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RESUMO

Gélulas neoplasicas sdo caracterizadas por uma alteragdo no padrédo de
diferenciag@o celular. Inimeros membros da familia HOX de genes homeobox estao
envolvidos com a especificidade da diferenciagéo celular durante a embriogénese e
com a manutengédo deste padrdo em tecidos normais adultos. Interessantemente,
estes genes apresentam uma expressdo desregulada em canceres. Este estudo
analisou o efeito de indutores da diferenciagdo celular em linhagens celulares de
carcinoma espinocelular (CEC) bucal e o efeito da diferenciagio celular na
expressdo de membros da familia HOX de genes homeobox. Trés métodos
classicos foram aplicados para induzir a diferenciagédo celular: aumento dos niveis
de ions calcio no meio de cultura, exposicdo ao &cido retindico ALL-TRANS e
crescimento em suspensdo em metil-celulose. O padrio de diferenciagéo celular foi
determinado pela andlise morfolégica das células coradas pela tecnica de
papanicolau. A expressdo dos membros HOX foi avaliada pela técnica semi-
quantitativa da transcriptase reversa-reagéo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
“duplex” com primers especificos para cada um dos cinco membros da familia HOX
escolhidos (HOXAS, HOXA9, HOXA10, HOXB4 e HOXB7) e para o gene controle
GAPDH. Em todas as andlises, para fins de comparagéo, foi utilizada a linhagem de
queratindcitos humanos imortalizada mas néo-transformada HaCAT. Nossos
resultados demonstraram que os trés métodos foram capazes de induzir
significantemente a diferenciagdo da linhagem celular HaCAT. Por outro lado, as
linhagens celulares de CEC bucal foram apenas significantemente induzidas a

diferenciagéo celular pelo método de crescimento em suspensao em metil-celulose.,



A elevagdo dos niveis de fons célcio ndo alterou o padrdo de diferenciagéao das
células de CEC bucal, enquanto que o tratamento com acido retindico induziu uma
significante morte celular. HOXB7 foi o Unico gene que apresentou uma modulagéo
na sua expressédo, passando de pouco expresso nas células indiferenciadas para
uma expressdo elevada em células das IinhagenslHaCAT e de CEC bucal
diferenciadas pelo crescimento em suspensdo. Estes resuitados sugerem que a
expressdo alterada de HOXB7 pode estar associada ao desenvolvimento e/ou

progress&o do CEC bucal.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma Espino-Celular - Diferenciagao — Homeobox
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ABSTRACT

Neoplasic cells are characterized by a change in the pattern of cellular differentiation.
Several members of the HOX family of homeobox genes are involved in the
specificity of cellular differentiation during embryogenesis and the maintenance of
this pattern in normal aduit tissues. Interestingly, these genes show a deregulated
expression in cancer, This study examined the effect of inducers of cell differentiation
in cell lines of squamous cell carcinoma (SCC) and the effect of oral cell
differentiation in the expression of members of the HOX family of homeobox genes.
Three classical methods were applied to induce cell differentiation: Increased levels
of calcium ions in the culture medium, exposure to all-trans retinoic acid and growth
in suspension in methyl cellulose. The pattern of cellular differentiation was
determined by morphological analysis of stained cells papanicolau technique. The
members of the HOX expression was analyzed by semi-guantitative reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) "duplex" with specific primers for
each of the five members of the HOX family chosen (HOXAS5, HOXAS, Hoxal0,
HOXB4 and HOXB7) and the control gene GAPDH. In all analysis, for comparison
purposes, we used a cell line of human keratinocytes immortalized but non-
transformed HaCaT. Qur results showed that the three methods were able to
significantly induce the differentiation of the cell line HaCaT. Moreover, cell lines of
oral SCC were only significantly induced cell differentiation by the method of growth
in suspension in methyl cellulose. Increased levels of calcium ions did not alter the
pattern of differentiation of oral SCC cells, whereas treatment with retinoic acid

induced a significant cell death.
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HOXB7 was the only gene that showed a modulation in their expression from low
expressed in undifferentiated cells to a high expression of HaCaT cells and
differenced by growth in suspension oral SCC cells. These results suggest that
altered expression of HOXB7 might be associated with the development and / or

progression of oral SCC.

KEYWORDS: Squamous cell carcinoma - Differentiation — Homeobox
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1. INTRODUCAO

Genes homeobox codificam fatores de transcricao que atuam durante a
embriogénese e o desenvolvimento tecidual por meio de um sistematico controle da
proliferacdo e diferenciagéo celular (1) Estes genes foram inicialmente descobertos
em moscas da fruta (Drosophila melanogaster) como genes onde rﬁutagées
causavam transformagdes homedticas, ou seja, substituigdo de uma parte ou
segmento do corpo por outro ndo encontrado normalmente naquele lugar (2;3). Em
Drosdfilas, esta familia de genes recebeu o nome de complexo HOM-C.
Posteriormente, os genes homeobox foram encontrados em todas as especies que
tiveram seu genoma mapeado, indicando que sua origem € antiga e precede a
divergéncia filogenética (4). Desde sua descoberta na década de 80, mais de 200
membros diferentes, formando uma superfamilia, j& foram descritos (5). A
caracteristica comum de todos estes genes é a presenga de uma sequéncia
altamente conservada, das moscas de fruta aos humanos (6), de 183 nucleotideos,
codificando um dominio de 61 aminoacidos, chamado homeodominio (7; 8 ;9). O
homeodominio estd usualmente localizado na posigéo terminal ou subterminal da
proteina correspondente, sendo responsavel pela ligagio ao DNA e pela
estimulagio ou represséio da transcrigdo génica, o principal mecanismo de agao dos
produtos protéicos dos genes homeobox (3;6).

