos) ou Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos), foi utilizado para
analise dos resultados nos grupos controle e experimental, com nivel de

significancia de 5%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS

Exposicéo das células HaCaT aos mediadores quimicos tumorais

Para avaliacdo do efeito da exposicdo de células normais ao meio
condicionado por fatores quimicos produzidos por células tumorais na viabilidade
celular, células HaCaT foram expostas a diferentes concentracdes de meio
condicionado pela linhagem de Carcinoma bucal humano (KB) e mantidas em
cultura por 24, 48, 72 e 96 h. Os resultados obtidos pela analise da viabilidade
celular demonstraram significativa reducdo da viabilidade celular a partir das 48 h
iniciais e somente nas concentracdes superiores ou igual a 50% (1:1) quando
comparado os resultados obtidos com o grupo que foi utilizado meio DMEM
suplementado com 10% de SFB novo (DMEM 10% SFB). Por outro lado, ndo foram
observadas alteracdes significativas na viabilidade celular em nenhuma das
concentragdes e dos diferentes periodos estudados [24 (Fig. 1A), 48 (Fig. 1B), 72
(Fig. 1C) e 96 h (Fig. 1D)] quando comparado os resultados obtidos para as células
HaCaT expostas ao meio condicionado pela célula tumoral aos resultados obtidos
para exposicdo das ceélulas HaCaT ao seu proprio meio condicionado (Controle
negativo) (Fi g. 1A-D).
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Figura 1. Efeito da exposicdo ao meio condicionado tumoral na viabilidade
celular de queratindécitos humano normais (HaCaT): Para o teste de
citotoxicidade, as células HaCaT foram plaqueadas a uma densidade de 7x10°
células por poco em microplacas de 96 pocos em meio DMEM suplementado com
10 % SFB e diferentes concentragdes de meio condicionado (10%, 25%, 50%, 75%
e 100%) e incubadas por (A) 24, (B) 48, (C) 72 e (D) 96 h a 37°C e 5% de CO,, Apds
os diferentes tempos de exposicdo ao meio condicionado, a viabilidade celular foi
avaliada pelo teste de reducdo do sal de tetrazélio (MTT). Os resultados
representam a média + desvio padréo de 3 experimentos independentes realizados
em sextuplicata. * p<0,05 em relacdo ao controle. Controle positivo meio DMEM
novo (DMEM 10% SFB); Controle negativo meio condicionado pela propria célula

(meio condicionado — HaCaT).

Comparacdo do status de metilacdo da regido LINE-1 (Long Onterspersed
Nucleotide Element 1) e o perfil de metilacdo global da DNA entre células

epidérmicas normais e tumorais.

Alteracdes epigenéticas do padrdo de metilacdo ocorrem em sequencias
repetidas do DNA, sendo estes eventos normalmente observados em estagios
iniciais do processo carcinogénico. Neste contexto, o retrotransposon LINE-1
(GenBank: M80343). Uma caracteristica importante desta regido € que os niveis de
hipometilacdo aumentam de acordo com a progressdo tumoral, apresentando
hipometilacdo gradativa nos estagios avancados do desenvolvimento da doenca,
guando comprados com estagios iniciais (Kitkumthorn et al., 2012). Frente a estas
informacdes e associados ao fato de que a hipometilacdo desta regido se trata de
um importante marcador molecular para instabilidade genbmica, utilizamos esse
marcador para avaliar o efeito dos diferentes modelos de estresse padronizados
frente ao nivel de metilacdo desta regido. Para isto, utilizamos a metodologia de
restricAo enzimatica combinada com a transformacdo por bissulfito de sodio
denominada COBRA (Combined Bisulfite Restriction Analysis).

Inicialmente foi analisado a porcentagem total de metilacdo da regidao LINE-1,
para as células HaCaT, KB, SCC4, SCC9, e SCC15. A representacao grafica da

mediana dos valores revelou que as linhagens tumorais (KB, SCC4, SCC9, e
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SCC15) apresentam-se hipometiladas em relacdo a linhagem normal (HaCaT) (Fig.
2).
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Figure 2: Determinacdo do status de metilacdo da regido LINE-1 pelo método
COBRA: Representacao gréfica da distribuicdo das porcentagens de metilacdo de
LINE-1 das diferentes linhagens celulares. Os valores das porcentagens foram
obtidos ap0s analise densitometrica utilizando-se o software Scion Image e calculos
descritos em material e métodos. Os resultados representam a médiana + desvio
padrdo de andlises de 3 experimentos independentes. * p<0,05 em relacdo ao
controle.

