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RESUMO

Os microRNAs mir15a e Let7a sdo importantes reguladores do Bcl-2, ras e c-myc.
Considerando que esses miRNA estdo comumente alterados em varios canceres e
que essas proteinas sao reportadas como alteradas no carcinoma de células
escamosas de boca (CCEB), nos propomos a investigar-los em um grupo de casos
de CCEB. Os miRNAs e as proteinas foram avaliados no tumor e no sangue de 20
pacientes através do PCR quantitativo em tempo real e imuno-histoquimica
respectivamente. Nao foi observada associacao entre a expressao do miriba e a
proteina Bcl-2 nos tumores assim como com o estagio do tumor. Por outro lado, foi
encontrado uma expressao reduzida desse miRNA no sangue de pacientes com
CCEB no estagio avancado e com metastase regional. A expressdo do Let7a nos
tumores e no sangue nao apresentou associagdo com o tamanho do tumor,
metastase regional, estagio tumoral e imunolocalizagdo das proteinas ras e c-myc.
Em conclusao o presente estudo mostra que a reducao na expressao do mir15a esta

associado com o estadiamento do CCEB.

Palavras chaves: Céancer oral, carcinoma de células escamosas de boca,

microRNA, mir15a, let7a



ABSTRACT

MicroRNA mir15a and let7a are important regulators of bcl2, ras and c-myc proteins.
Considering that these miRNA are commonly altered in many human cancers and
that these proteins are reported to be altered in oral squamous cell carcinoma
(OSCC), we proposed to investigate them in a set of OSSC cases. The miRNA as
well as the proteins were evaluated in the tumour and blood of 20 patients by real-
time quantitative PCR and immunohistochemistry, respectively. The expressions of
miri5a and bcl-2 protein in the tumours were not associated with each other or with
tumour staging. On the other hand, we found reduced expression of this miRNA in
the blood of patients with advanced stage of OSCC and with lymph node metastasis.
The expression of let7a in the tumour and blood was not associated with tumour size,
lymph node metastasis, tumour staging, and immunoexpression of ras and c-myc
proteins. In conclusion, the present study shows that reduced expression of mir15a is

associated with OSCC staging.

Keywords: oral cancer, oral squamous cell carcinoma, microRNA, mir15a, let7a.
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1. INTRODUGCAO
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O carcinoma de células escamosas € definido como uma neoplasia maligna
derivada do epitélio escamoso. Apresenta-se como um estagio final de alteragées no
epitélio estratificado escamoso, culminando no rompimento da membrana basal e
invasao do tecido conjuntivo adjacente. O carcinoma de células escamosas de boca
(CCEB) mostra aspectos clinicos variaveis, podendo apresentar-se como uma placa
branca ou vermelha, Ulceras, lesbes vegetantes ou ulcerativas. O CCEB pode
acometer principalmente labios, lingua, soalho da boca e orofaringe (Das et al., 2002;
Tsantoulis et al., 2007). O CCEB é a 6° neoplasia mais comum, e cerca de 90% de
todos os carcinomas de boca sdo carcinomas de células escamosas, sendo
diagnosticados 500.000 novos casos por ano no mundo (Das et al., 2002; Tsantoulis
et al., 2007).

Varios fatores contribuem para o desenvolvimento do CCEB, dentre eles o
tabaco, alcool, infecgdes virais e fatores genéticos (Das et al., 2002; Kannan et al.,
2006, Warnasulasuriya, 2009). O processo de carcinogénese do CCEB ocorre
devido ao acumulo de danos genéticos, que leva a desregulacdo celular com
alteracdo da sinalizagdo, do reparo do DNA e ciclo celular. Muitas alteragdes
moleculares tém sido descritas e relacionadas com o desenvolvimento do
carcinoma, dentre elas as mutagdes nos genes supressores de tumor p53, p16, pRb
e E-caderinas e em oncogenes RAS e MYC (Mithani, et al., 2007; Kannan et al.,
2006; Ibrahim et al. 2003; Das et al.,2000).

Alguns estudos tém sido realizados com o objetivo de levantar os genes que
apresentam expressao alterada no CCEB. Estudos recentes evidenciam 70 genes
com expressao aumentada e 55 genes com expressao diminuida no CCEB
(Leethanakul, 2003; Ha, 2003; Ginos, 2004; Tomioka, 2006; Kondoh, 2007).

Novos fatores genéticos relacionados ao cancer tém sido descritos. Estudos
recentes tem relacionado o envolvimento de pequenos RNAs, conhecidos como
microRNA (miRNA), na regulag&o do ciclo celular, apoptose e diferenciacéo celular
(Alvarez-Garcia, 2005; Calin et al., 2006; Bandrés et al., 2006). A primeira evidéncia
de que os miRNAs estdo envolvidos na carcinogénese veio da evidéncia da perda da
expressao de dois conjuntos de miRNAs em leucemia linfocitica crénica e em cancer

de préstata (Calin et al., 2002; Garzon et al., 2006). Posteriormente, estudos
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demonstraram a ag¢do oncogénica e supressora de tumor dos miRNAs

desempenhando papel importante na carcinogénese.