Dentre os genhes homeobox em vertebrados, os pertencentes a familia HOX
se destacam como os homdlogos aos genes homedticos do compiexo HOM-C de
Droséfilas (10). Esta familia de genes homeobox tem sido extremamente estudada
durante a evolucio das espécies, sendo sugerido que a familia HOX representa um
microcosmo de mudancas gendmicas evolucionarias, acompanhando a evolugéo
dos cordados, visto que a complexidade do plano corporal parece estar
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correlacionada ao aumento do numero de clusters de genes (11). Os genes da
familia HOX s@o encontrados em praticamente todos 0s animais, com a excegao das
esponjas, e se apresentam em numeros de 4 a 48 genes por genoma, dependendo
da espécie (4). Por exemplo, em Drosdfilas, o complexo HOM-C é formado por
apenas 8 genes, cada um codificando um fator de transcri¢éo especifico (11).
Mamiferos apresentam 39 genes HOX organizados em 4 clusters,
denominados A, B, C e D, localizados respectivamente em 4 cromossomos
diferentes (7p15, 17921.2, 12q13 e 2¢31)(8). Existem 13 grupos de paralogos,
numerados de 1 a 13 comegando a partir da extremidade 3’ de seus loci (9). Estima-
se que os genes HOX nos mamiferos tenham surgido através da combinagao de
dois eventos evolucionarios diferentes, a cis-amplificacdo e a transduplicagéo, a
partir de complexos ancestrais (12). Os genes HOX que se originaram por
transduplicacdo, também chamados de paralogos, compartilham uma similaridade
maior entre si quando comparado com os genes localizados nas posigoes
adjacentes do mesmo cromossomo (6). Apesar do fato que durante o processo de
duplicagdo alguns pardlogos terem sido perdidos, as estruturas dos seus clusters
foram mantidas intactas, mantendo-os em suas posigdes cromossomais (11).
Coletivamente, os inumeros estudos na literatura demonstram que a
expressdo inapropriada de genes da familia HOX pode esta associada ao
desenvolvimento e/ou progressdo de tumores. Em adig¢fo, a expressio dos genes
HOX varia de acordo com as células e tecidos dos quais as células tumorais séo
provenientes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo de alguns
membros da familia HOX de genes homeobox durante a indugao da diferenciagao

celular de culturas celulares de células epiteliais normais e tumoraris.



2. REVISAO DA LITERATURA

CARCINOMA ESPINOCELULAR BUCAL

O carcinoma espinocelular (CEC) ou também denominado _carcinoma de células
escamosas ou carcinoma epidermodide é uma néﬁplaéia{ maligna derivada da
camada espinhosa do epitélic pavimentoso estratificado, que representa
aproximadamente 95% de todas as neoplasias malignas que acometem a cavidade
bucal. No Brasil, os CECs bucais representam 7% de todos os cénceres nos
homens {(sendo o 5° mais freqlente) e 1,7% nas mulheres (sendo o'7° mais
freqliente), estimando-se mais de 10.000 novos casos em homens e 3.500 novos
casos em mulheres por ano (13).

Inumeros fatores contribuem para o desenvolvimento do CEC bucal, contudo, os
consumos de cigarro e alcool encabegam esta lista. Outro ponto interessante € que
existem fortes evidéncias para uma relagdo entre dose e tempo de exposigdo dos
carcindgenos encontrados no cigarro e alcool para o desenvolvimento do CEC bucal
(14). Todas as formas de fumo séo ligadas a etiologia do CEC bucal. A fumaga do
tabaco é uma mistura composta por mais de cinco mil elementos diferentes, e muitos
destes sdo carcinogénicos, capazes de induzir mutagbes no material genético
celular, ou pré-carcinogénicos, que durante seu metabolismo induzem a formagao
de substancias nocivas. Entre estas substancias encontram-se os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos, nitrosaminas, aldeidos e aminas aromaticas. O alcool é
também considerado um fator de risco a varios tipos de cancer, incluindo o CEC.
Contudo, o mecanismo pelo qual o alcool atua neste processo ainda ¢ incerto. A
radiagdo solar, em particular os raios ultravioletas, é a principal causa de carcinomas
de pele, sendo também responsével pela etiologia de CECs no labio, principalmente

inferior (13). Agentes carcinogénicos ou pré-carcinogénicos atuam na céiula epitelial,
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causando mutagées no DNA. O acimulo destas mutagdes altera grupos de genes
que desempenham caracteristicas especificas na célula, sdo estes: os proto-
oncogenes, os genes supressores de tumor, as telomerases e os genes que
regulam o processo de apoptose. Para que o tumor seja capaz de invadir os tecidos
adjacentes e produzir metdstases, suas células devem ter a capacidade de degradar
a matriz extracelular, assim 0s genes que transcrevem as principais enzimas ligadas
4 degradacdo da matriz extracelular, as metaloproteinases de matriz, também
devem estar ativos (15},