Os estudos que correlacionam os niveis de metilacdo da regido LINE-1 com o
processo carcinogénico e progressao tumoral mostram que esta a regido possui dois
diferentes locus passiveis de metilacdo, sendo um deles localizado na extremidade
5 e 0 segundo na extremidade 3’ do fragmento, estes estudos mostram ainda que
os diferentes locus podem apresentar diferentes status de metilacdo (Kitkumthorn e
Mutirangura, 2011). Desta forma, para avaliarmos o padrdo de metilacdo destes
diferentes locus das diferentes linhagens celulares, nos utilizamos a classificacédo
proposta por (Kitkumthorn et al., 2011; Patchsung et al., 2012) que subdivide a
regido em quatro grupos, os quais foram classificados de acordo com o grau de
metilacdo dos 2 diferentes dinucleotideo CpG localizados respectivamente nas
extremidades 5°e 3'da sequéncia: 1) Locus do LINE-1 contendo 2 CpGs néo
metilados (“C"C); 2) Locus do LINE-1 contendo 2 CpGs metilados ("C™C); 3) Locus
do LINE-1 contendo 1 CpG metilado na 5'e 1 CpG n&o metilado na 3" ("C"C) e 4)
Locus do LINE-1 contendo 1 CpG n&o metilado na 5"e 1 CpG metilado na 3" (“C™C).
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Assim é possivel classificar a metilagdo da regido LINE-1 em 3 diferentes classes:
hipometilada ("C"C), parcialmente metilada (*C™C e "C"C) e hipermetilada ("C™C)
(Kitkumthorn e Mutirangura, 2011).

Os resultados das andlises dos locus de metilacdo referentes as diferentes
linhagens celulares apresentados na Fig. 3 corroboram com os resultados
apresentados das porcentagens de metilacdo total, onde foi observado reducéo
significativa na porcentagem de metilacdo classe "C™C (hipermetilada) (Fig. 3A) e
aumento significativo para classe “"C"C (hipometilada) (Fig. 3B). No entanto, foi
observado diminuicdo significativa na porcentagem de metilacdo para classe "C"C
nas linhagens SCC4 e SCC9 e aumento desta mesma classe para as linhagens
SCC15 e KB (Fig. 3C). Ainda foi observado aumento significativo na porcentagem de
metilacdo para classe "C™C para as linhagens SCC4, SCC9 e SCC15, néo sendo
observado diferenga significativa para esta classe para a linhagem KB (Fig. 3D)
quando comparado com os valores obtidos para as células de linhagem normal
(HaCaT).
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Figure 3: Distribuicdo percentual dos padrdoes de metilacdo dos 2 locus de
dinucleotideo-CpG da regido LINE-1 das diferentes linhagens: Representacdo
grafica da distribuicdo dos valores das porcentagens de metilacdo dos dois
diferentes locus dinucleotideo-CpG localizados na sequéncia 5' UTR da regido LINE-
1. (A) "C™C representa hipermetilacdo da regido LINE-1. (B) “C“C representa
hipometilacdo da regido LINE-1 e (C e D) ™C"C e “"C™C representam a metilagéo
parcial da regido LINE-1. Os valores das porcentagens foram obtidos apés andlise
densitometrica utilizando-se o software Scion Image e calculos descritos em matérial
e métodos. Os resultados representam a médiana + desvio padrao de andlises de 3
experimentos independentes. * p<0,05 em relacdo ao controle.

Dentro os diferentes eventos epigenéticos existentes, as ocorréncias de
metilacdo no DNA vém sendo amplamente estudada por estar relacionada a
inUmeros processos biologicos. Neste estudo, a avaliacdo dos padrées de metilacdo
global do DNA foi realizada pela marcacdo das células com anticorpo especifico
para citosina metilada, 5-metil citosina (5-meC) e posterior analise por citometria de
fluxo. Os resultados obtidos entre a comparacao do perfil de metilagdo do DNA
global entre a linhagem normal com as diferentes linhagens tumorais selecionados
para estudo apresentados na Fig. 4 corroboram com os dados da literatura em que
mostra preferencialmente hipometilacdo global do genoma de células tumorais em
relacdo ao padrdo de metilagcdo global do genoma das células normais. Nossos
mostram que as linhagens tumorais SCC4, SCC9 e KB (Fig. 4A, 4B e 4D) sao
hipometiladas em relacdo a linhagem normal, HaCaT. Entretanto, os resultados
obtidos para a linhagem tumoral SCC15 curiosamente revelaram que esta linhagem