O conhecimento sobre o genoma do CCEB n&do pode ser trabalhado
apropriadamente no desenvolvimento de ferramentas moleculares para o tratamento
da doenca, sem uma compreensao detalhada dos mecanismos envolvidos na
traducdo das proteinas. Como os miRNAs podem alterar a expressao da proteina
pos-transcricionalmente, o seu estudo podera iniciar uma nova era no
desenvolvimento de novos instrumentos moleculares a serem empregados no
estadiamento e tratamento desta importante doenca neoplasica que afeta a

populacao brasileira.

O objetivo do presente estudo é avaliar a expressdo dos miRNAs em amostra
de CCEB comparado com amostras de mucosa oral saudavel, assim como a

expressao desses miRNAs em amostras de sangue desses pacientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1.CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DE BOCA

O carcinoma de células escamosas (CCE) é definido como uma neoplasia
maligna derivada do epitélio escamoso, apresentando-se como um estagio final de
alteragdes no epitélio estratificado escamoso, culminando no rompimento da camada
basal e invasao do tecido conjuntivo adjacente. O carcinoma de células escamosas
de boca (CCEB) mostra aspectos clinicos variaveis, podendo apresentar-se como
uma placa branca ou vermelha, Ulceras, lesGes vegetantes ou ulcerativas (Das,
2002; OMS, 2005; Tsantoulis et al., 2007).

Histologicamente, o CCE pode apresentar células com alteragdes
morfolégicas caracterizadas por nucléolos proeminentes, hipercromatismo e
pleomorfismo nuclear, além de alteragdes na relagéo nucleo/citoplasma, disceratose,
pleomorfismo celular e nimero de mitoses elevadas e atipicas (Warnakulasuriya et
al., 2008).

O CCEB tem como principais sitios de acometimento labios, lingua, soalho da
boca e orofaringe, sendo que a sua incidéncia € maior em pacientes do sexo
masculino e com idade acima de 40 anos (Das, 2002; OMS, 2005; Tsantoulis et al.,
2007).

Devido a sua acentuada morbidade e alta taxa de mortalidade, o CCEB é
considerado bem agressivo, apresentando uma sobrevida menor que 50% em longo
prazo (Mork et al., 1998). O principal determinante para que a doenga apresente um
alto indice de mortalidade é o estagio avancado quando a doenga é diagnosticada.
Por ser assintomatico o diagnédstico precoce do cancer é bastante dificil e as lesdes
iniciais sao raramente identificadas pela maioria dos profissionais de saude (Scully,
2000).

A patogénese do CCEB esté relacionada a um acumulo de fatores genéticos,
como alteracbes em oncogenes € genes supressores de tumor além de fatores de
risco como o consumo de tabaco e alcool, além de exposicao a radiagcao, infeccéo
viral e susceptibilidade genética (Das, 2002; OMS, 2005; Tsantoulis et al., 2007).



18

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2005), o tabaco e o alcool
tém sido descritos como fatores de risco dominantes para o desenvolvimento de
les6es malignas na regido de orofaringe e boca. O uso abusivo de tabaco juntamente
com o alcool tem sido responséavel por 75% de lesdes malignas na Europa, America
e Japao (OMS, 2005).

O papel do virus do papiloma humano (HPV) tem sido bastante investigado no
CCEB. O HPV é encontrado especificamente nas células da camada basal do
epitélio da mucosa. Diferentes tipos de HPV sao descritos, dentre eles o HPV1 que
esta relacionado com infeccao de células epiteliais cutaneas, ja o HPV6, 11, 16 € 18
estao relacionados com infeccdo de células epiteliais da mucosa da cavidade oral,
orofaringe e trato genital (Ragin et al., 2007). O genoma do HPV é composto por
varios genes e regides nao codificantes que desempenham um importante papel na
replicacdo viral, transcricdo e carcinogénese. Algumas proteinas codificadas pelo
HPV possuem importante acdo oncogénica, assim como agao na regulagao do ciclo
celular e transformacao. O HPV-16 tem sido associado com carcinoma de células
escamosas da cabeca e pescogo, sendo identificado em 90% dos casos na regido de

cabeca e pescoco e em 50% dos casos da regido de orofaringe (Ha, et al., 2002).

Apesar da importancia dos fatores causais, a incidéncia do CCEB entre
pessoas expostas a esses fatores é relativamente baixa, sendo que esta neoplasia
surge apos anos de exposicado. O cancer de boca pode se desenvolver na auséncia
desses fatores de risco, evidenciando entdo a importancia da susceptibilidade do

hospedeiro e do acumulo de fatores genéticos (Scully, 2000; Das et al., 2002).

O céancer de boca se origina como consequéncia de multiplos eventos
genéticos moleculares, com consequente disturbio dos mecanismos de sinalizagéao e
regulagcao do ciclo celular e/ou alteragdes nos mecanismos de reparo do DNA e ciclo
celular. Esses eventos moleculares geram instabilidade genética e aumentam a
probabilidade de tranformacao neoplasica, podendo surgir em decorréncia da agao
de agentes quimicos, fisicos, biolégicos e também, de alteragdes que surgem
espontaneamente (Scully, 2000; Das et al., 2002).