DIFERENCIACAO CELULAR E GENES HOMEOBOX

E amplamente aceito que muitas das vias que estimulam a oncogénese representam
aberragdes de processos hormais que controlam a embriogénese. Existem varios
exemplos no qual genes que regulam crescimento e desenvolvimento das céiulas e
tecidos estdo implicados em oncogénese. Entre os principais exemplos estdo os
genes homeobox, que codificam fatores de transcricio utilizados amplamente
durante os processos de desenvolvimento tecidual, e apresentam uma eXpressao
alterada em canceres. Genes homeobox foram originalmente identificados na
década de 80 devido a grande homologia com os genes homedticos de Drosdfilas,
também conhecidos como complexo HOM-C, que promovem alteragbes nos
segmentos corporais das moscas quando alteradbs-(alferagées homedticas) (7).
Posteriormente foi demonstrado que estes genes estéo vitualmente presentes em
todas as espécies de seres eucariontes (16). Os genes homeobox codificam fatores

de transcricdo que desempenham um papel fundamental na especificagdo da
identidade celular. Desde sua descoberta na década de 80, mais de 200 seqléncias
génicas similares ja foram identificadas, sendo que todas apresentam uma regiao

altamente conservada de 183 nucleotideos que codifica uma seqléncia de 61
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aminoacidos conhecida como homeodominio (17). O homeodominio € a regiao
responsével pela ligagdo ac DNA e pela estimulagdo ou represséio da transcrigéo
génica, o principal mecanismo de agéo dos produtos protéicos dos genes
homeobox.

Entre as diversas familias de genes homeobox, os membros da familia HOX sdo
considerados os protétipos desta classe, e representam os genes homologos do
complexo HOM-C em humanos e camundongos (18). Os genes da familia HOX
apresentam uma distribuico gendmica Unica, com quatro clusters de
aproximadamente 100 K bases de comprimento (clusters A-D), chamados loci HOX,
cada qual localizado em um cromossomo diferente (I6cus HOXA em 7p15.3, [ocus
HOXB em 17p21.3, lécus HOXC em 12g13.3, e lécus HOXD em 2q31), e
apresentando uma organizagéo homdloga especifica de 9 a 11 genes {19). Com
base na homologia da seqUéncia e na posi¢do no lécus, os genes nos quatro
clusters podem ser alinhados entre si e com os genes do complexo HOM-C em 13
grupos de genes parélogos (20).

O completo conhecimento das fungdes dos membros da familia HOX durante o
desenvolvimento tem, em certa parte, esbarrado na falta de mutagdes naturais
nestes genes em humanos. Contudo, o uso de animais transgénicos com ganho ou
perda de fung¢@o génica tem respondido questées importantes. Por exemplo, estes
métodos demonstraram que o fenémeno de dominéncia posterior gue ocorre em
Drosdfilas, onde o programa morfogenético do embrifo € especificado pelo membro
da familia HOX com localizagdo mais posterior expresso no momento (21), em
camundongos e, provavelmente humanos, é substituido pela teoria da redundancia.
Esta teoria afirma que o padrdo de desenvolvimento de uma célula ou tecido €

resultado da expressé@o combinada de vérios membros da familia HOX, e nao da

5



atividade especifica ou dominante de um membro individual (22). O methor exemplo
desta teoria é demonstrado pelos membros do pardlogo 9 (HOXA9, HOXB9 e
HOXD9) durante o desenvolvimento da glandula mamaria. As glandulas mamarias
em animais sem a expressado individual ou em pares (knock out simples ou duplo)
destes genes s@o normais, enquanto que glandulas sem a expressdo dos trés
membros (knock out triplo) apresentam uma intensa hipoplasia durante a gravidez e
lactagéo (23).

Embora genes homeobox sejam definidos como.genes do desenvolvimento,
alguns estudos iniciais demonstram a expressao esporadica de alguns membros da
familia HOX em tecidos normais adultos {20). A manutencdo da homeostasia dos
tecidos adultos é fundamental e deve ser intimamente controlada para a adequada
funcdo dos 6rgdos. No pulmdo humano adulto, 11 membros da familia HOX de
genes homeobox sio expressos, incluindo cinco membros do lécus A (HOXA2-
HOXAB) e cinco do lécus B (HOXB2-HOXBG) e 0 gene HOXD1 (24). Em uma
subseqliente andlise especifica do I6cus B durante 6 deséntolvimento pulmonar de
camundongos foi demonstrado que os genes HOXB3 e HOXB4 induzem a formacao
da regido proximal (tfraquea e brdnquio principal), enquanto que os genes HOXB2 e
HOXB5 a regido distal (25). A expressao dos membros da familia HOX em diferentes
tecidos humanos normais (incluindo rim, mama, célon, ceérvix uterino e figado)
demonstrou resultados muito similares aos encontrados na analise do tecido
pulmonar; cada tecido adulto apresenta uma combinag&o especifica de expressao
dos membros da familia HOX de genes homeobox (26-30). Estes resultados
demonstram que © numero de membros ativos ou silenciados apresenta uma grande
variacdo entre os Orgdos, e esta variagdo pode ser dependente do padrac de