se encontra hipermetilada em relacéo a linhagem normal (HaCaT) (Fig. 4C).
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Figure 4. Comparacdo do padrdo de metilacdo global do DNA: As células
HaCaT, SCC4, SCC9, SCC15 e KB foram plaqueadas (2,1x10° células/poco) em
microplacas de 6 pocos e incubadas por 48 h a 37°C e 5% de CO,. A seguir, as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, fixadas em paraformaldeido 2%,
incubadas com anticorpo primario anti-5-metil citosina (5-meC) e posteriormente
analisadas por citometria de fluxo. (A) Sobreposicdo entre a linhagem normal
HaCaT/linhagem tumoral SCC4. (B) Sobreposicdo entre a linhagem normal
HaCaT/linhagem tumoral SCC9. (C) Sobreposicdo entre a linhagem normal
HaCaT/linhagem tumoral SCC15. (D) Sobreposicdo o entre a linhagem normal
HaCaT/linhagem tumoral KB. Os resultados foram expressos em relacdo ao controle
(100%) e representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes. *

p<0,05 em relacdo ao controle.

Avaliacdo do efeito da exposicdo de queratindcitos normais (HaCaT) aos
fatores quimicos tumorais no status de metilacdo da regido LINE-1 (Long

Interspersed Nucleotide Element 1) e no perfil de metilagéo global da DNA.

Os resultados apresentados nas Figs. 5 e 6 séo referentes a porcentagem
total de metilacdo da regido LINE-1 (Fig. 5) e da porcentagem de seus diferentes

locus passiveis de metilacdo (Fig. 6). Os resultados referentes a porcentagem total
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de metilacdo de LINE-1 de células normais apds a exposi¢cdo ao meio condicionado
pelas diferentes linhagens tumorais revelaram eventos significativos de
hipermetilacdo apdés 72 h de exposicdo para os diferentes meios condicionados
(SCC4, SCC9, SCC15 e KB) (Fig. 5C) e eventos hipometilacdo apdés 96 h de
exposicado, exceto para o meio condicionado pela linhagem KB, o qual né&o
apresentou diferenca significativa (Fig. 5D). No entanto, ndo foi possivel observar

diferencas significantes nos periodos de 24 h (Fig. 5A) e 48 h (Fig. 5B).
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Figure 5: Determinacdo do status de metilacdo da regido LINE-1 pelo método
COBRA ap6s exposicdo de células normais (HaCaT) aos diferentes meios
condicionados: Representagdo gréfica da distribuicdo das porcentagens de
metilacdo de LINE-1 das diferentes linhagem celulares apds por (A) 24 , (B) 48, (C)
72h e (D) 96 h. Os valores das porcentagens foram obtidos apds analise
densitometrica utilizando-se o software Scion Image e calculos descritos em material
e métodos. Os resultados representam a médiana + desvio padrdo de analises de 3

experimentos independentes. * p<0,05 em relag&o ao controle.
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A Tabela a seguir apresenta os valores das medianas das porcentagens do
status de metilacdo das diferentes classes apresentados a seguir, representam a
distribuicdo percentual dos diferentes padrées de metilacdo da regido LINE-1 de
acordo com analises realizadas levando em consideracao niveis de metilacdo dos
diferentes dinucleotideo CpG. As porcentagens foram calculadas a partir da analise
das bandas com auxilio do programa para analise de imagem Scion Image (Scion
Corporation, NIH, USA) obtidas pela separacdo por eletroforese dos produtos
gerados pela digestdo da regido LINE-1 amplificada. Os resultados obtidos n&o
evidenciaram diferencas significativas na distribuicdo das porcentagens do status de
metilacdo para as diferentes classes. Exceto para os grupos das células normais

expostas por 48 e 72 h ao meio condicionado pela linhagem tumoral KB (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo percentual do status de metilacdo dos diferentes
dinucleotideo CpG.

locus Tempo HaCaT 5CC4 SCC9 S5CC15 KB

24h 13,59+1,49  13,08%1,59  13,18+1,50 13,82+1,05 14,331,775
48h 13,60£1,71  14,53%2,11  14,48+2,10 14,01+2,29 14,29+1,88
gememe 72h 16,14+0,68  16,41+1,04  15,53#1,38 15,031,766 14,79+0,82
96h 15,20+1,20  14,81+1,57  13,39+1,10 13,62+1,43 13,62+2,25