diferenciagdo das células que compdem cada érgéo.
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Apo6s os estudos iniciais que demonstraram a expresséo dos membros da familia
HOX de genes homeobox em linhagens qelulares neoplasicas e nos
correspondentes tecidos embrionarios, a éxpreéééo ‘desregulada de genes
homeobox tem sido descrita em muitos outros tumores e linhagens celulares (31;32).
Nio é surpresa alguma a identificacdo da expressédo desregulada de membros da
familia HOX e de outros genes homeobox em canceres, onde alteragdes na
proliferacéo e na identidade (diferenciagéo) celular sdo marcantes. Os mecanismos
moleculares pelo qual genes homeobox, em particular a familia HOX, controlam
oncogénese sdo melhores conhecidos em leucemias. Diferengas importantes tém
sido detectadas na expressdo entre os membros da familia HOX de genes
homeobox em neoplasias malignas comparado com os correspondentes tecidos
adultos. A analise da expressdo dos membros da familia HOX em céncer de bexiga
revelou que quatro membros fortemente expressos no cancer (HOXC4, HOXCS,
HOXC6 e HOXC11) ndo s@o expressos em amostras de bexiga normal (30). Em
cancer de préstata, HOXC8 parece ser o membro mais impottante, visto que
tumores superexpressando o produto protéico deste gene apresentam um padrao
mais indiferenciado corm um comportamento invasivo e metastatico agressivo (33).
Expressdes alteradas de membros da familia HOX s&o encontradas em metastases
de célon e reto quando comparado com tumores primarios & mucosas intestinais
normais, reforgando a hipétese que genes da familia HOX estéo associados as
etapas de evolugdo tumoral (34). Em um recente estudo foi demonstrado que a
expressdo dos membros do locus B 2, 4 e 13 s&o diferencialmente expressos em
cérvix normal e carcinoma cervical, em favor do dltimo (34). Adicionalmente, a
expressdo de genes HOX correlaciona com 0s estdgios de progressédo do tumor e

padrdo histoldgico em cénceres de puimao (24).
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Os membros da familia HOX de genes homeobox estdo associados com
varios dos eventos bioldgicos associados com o processo de oncogénese, incluindo
controle na proliferagéo e diferenciacdo celular, apoptose, sintese de moléculas de
adesao celular e, indiretamente, no controle da migracdo e invaséo celular via
regulacao na sintese de componentes da matriz extraceluiar. Recentes evidéncias
demonstram que HOXB7 desempenha um papel fundamental na proliferagéo de
diversos tipos celulares, incluindo células de melanoma, ovario e mama, via
transativacdo de bFGF (35;36). HOXB4 induz proliferagdo de células da medula
Ossea via estimulacéo dos niveis protéicos de c-Jun, Fra-1 e ciclina D1 (37).
HOXA10 diretamente liga-se a regido promotora do gene p21, induzindo uma
paralisagdo no ciclo celular e, a subsequente, diferenciagéo celular (38).
Similarmente, a expressao for¢ada de HOXD10, o qual nao é normalmente expresso
em cénceres de mama, em uma linhagem celular altamente agressiva de cancer de
mama (linhagem MDA-MB-231) reduz a proliferagdo celular, blogueia a migragéo e
induz diferenciagdo com formagéo de estruturas similares a ductos de glandulas
mamarias (39). A homeoprotéina HOXAS diretamente ativa a regido promotora do
gene p53 induzindo apoptose, e a expresséo _ destas duas proteinas sao
coordenadamente perdidas em canceres de mama. Entéé,la auséncia de p53 em
canceres de mama pode ser primariamente resultado da perda de expressao de
HOXAS5 (40). Como p53 é conhecido por regular alguns aspectos do ciclo celular tao
bem quanto apoptose, a habilidade de HOXA5 em regular p53 sugere um papei
deste gene no controle do ciclo celular. Coletivamente, estes estudos demonstram
que o0s membros da familia HOX de genes homeobox controlam eventos
importantes no processo de oncogénese, incluindo diferenciagdo celular.

Interessantemente, este grupo nao foi devidamente explorado em canceres de boca.,
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3. PROPOSICAO

3.1 Comparar o efeito de 3 métodos classicos de indugdo da diferenciagao celular
em culturas celulares de CECs bucais.
3.2 Determinar o efeito do processo de diferenciacdo celular na expresséo de

membros da familia HOX de genes homeobox em culturas celulares de CECs

bucais.