24h 23,29+0,98  22,94x1.24  22,12:0,17 22,64x0,48 22,83x0,72
438h 23,86+1,31  22,5620,77  23,15x0,70 23,47+1,15 23,00+1,30

%™C'C
72h 23,18+1,26  23,1210,98  24,300,77 24,03+0,99 23,25%1,42
956h 23,81+1,19 23,871,200 24,16%1,08 23,81+0,90 23,08+0,83
24h 23,2%2,95 24,47+3,57  24,19%2,83 22,81+2,25 22,41+2,91
%uCmC 48h 21,46x4,05  21,0224,19  21,04+4,04 23,0613,64 23,60+2,69
(]

72h 17,93x2,62  18,16%3,15  18,46%3,65 18,99+4,31 21,812,890
96h 19,47+3,65  19,90%4,37  21,98%3,03 21,78%3,44 23,70:4,21

24h  39,93:0,74 39,51#0,75 40,50%1,19 40,73:0,79  40,44%0,46

48h  41,08+1,13 41,89+1,80 41,32+1,52 39,46:0,49  39,12:0,21 *
%"C'C  72h  42,74:0,68 42,31#1,13 41,72+1,50  40,95:1,56  40,16:0,66 *

96h  41,52+1,26 41,43+1,60 40,48:0,85 40,79+1,11  39,61:1,14

Os resultados representam a médiana = desvio padrdo de analises de 3

experimentos independentes. * p<0,05 em relag&o ao controle.
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Estudos mostram que o0s eventos de hipometilacio em elementos
transponiveis do genoma, em especial LINE-1, estdo diretamente correlacionado
com importantes mudancas genéticas como; instabilidade gendmica, hipermetilacao,
mutacdo de genes supressores tumorais e transcricdo alternativa de oncogenes
durante o desenvolvimento do processo carcinogénico (Lange et al., 2012). Com
base nestas informacgdes, analisamos o perfil de metilacdo global do DNA das
células normais expostas aos diferentes tipos de meio condicionado pelas linhagens
tumorais. O experimento realizado em triplicata, expos o queratindcito humano néo
tumorigénico (HaCaT) ao meio condicionado pelas linhagens de células tumorais,
sendo o perfil de metilacdo global do DNA avaliado ap6s 24, 48, 72 e 96 h. Os
resultados obtidos pela anélise de citometria de fluxo para células normais expostas
ao meio condicionado pela linhagem tumoral SCC4 apresentados na Fig. 6A
revelam eventos significativos de hipometilagdo nas 48 h iniciais, tendendo a
normalizacdo em 72 e 96 h quando comparado ao controle (meio condicionado pela
prépria célula). Em contraste, as células expostas ao meio condicionado pela
linhagem tumoral SCC9 apresentaram significativa hipometilacdo ap6s 48 h e
hipermetilagdo em 72 e 96 h, ndo demonstrando diferencas significativas apés 24 h
de exposicdo (Fig. 6B). Para as células expostas ao meio condicionado pelas
linhagens SCC15, foi observado somente hipermetilagdo nos periodos de 48 e 72 h,
nao apresentado diferencas significativas nos demais tempo (Fig. 6C). Entretanto as
células expostas ao meio condicionado pela linhagem tumoral KB apresentou
eventos de hipermetilacdo de forma tempo-dependente, atingindo seu maximo em

72 h e evento significativo de hipometilacdo ap6s 96 h (Fig. 6D).
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Figure 6: Efeito dos fatores quimicos produzidos por células tumorais no
padrdo de metilacdo global do DNA de células normais: Células HaCaT foram
plaqueadas (2,1x10° células/poco) em microplacas de 6 pocos e incubadas com
meio condicionado por diferentes linhagens tumorais na propor¢do 1:1 e mantidas
em cultura a 37°C e 5% de CO, por 24, 48, 72 e 96 h. Apds exposicdo ao meio
condicionado pela linhagem tumoral (A) SCC4, (B) SCC9, (C) SCC15 e (D) KB, as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas, fixadas em paraformaldeido 2%,
incubadas com anticorpo primario anti-5-metil citosina (5-meC) e posteriormente
analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram expressos em relacdo ao
controle (100%) e representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos

independentes. * p<0,05 em relacdo ao controle.

Determinacdo do efeito da exposicdo de queratindcitos normais (HaCaT) aos
fatores quimicos tumorais no status de metilacdo da regido promotora do gene
TP73.

Durante a padronizacdo das condicdes ideais de ciclagem da regido

promotora do gene TP53 encontramos inumeras dificuldades técnica. Acreditamos
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que o fato das ilhas CPGs estarem localizadas principalmente em regido rica em
guanina impossibilitou a padronizacdo em tempo hébil de uma regido que nao
apresentasse bandas inespecificas, impossibilitando desta forma a realizacdo de
digestdo enzimatica e obtencdo de resultados confiaveis do status de metilagdo da
regido promotora do gene TP53, inicialmente selecionado para realizacdo deste
estudo. Frente a estas dificuldades e com a proximidade da data para envio do
relatorio final, vimos a necessidade de selecionarmos um novo gene candidato.
Como critério principal para a escolha do novo gene candidato, tentamos néo
desviar dos objetivos centrais do projeto, selecionamos o gene TP73 por ser gene
ortolégo ao TP53 e apresentar relagdo com o desenvolvimento do cancer bucal.
Inicialmente determinamos os padrdes de metilacdo da regido promotora do
gene TP73 pelo método COBRA. Os resultados apresentado na Fig. 7 revelaram
diferencas significativas entre as linhagens tumorais quando comparadas a linhagem
normal. No entanto, observamos hipermetilacéo da regido promotora do gene TP73
somente para a linhagem tumoral SCC4. Para as demais linhagens (SCC9, SCC15

e KB), foi observada significativa hipometilacdo da regido promotora.

95— *
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Figure 7: Determinacdo do status de metilacdo da regido promotora do gene
TP73 pelo método COBRA em diferentes linhagens celulares: Representacéo
grafica da distribuicdo das porcentagens de metilacdo de gene TP73 das diferentes
linhagens celulares. Os valores referentes das porcentagens de metilagdo das
linhagens foram obtidos ap6s analise densitometrica utilizando-se o software Scion
Image e célculos descritos em matérial e métodos. Os resultados representam a

médiana + desvio padrdo de analises de 3 experimentos independentes realizados
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em triplicata. * p<0,05 e **p<0,001 das linhagens tumorais (SCC4, SCC9, SCC15 e
KB) em relagéo ao controle (HaCaT).

Apés a determinacdo do padrdo de metilagdo do gene TP73 das diferentes
linhagens celulares, nos avaliamos o padrdo de metilacdo da regido promotora deste
gene em células normais expostas aos fatores quimicos produzidos pelas linhagens
tumorais por diferentes periodos de tempo. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Fig. 8 A-D e mostram que em 24 h os meios condicionados pelas
diferentes linhagens apresentaram o mesmo padrdo de resultados, promovendo
significativa hipometilacédo (p<0,001) da regido promotora do gene TP73 em relacéo
ao padrdo de metilacdo do grupo controle (Fig. 8A). Curiosamente ap6s 48 h os
resultados revelaram eventos de hipermetilacdo para as células normais expostas
ao meio condicionado pela linhagem tumoral SCC4 e expressivo hipometilacdo das
células expostas ao meio condicionado pela linhagem KB, ndo sendo observadas
diferencas significativas na porcentagem de metilacdo para as células expostas ao
meio das linhagens SCC9 e SCC15 (Fig. 8B). Entretanto, os resultados obtidos apés
72 h se mostraram novamente diferentes dos padrdes obtidos para 48 h, sendo
observado hipometilacdo para as células expostas ao meio condicionado pelas
linhagens tumorais SCC4 e KB e hipermetilacdo para a exposicdo ao meio
condicionado pelas linhagens SCC9 e SCC15 (Fig. 8C). Apés 96 h, o evento de
hipometilacdo observado em 72 h para as células expostas ao meio condicionado
pela linhagem tumoral SCC4 se manteve e as células expostas ao meio
condicionado pelas linhagens SCC9 e SCC15 apresentaram eventos de
hipermetilagcdo, ndo sendo observada diferencas significativas para as células