4. MATERIAIS E METODOS

CULTURA DE CELULAS

Para induzir a diferenciagéo celular das linhagens de queratinocito normal
(HaCAT) e células de CEC oral das linhagens SCC4, SCC9, SCC15 e SCC25 foram
descongeladas e cultivadas em uma mistura de partes iguais de meio de cuitura
Eagle Modificado por Dulbecco e meio de cultura Ham's F12 (DMEM/F12)
suplementado com soro fetal bovino (FBS} a 10% e 400 ng/ml de hidrocortisona. Ao
atingirem uma confluéncia desejada, as células foram sub-cuitivadas com a retirada
do meio de cultura, lavagem com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) e
remocgao das células aderidas ao fundo do frasco de cultura com 2 ml de tripsina,
atuando por 3 minutos e inativagdo da mesma por 8 ml de DMEM/F12 com 10%
FBS. Esta solugéo de células foi transferida para tubos de 15 ml para centrifugagéo
a 400xg durante 3 minutos. O meio foi aspirado e descartado e o precipitado foi
ressuspenso em 5 ml de DMEM/F12 para contagem de células. Entdo uma solugao
com 1,5x10° células/ml foi distribuida em |aminas de cultura celular (LABTEK) de 4

pocos e mantidas na estufa Umida por 24 h para adesao.

DIFERENCIACAO POR CACL,

CaCl. foi adicionado diretamente no meio de cultura nas concentragbes 20,

10, 8, 5, 4, e 2 mM e as células foram cultivadas por 24 ou 48 horas.

DIFERENCIACAO POR ATRA

Para o dcido retindico, as concentrages tituladas foram: 500, 300, 250, 150,
125, 75, 50, 25 e 12,5 pM. O controle negativo foi realizado adicionando a mesma

aliguota do solvente puro (cloroférmio) no meio da titulac}éo mais concentrada de
10



cada lamina de cuitura. Os tempos de incubac&o dos reagentes foram de 24, 8, 6,
4 horas. Em uma segunda série de experimentos, nés cultivamos as celulas na
presenca de acido retindico por 6, 4 e 2 horas, seguido por um periodo adicional de

16 horas em DMEM/F12.

DIFERENCIACAO POR SUSPENSAQ

A técnica de tratamento em suspensao necessita modificar o DMEM/F12 com
metil-celulose de acordo com o Protocolo utilizado por Monk et al (41}. Este reagente
foi esterilizado em autoclave e adicionado ao DMEM/F12 aquecido a 65°C,
misturado por 30 minutos em temperatura ambiente com auxilio de um misturador
magnético e por 16 horas a 4°C. O conteudo foi transferido para 2 frascos e
centrifugado durante 1 hora & 12.000xg a 4°C. Apds a centrifugagéo, o
sobrenadante foi transferido para um frasco Unico para armazenamento a 4°C e o
precipitado formado foi descartado.

Para o ensaio de diferenciagao, 1x10° células foi cultivada em 2 ml de
DMEM/F12 com metil-celulose e depositada em garrafa de cultura com 25 cm?
durante 5 h na posicéo inclinada. Apds o periodo de incubagéo, a metil-celulose foi
dissolvida em 10 vezes o volume inicial com PBS gelado e o conteudo foi
centrifugado a 4.000xg durante 4 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspenso em 10 ml de DMEM/F12 com 10% FBS e novamente centrifugado a
4.000xg por 4 min. As células foram ressuspendidas em meio de cultura fresco e
cultivadas por 16 h. Estas células foram posteriormente utilizadas para coloragao de

papanicolau ou para a reagao de RT-PCR “duplex”.
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FIXAGAO E COLORAGAQ

Apés o termino dos tratamentos, as culturas foram fixadas com formol neutro

10% durante 15 minutos e coradas histologicamente com a técnica Papanicolau.

ISOLAMENTO DE RNA

Para o Isolamento, o RNA total foi extraido das culturas celulares pelo uso da
técnica de isoticianato de guanidina. As linhagens celulares foram lavadas com PBS
e incubadas com 1,5 ml de TRIzol {Invitrogen) por 5 min. Apds a lise celular, as
amostras foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno livres de RNase
e DNase e em cada amostra foi adicionado 0,3 ml de cloroférmio. Apds a
centrifugacdo a 12.000xg durante 15 min, a fase aquosa contendo o RNA foi
transferida para tubos estéreis e foram adicionados 0,75 ml de alcool isopropano por
mililitro de solucdo desnaturante. Os tubos foram novamente centrifugados a
12.000xg por 10 min. Neste momento foi possivel observar a formagao do
precipitado de RNA no fundo do tubo. A solugéo sobrenadante foi descartada e foi
adicionado 1 ml de alcool a 75%. Apds centrifugagédo a 6.000xg durante 5 min, o
alcool foi descartado e o RNA foi ressuspendido em agua livre de DNAse e RNAse.
A concentracdo do RNA foi determinada pelo espectofotdmetro com comprimento de
onda de 260 e 280 nm. O RNA foi armazenado a -80 °C até o momento de sua
utilizagdo. A pureza e integridade do RNA isolado foram determinadas por gel de
agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentragao de 37% e 0,2 ug
de brometo de etidio. 3 pg de RNA foram misturados éom 5x tampéao de aplicagdo
(solugdo aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25% xileno cianol} e

aquecidos durante 5 min a 65°C. Apds a separagéo eletroforética a 70 V por 2 h, o
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gel foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM equipado com a

cdmera digital DC40.