expostas ao meio condicionado pela KB (Fig. 8D).
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Figure 8: Efeito da exposicdo de células normais aos fatores quimicos
produzidos por linhagens tumorais no padrdao de metilacdo da regido
promotora do gene TP73: Células HaCaT foram plaqueadas (2,1x10° células/poco)
em microplacas de 6 pocos e incubadas com meio condicionado por diferentes
linhagens tumorais na proporcéo 1:1 e mantidas em cultura a 37°C e 5% de CO; por
24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 h (D). ApGs exposicdo ao meio condicionado pelas
linhagens tumorais, as células foram lavadas com PBS e tiveram seu DNA extraido.
O status de metilacdo da regido promotora do gene TP73 foi determinado pelo
método COBRA. Os resultados representam a médiana + desvio padrdo de analises
de 3 experimentos independentes realizados em tripilcata. * p<0,05 e **p<0,001 das
linhagens tumorais (SCC4, SCC9, SCC15 e KB) em relag&o ao controle (HaCaT).
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6. DISCUSSAO

Na atualidade tem-se observado um crescente interesse na compreensao do
envolvimento genomico ou epigendmico em diversos tipos de neoplasias, na
tentativa de correlacionar estes padrdes moleculares com as caracteristicas clinicas
dos pacientes. O carcinoma espinocelular de boca € o tumor maligno mais comum
da cavidade bucal, acomete o0 epitélio estratificado que por sua vez é
constantemente submetido a insultos genotoxicos ambientais, como principalmente
o consumo do tabaco, &lcool (Cotran et al., 1999). Por este motivo, neste tipo de
epitélio em especial requer o perfeito funcionamento da maquinaria responséavel pelo
controle e reparo de danos genotoxicos e também pela ativacdo dos mecanismos
responsaveis pela eliminacdo das células portadoras de alteracdes (Faridoni-
Laurens et al., 2001). Tendo em vista que 0s genes pertencentes a familia do gene
TP53 sdo ativados em resposta a danos celulares e que seu envolvimento, direto ou
indireto, tem sido observado na etiopatogenia de praticamente todas as neoplasias
humanas, incluindo as neoplasia de cabeca e pescoco (Fett-Conte e Salles, 2002).
O processo da carcinogénese bucal é multi-fatorial, caracterizado por alteracbes
genéticas, as quais estdo de certa forma bem caracterizada. Entretanto, o
envolvimento epigenético ainda ndo se encontra totalmente definido (Esteller, 2006a;
2006b; Mehrotra e Yadav, 2006). O que temos de concreto € que na maioria dos
canceres a ativacdo de importantes oncogéneses e vias de sinalizacdo celular que
atuam no favorecimento do crescimento celular, possibilitando assim as
caracteristicas de sobrevida da célula sdo modulados por em grande parte pelos
eventos epigenéticos (Akrish et al., 2004). Muitos estudos tém mostrado que a
ativacdo de oncogéneses e a inativacdo de genes supressores tumorais S&o
reguladas por mecanismos epigenéticos, 0s quais promovem importantes alteracées
na expressao génica, podendo gerar assim hipoexpressdes proteicas ou até mesmo
o total silenciamento genético (De Silva et al., 2000).

Dentre as modificacdes epigenéticas, a mais estudada é a metilacdo do DNA,
devido ao fato de contribuir para a ativagdo ou silenciamento de importantes genes
durante a carcinogénese (Jirtle e Skinner, 2007). Tem atribuido um importante papel
para os eventos de hiper ou hipometilagdo observadas em regiées promotoras nos
diferentes estagios do desenvolvimento tumoral. Além disso, diferentes tipos

tumorais apresentam padrdes caracteristicos de metilacdo, os quais estdo sendo
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utiizado em exames clinicos para deteccdo precoce e/ou monitoramento da
progresséo da doencga (Teodoridis et al., 2004). Outro importante ponto que vale a
pena ser levantado e 0 fato da
teoria do “campo de cancerizagao” afirmar que os epitélios agredidos por um mesmo
agente carcinogénico responderem simultaneamente a agressédo (Vrabec, 1979).
Frente a todas estas informacdes, neste trabalho optamos por avaliar a inducéao de
possiveis alteracbes moleculares em células normais pela exposicdo aos fatores
guimicos produzidos por linhagens de células tumorais, com o objetivo de estender a
nossa compreenséao da teoria do campo de cancerizagdo. A partir da descoberta do
DNA e do desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, o entendimento a
respeito da teoria de campo de cancerizacdo evoluiu, passando a incorporar além
das alteracbes morfolégicas, alteracdes moleculares. Evidéncias de estudos
moleculares mostram que a transicdo do epitélio de mucosa normal para o cancer
envolve uma sequéncia de alteracdes genéticas e epigenéticas. Estas alteracdes
levam a desregulacdo de genes que controlam o ciclo celular, apoptose invaséo e
metastase. Neste contexto, segundo a teoria de campo de cancerizacdo, alteracdes
moleculares iniciais em células de reserva levariam a formacdo de um campo
alterado (Braakhuis et al.,2004).

Com o objetivo de melhor compreender a nivel molecular esta teoria, nos
padronizamos um modelo experimental que pudesse nos fornecer importantes
informacdes a respeito das alteracdes epigenéticas em células normais promovidas
pela sua exposicdo aos fatores quimicos tumorais produzidos pelas linhagens
neoplasicas. Para isto, foram entéo realizados ensaios de viabilidade celular com o
objetivo de determinar a proporcdo mais indicada de meio condicionado para a
realizacdo dos testes. Acreditamos que a reducéo na viabilidade celular observada
apos 48 h esteja relacionada a uma reducdo na proliferacdo celular e ndo a efeitos
citotoxicos promovidos pelo meio condicionados. Diferentes estudos mostram que
alteracdes epigenéticas em sequencias repetidas do DNA sdo eventos normalmente
observados em estagios iniciais do processo carcinogénico. Neste contexto, o
retrotransposon LINE-1 € um, entre os diferentes tipos, de sequéncia repetitiva que
estd disperso ao longo de aproximadamente 17% de todo o genoma,
consequentemente, seu estudo € amplamente considerado e utilizado para compor
os estudos de metilagcdo global do genoma (Kitkumthorn et al., 2012; Roman-Gomez

et al., 2005; Mulero-Navarro e Esteller, 2008; Tost, 2010). Eventos de hipometilagcéo
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nestes elementos transponiveis do genoma estao diretamente associados a uma
maior instabilidade genOmica e alteragcdes ou desregulamentacdo da expressao
génica. Assim, inumeros estudos tém mostrado relacdo significativa entre a
hipometilacdo desta regido com importantes mudancas genéticas como;
instabilidade gendmica, hipermetilacdo do DNA, mutacdo de genes supressores
tumorais e transcricdo alternativa de oncogenes durante o processo carcinogénico
(Lange et al., 2012). Nossos resultados corroboram com os dados da literatura,
confirmando que além das células tumorais apresentarem hipometiladas em relacéo
a linhagem normal, também observaram eventos de hipometilacdo da regido LINE-1
em relacdo a normal. Os eventos de hipometilagdo foram observados tanto nas
analises referentes a porcentagem total de metilacdo desta regido, como para as
andlises referentes as porcentagens dos diferentes locus passiveis de metilacao,
comprovando assim a instabilidade cromossdmica das linhagens tumorais.

Durante a carcinogénese, as células tumorais necessitam desenvolver certas
caracteristicas como evasdao de apoptose, instabilidade genbmica,
insensibilidade a sinais de parada do ciclo celular e alto potencial de replicacéo.
Juntamente com estas alteragfes, as células tumorais também precisam produzir
mediadores quimicos que possibilitem os processos de angiogénese e metastase.
A perda dos mecanismos de controle por eventos epigenéticos pode resultar em
instabilidade gendmica, acumulo de danos no DNA, proliferacdo celular
descontrolada e eventualmente o desenvolvimento de tumor (Macaluso et al., 2003).
Inimeros trabalhos mostram que em tumores, a perda de metilacdo (hipometilacao)
do genoma € observada e sugere-se que a hipometilacdo inicia e propaga a
carcinogénese por meio de inducdo de instabilidade cromossdmica e ativacéo
transcricional de oncogenes (Tost, 2010).