HaCAT SCC-4 S5CC-9 SCC-15 SCC-25

RNA

Figura 1. Gel de qualidade do RNA submetido a andlise de RT-PCR. Imagem representativa das amostras de RNA revelando

a integridade das subunidades ribossdmicas 285 e 18S apos a separagéo eletroforética em gel de agarcse/MOPS/formaldeido.

SINTESE DE CDNA

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), 3 ug de RNA total foram
transcritos reversamente a cDNA adicionando uma mistura contendo 1 pl de Oligo-
dT (0,5 mg/ml; Invitrogen), 1 pl de 10 mM dNTPs, 4 pi de 5x tamp&o de sintese (250
mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCI2), 2 ul de 0,1 M DTT, 1 ul de
RNAse Out (40 U/ul; Invitrogen), 1 ul de Superscript [I RT (200 U/ul; Invitrogen). A

mistura foi incubada por 50 min a 42°C e posteriormente por 15 min a 70°C,

REACAO RT-PCR

A reagdo de PCR “duplex’ foi desenvolvida utilizando pares de primers
especificos para os cinco membros da familia HOX de genes homeobox e o gene
controle GAPDH (Tabela 1). Assim, 2 ul do c¢cDNA foi amplificado em um
termociclador (Modelo 9600, Applied Biositems, Foster City, CA, EUA} em uma
reagdo composta pelos pares de primers especificos para cada membro da familia
HOX, pares de primers especificos para o gene GAPDH, 2 mM MgCI2, 0,8 mM

dNTPs e 0,05 U/l Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen). A reagédo de PCR foi
13



realizada com 32 ciclos de amplificagdo com os seguintes pardmetros: 94°C por 45
s, 57°C por 30 s e 72°C por 45 s. Os produtos de PCR foram separados
gletroforicamente em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8% e corados com
0,2 ng de brometo de etideo durante 15 min. A documentacgéo foi realizada no
sistema de fotodocumentagido Kodak Digital science TM equipado com a camera

digital DC120.

Tabela 1. Primers utilizados nas reagées de RT-PCR.

Gene Seqiiéncia (5'-3") Concentragao Extensao do

dos primers [nM] produto (pb)

HOX A5 F: TTGCCTCTCCGAGAGACAAATTAAAATCTGG 11,0 173
R: ACTGACACTACGCGGGATCCGCTAATA 10,9

HOX A9 F: GAGAGGCAGGTCAAGATCTGGTT 11,4 217
R: GAGGTTTAGAGCCGCTTTGTGCG 12,4

HOX A10 F: ACGGACAGACAAGTGAAAATCTGGTT 9,7 141
R: GGAAGTGAAAAAACCGCGTCGCCTGG 10,0

HOX B4 F: GAGCGCCAGATCAAGATCTGGTT 11,8 142
R: CGCGGGGGCCTCCATTGGGC 10,1

HOX B7 F:. GAAAGACAGATCAAGATTTGGTT 10,9 180
R: CTGGGCTTCTCTTCGTCTCCCTTTCTCATG 11,2

GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGCAGTC 9,0 285
R: GAAGATGGTGATGGGATTTC e 8,7

14



5. RESULTADOS

As células da linhagem de queratindcitos humanos normais HaCAT
responderam ao tratamento com CaCl,. As células sofreram uma intensa
diferenciacdo celular que foi associada a uma pfoeminén:te morte celular sob a
elevagdo de 40 vezes nos niveis dos fons de cdlcio no meio de cultura (Figura 2).
Interessantemente, niveis inferiores de CaCl, falharam em induzir a diferenciagéo e
morte celular do queratindcitos normais. Porém as linhagens de CEC oral
demonstraram ser resistentes a diferenciacéo induzida pelo tratamento com CaCl,
na concentragdo de 40 mM por 24 horas (Figura 3). Mesmo o tratamento por 48
horas nao foi capaz de induzir a diferenciagéo celular das células de CEC oral {(dado
nao mostrado).

O tratamento de queratindcitos normais HaCAT com ATRA por 6 horas na
concentragdo de 300 uM induziu significantemente a diferenciagéo celular como
revelado pela mudanga nas caracteristicas morfolégicas das células incluindo
reducdo significante no tamanho do citoplasma celular, presenga de nucleo picndtico
e hipercromatico (Figura 4). O tratamento com ATRA também foi acompanhado uma
morte celular proeminente. Contudo, o resultado do estudo com ATRA revelou uma
alta toxidade para as linhagens de CEC oral. O tratamento com 300 pM durante 6
horas induziu significantemente a taxa de morte celular (Figura 5). ConcentragOes
inferiores a esta e tempos mais curtos de incubagéo nédo foram suficientes para
induzir a diferenciagdo celular. Entdo, o ATRA ndo e um indutor eficaz para
diferenciacgao celular das linhagens de CEC oral deste estudo.

O experimento de inducdo da diferenciagéo celular por crescimento em
suspensdo das células em metil-celulose demonstrou um grau de diferenciagao

aceitdvel e com baixa taxa de morte celular em todas as linhagens celulares
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testadas (Fig. 2). Em uma andlise qualitativa, estimamos que pelo menos 70% das
células cultivadas foram induzidas a diferenciagéo. Entao, este método foi escolhido
para determinar o padrdo de expressdo de alguns membros da familia HOX de
genes homeobox. Foi realizada uma andlise comparativa entre células cultivadas em
condigdes controle e células cultivadas em suspensdo em metil-celulose para
inducdo a diferenciagéo celular. O critério de escolha dos cinco membros foi sua
associaciio com os eventos de diferenciagéo celular e com oncogénese. Este estudo
revelou que apenas o gene HOXB7 apresentou um modulagéo no seu padrao de
expressdo apds indugdo da diferenciagdo celular das linhagens HaCAT e de CEC
bucal (Fig. 3). Em condigdes normais, HOXB7 foi expresso em maiores niveis nas
linhagens de CEC bucal comparada com a linhagem HaCAT, onde a expressao de
HOXB7 nao foi detectada nas condigBes de nosso ensaio. Por outro lado, a indugao
da diferenciagdo celular por crescimento em suspensdo em metil-celulose induziu
significantemente a expresséo de HOXB7 em todas as linhagens celulares (Figura

6).
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Figura 2. Tratamento com CaCI2 induz a diferenciagio e morte celular dos queratinécitos humanos normais. Células foram
plaqueadas e cultivadas com meio de cultura acrescido de 40 mM de CaCi2 por 24 horas. (A) Células controle e (B) células

sob tratamento com 40 mM de CaCl2.

Figura 3. Efeito de CaCI2 na diferenciagéo celular de células de CEC oral. Fotomicrografias representativas do efeito do
tratamento com 40 mM de CaCl2 na diferenciagdo celular da linhagem SCC25. (A) Células controle e (B) células sob

tratamento com 40 mM de CaCl2.
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Figura 4. ATRA induz a morte celular de queratindcitos da linhagem HaCAT. Células foram incubadas com 300 uM de ATRA e
cultivadas por 6 horas. Seguindo a incubagéo, as células foram fixadas e coradas pela técnica de Papanicolau. Note o pequeno

numero de células remanescentes quando tratado com ATRA (B) comparado com células controle (A).

Figura 5. Fotomicrografias representativas do efeito de ATRA na linhagem de CEC oral SCC25. Células foram cultivadas por 6
horas com 300 uM de ATRA, adicionado diretamente no meio de cultura, seguido por um periodo de 16 horas em meio de
cultura sem o fator. ATRA induziu significantemente a morte das células de CEC oral. (A) Células controle e (B) células

tratadas com 300 uM de ATRA.
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Figura 6. Indugdo da diferenciagéo pelo crescimento em suspens&o em metil-celulose. Fotos representativas da linhagem
SCC15. Células foram cultivadas por 5 h em suspensdo e posteriormente deixadas aderir em laminas de cultura de celulas.

Seguindo a incubago, as células foram fixadas e coradas pela técnica de Papanicolau. (A) Células controle e (B) Celulas

diferenciadas.
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HaCAT SCC4 SCC25
N D N D N D

HOX AS >

GAPDH >

HOX A9 >

Figura 7. Diferenciaglo celular induz a expressdo de HOXB7 em linhagens celulares de CEC bucal. Experimento
representativo na andlise de RT-PCR “duplex” nas linhagens de gueratincitos normais HaCAT e CEC bucal SCC4 e SCC25.
Células controle (N) e diferenciadas (D) por suspens@o em metal-celulose durante 5h. O padrao de expressao do gene HOX

B7 estd aumentado nas células diferenciadas.

20



6. DISCUSSAO

Queratindcitos normais possuem no ciclo celular uma série de eventos dos
quais estdo presentes a diferenciagdo e a morte celular programada (apoptose).
Células neoplasicas sdo indiferentes a estes eventos, po'ss'uindo uma alta taxa de
proliferacéio em oposicao a um ciclo celular regulado. A hipdtese do estudo trata o
fato que uma diferenciagéo induzida pode reduzir a taxa de proliferagéo, forgar a
célula a produzir queratina e regular o ciclo novamente a induzir a apoptose.

Para desempenhar este estudo, nds utilizaremos 3 métodos de indugéo da
diferenciagdo celular de células epiteliais, a saber. tratamento com acido retinéico,
elevacdo dos niveis de ions calcio ho meio de cultura e cultivo celular em suspensao
(sem aderéncia aos frascos de cultura). Embora estes metodos sejam classicos para
indugdo da diferenciagio de células epiteliais, apenas o método de cultivo celular em
suspensao foi efetivamente capaz de induzir diferenciagéo das células de CEC bucal
deste estudo. E importante ressaltar que as células foram identificadas como
diferenciadas pela coloragdo de Papanicolau, com a evidenciagdo do acumulo
citoplasmatico de citoqueratina.