A partir da descoberta do DNA e do desenvolvimento das técnicas de biologia
molecular, o entendimento a respeito da teoria de campo de cancerizagao evoluiu,
passando a incorporar além das alteracbes morfoldgicas, alteragbes moleculares.
Evidéncias de estudos moleculares mostram que a transicdo do epitélio de mucosa
normal para o cancer envolve uma sequéncia de alteragcbes genéticas e
epigenéticas que levariam a alteracbes na desregulacédo de genes que controlam o
ciclo celular, apoptose invasdo e metastase. Neste contexto, segundo a teoria de
campo de cancerizagdo, alteracdes moleculares iniciais em células de reserva

levariam a formacdo de um campo alterado (Braakhuis et al.,2004). Nossos
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resultados obtidos pelo método COBRA e citometria de fluxo revelaram que a
exposicdo das células normais aos mediadores quimicos tumorais promoveram
alteracOes significativas tanto no status de metilacdo das sequéncias LINE-1 como
no perfil de metilacdo global do DNA, resultados indicativos de instabilidade
gendmica. Eventos de hipometilagdo nesta regido estdo diretamente associados a
uma maior instabilidade gendmica e alteracdes ou desregulamentacao da expressao
génica (Lange et al.,, 2012). Importante ressalta, que alteracbes no status de
metilacdo em elementos transponiveis do genoma, em especial LINE-1, além de
contribuir para uma instabilidade gendmica também esté diretamente correlacionado
com eventos de hipermetilacdo, mutacdo de genes supressores tumorais e
transcricdo alternativa de oncogenes durante o desenvolvimento do processo
carcinogénico (Lange et al., 2012).

A determinacdo do perfil epigenético global e em especial em genes
especificos durante o desenvolvimento tumoral nos possibilita uma melhor
compreensdao molecular da doenca, possibilitando assim a longo prazo um
diagnoéstico preciso e personalizado, assim como o desenvolvimento de terapias
moleculares mais eficazes. Neste sentido nossos resultados sdo promissores e
contribuem com achados inéditos que com certeza irdo contribuir para a melhor
compreensao da teoria de campo de cancerizagdo. Com a conclusdo das anélises
referentes a metilacdo em gene especifico, nossos resultados mostraram que além
das alteracBes globais apresentadas anteriormente, a exposicdo aos fatores
guimicos tumorais promoveu importantes alteragcbes no status de metilacdo da
regido promotora do gene TP73. Estudos anteriores jA haviam demostrado a
existéncia de alteracbes genbmicas em epitélios histolégicamente normais
adjacentes aos carcinomas orais, como mutacdes e ou dele¢cbes no gene TP53
(Raimondi et al., 2005), no entanto alteracdes epigenéticas promovidas por fatores
guimicos tumorais a células normais em gene especifico sdo inovadoras. Embora
muito conhecimento tenha sido produzido acerca do envolvimento destas alteracdes
genéticas no desenvolvimento do cancer bucal, o0 mecanismo de carcinogénese ela
associado e a influencia de outros fatores genéticos ndo estdo completamente
elucidados e muitas lacunas ainda necessitam serem preenchidas. Assim, 0s
resultados obtidos neste estudo nos levam a acreditar que os fatores quimicos
produzidos pelas células tumorais podem contribuir para as alteragbes moleculares

observadas nas células adjacentes e talvez este seja um dos mecanismos
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responsaveis pelo aparecimento de tumores em outras regides, explicando pelo

menos em parte fendmeno denominado “campo de cancerizagao”.
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7. CONCLUSOES

1. Os resultados obtidos pela padronizacdo do modelo de exposi¢cdo ao meio
condicionado revelaram reducédo na viabilidade celular de forma tempo e
concentracédo-dependentes quando comparado ao meio DMEM novo, no
entanto os resultados ndo demonstraram diferencas significativas entre os
grupos meio condicionados tumorais versus meio condicionado pela prépria

célula;

2. A analise da comparacdo do status de metilacdo da regido LINE-1 e do
perfil de metilacdo global da DNA entre células normais e tumorais
revelaram que as linhagens SCC4, SCC9 e KB apresentam hipometilacéo
tanto da regido LINE-1, apenas a linhagem SCC15 apresentou
hipometilagcdo para regido LINE-1 e hipermetilacdo global quando

comparadas as células normais;

3. Avaliacdo do perfil de metilacdo do marcador LINE-1 (Long Interspersed
Nucleotide Element 1) pela metodologia COBRA revelou alteracdes
significativas da porcentagem de metilacdo para os diferentes tipos de meio
condicionado, no entanto as diferencas foram observadas somente apds 72

e 96 h de exposicéo;

4. A avaliacdo do perfil de metilacdo global do DNA revelou alteracoes
significativas no perfil de metilacdo global, sendo observados eventos de

hipo- e hipermetilacdo nos diferentes periodos;

5. A avaliagcéo do status de metilagdo da regidao promotora do gene TP73 pela
metodologia COBRA revelou alteracdes significativas no status de metilagéao

da regido promotora deste gene.
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