Os experimentos de indugao da diferenciacéo celular com elevagéo dos niveis
de jons calcio ndo foram capazes de afetar as linhagens de CEC bucal, enquanio o
tratamento com acido retindico induziu uma morte celular muito intensa.
Interessantemente, como também relatado no primeiro relatério, a linhagem HaCAT
respondeu bem a indugéo da diferenciagdo pelo tratamento com elevagéo de ions
célcio e com o tratamento com acido retindico.

Como destacado anteriormente, inUmeros membros da familia HOX de genes
homeobox participam do processo de diferenciagdo celular. Para melhor

compreender o papel destes genes na oncogénese durante © processo de
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indiferenciagdo celular, linhagens celulares de CECs bucais indiferenciadas e
diferenciadas foram submetidas a técnica semi-quantitativa de transcriptase reversa-
reacao de cadeia da polimerase (RT-PCR) para a analise comparativa dos niveis de
expresséo dos membros da familia HOX de genes homeobox.

Muitos trabalhos tém registrado diferengas na expressio dos genes HOX
entre tecido normal e neopldsico, porém sua relag@o funcional com o fenétipo
maligno ainda permanece obscura. As expressdes dos genes homeobox em
tumores podem ser divididas em irés categorias. A primeira categoria inclui os genes
homeobox que sao re-expressos nas celulas tumorais derivadas de tecidos nos
quais os genes s&o normalmente expressos durante a embriogénese. Esta classe
inclui a maioria dos membros da familia HOX que s&o expressos durante o
desenvolvimento no cérebro, glandula mamaria e rins e em células tumorais
derivadas destes orgéos (12). A segunda classe € caracterizada por genes
homeobox que s&o expressos nas células tumorais, mas néo sé&o normalmente
expressos nas células em que o tumor se originou durante a embriogénese (“nova’
expressdo). A terceira categoria é representada por genes que mostram uma
expressdo reduzida em células tumorais quando comparado com o tecido normal.
Estes genes s@o freqlientemente expressos em tecidos adulios e tém uma
expressiao reduzida ou silenciada em canceres (12)'.

Dentre os genes escolhidos para esta analise estavamn HOXA10 e HOXA5, O
gene HOXA10 € um regulador positivo do gene supressor de tumor pbd3, ue
apresenta papel importante no controle do ciclo celular e no reparo do DNA (42). A
expressao forcada do gene HOXAT10 em células humanas derivadas de céncer de
mama resulta na expressdo de p53, 0 que é associado a uma redugédo nha

capacidade invasiva e no potencial oncogénico das células (43). Desta forma, estes
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autores sugeriram que a perda da expressio de HOXA10 pode ser importante para
0 desenvolvimento do cancer de mama, uma vez que a auséncia de expressao
deste gene provoca uma reducdo na expressao do gene p53, favorecendo o
aparecimento do tumor. Além do gene HOXA10, o gene HOXAS também atua como
um regulador transcricional de p53. Em canceres de mama, acredita-se que a perda
de expressao do gene HOXAS ocorra devido a metilagdo de sua regido promotora,
com conseqlente perda na expressao de p53, favorecendo assim a tumorigénese
do cancer de mama (40).

Alguns estudos sugerem que o gene HOXB7 desempenhe papel importante
na progressdo maligna do céncer de mama através da liberagdo do fator
angiogénico bFGF (38). A associagdo entre HOXB7 e bFGF foi confirmada em
ensaios de transativagéo direta, no qual HOXB7 foi capaz de se ligar a regiéo
promotora de bFGF e desencadear sua transcrigdo génica (35). Em melanomas €
possivel que a expresséo desregulada deste gene contribua para a transtormagao e
progressdo das células neopldsicas via bFGF. A inibi¢do da expressdo de HOXBY
utilizando-se fragmentos antisense demonstrou uma redugédo na capacidade de
invasdo de linhagens celulares derivadas de cancer de ovario (44). Desta maneira,
acredita-se que o gene HOXB7 desempenhe papel Iimportante para o
desenvolvimento de diferentes tipos de céncer através da promogéo da angiogénese
tumoral e, conseguentemente, favorecendo os processos de invasédo e proliferagao

das células malignas (35;44).
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7. CONCLUSOES

As linhagens de CEC bucal demonstram resisténcia a diferenciacéo induzida
pela elevagdo dos niveis de calcio, ao contrario de linhagens de queratindcitos

normais HaCAT.

O 4cido retindico ALL TRANS provou uma intensa morte celular nas linhagens

de CEC bucal deste estudo.
A suspensdo em metil-celulose induziu a diferenciagéo celular em todas as
linhagens deste estudo.

Dentre o grupo de genes homeobox analisados, somente HOXB7 elevou sua
expressdo em células diferenciadas, sugerindo uma associagao deste gene ao

desenvolvimento e proliferagao do CEC bucal.
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