Uma importante consequéncia desse acumulo de eventos genéticos é o
aumento da fungdo de oncogenes e inibicao da funcdo dos genes supressores de

tumor ou seus produtos que estao intimamente envolvidos na carcinogénese (Scully,
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2000; Das et al., 2002). Muitas alteragbes moleculares tém sido descritas afetando o
genoma do CCEB e relacionados com o seu desenvolvimento, como as mutagdes
nos genes supressores de tumor p53, p16, pRb e E-caderinas e nos oncogenes h-
ras e c-myc (Mithani, et al., 2007; Kannan, et al.; 2006; Ibrahim, et al. 2003; Das, et
al.,2000).

2.2.MicroRNA (miRNA)

Os miRNAs foram descobertos primeiramente em Caenorhabditis elegans por
Ambros e colaboradores (Ambros, 1993), e posteriormente em organismos
multicelulares atuando com um papel crucial na regulacdo do desenvolvimento de
plantas e animais (Lagos-Quintana, 2001; Rodriguez, et al., 2004; Ambros, 2004;
Johnson et al., 2005; Harfe, 2005; Slack, et al. 2006; Plasterk, 2006; Loa, et al,
2007).

O miRNA faz parte de uma grande familia de pequenos RNAs que néao
codificam proteinas, com aproximadamente 22 nucleotideos. O miRNA age
mediando a expressdo do gene na fase péds-transcricional, por degradagdo ou
inibicao do RNA mensageiro (mMRNA), através do pareamento parcial ou total de
bases em sitios complementares, predominantemente na regido nao traduzida 3°
(3°'UTR) do mRNA (Bartel, 2004, Chen, 2005, Gartel, 2006, Zhang B, et al., 2007).
Aproximadamente 50% de todos miRNAs estdo encaixados dentro dos introns de
genes que codificam proteinas ou RNAs transcritos que ndo codificam proteinas. Os
miRNA estdo mapeados em regides gendmicas especificas. Os genes de origem do
miRNA podem estar localizados em regides intergénicas, introns de outros genes, ou
até mesmo exons, podendo algumas vezes um transcrito codificar mais de um
miRNA. Isso sugere que um grande numero de miRNA pode estar associado a
expressao dos seus genes de origem (Garzon et al., 2006). Estudos mostram que os
miRNAs possuem a capacidade de regular de 20 a 30% de todos os genes humanos
(Ambros, 2004; Johnson et al., 2005; Harfe, 2005; Slack et al. 2006; Plasterk, 2006;
Loa et al, 2007).
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2.2.1. Biogénese dos miRNAs

Os miRNAs sao transcritos inicialmente pela RNA polimerase I, formando o
miRNA primério (pri-miRNA) com vérias bases em seu comprimento. Esses RNAs
sdo tamponados e subseglentemente clivados no nucleo pela enzima RNAse Il
endonuclease (Drosha) que libera um miRNA precursor de 60-75 nucleotideos (pre-
miRNA) (Gregory et al., 2005; Haber et al., 2006; Slack et al., 2006; Huppi et al.,
2007).

O pre-miRNA é exportado para o citoplasma pela exportin-5 e € processado
pela enzima Dicer (RNAse Ill), resultando em um miRNA maduro de 10-24
nucleotideos. O miRNA maduro € incorporado ao complexo RISC e levado a regido
alvo do RNA mensageiro (MRNA), podendo entdo desempenhar sua fungéo (Bartel,
2004; Haber et al., 2006; Garzon et al., 2006; Huppi et al., 2007).

2.2.2. Agéo dos miRNAs

Muitos miRNAs sao solitarios, porém outros podem estar arranjados em
conjuntos com grandes semelhangas em suas sequéncias. Usualmente, verifica-se
de dois a trés miRNAs em um conjunto, no entanto, grandes conjuntos tem sido
identificados (Ambros, 2004; Altuvia et al., 2005). Sendo assim, é possivel que

varios genes sejam regulados pelo mesmo conjunto.

O miRNA regula a expressao génica através de uma clivagem direta do mRNA
alvo ou inibindo sua traducao através de uma complemetariedade com a regido nao-
traduzida 3" (UTR) do mRNA alvo. No geral, os miRNAs nao apresentam
pareamento completo ao mRNA alvo, sendo que esse pareamento parcial ndo leva
a clivagem do mRNA. Neste caso, ao invés do complexo RISC clivar o mRNA, ira
ligar-se a ele impedindo sua tradugao (Bartel 2004; Osada et al., 2007). A clivagem
do mRNA se da através da presencga da proteina Arganauto 2 (Ago2) que se associa
ao complexo RISC, sendo a unica proteina humana capaz de clivar o mRNA
(Pushparaj, et al., 2008). Para ocorrer apenas o silenciamento do mRNA impedindo
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sua traducdo o complexo RISC deve estar associado a qualquer outra proteina
arganauto (Osada et al., 2007).

O miRNA, ao se incorporar ao complexo RISC associado a proteina Ago2,
pode desempenhar um papel importante no processo de transcricdo. Quando o
miRNA associado a esse complexo (RISC + Ago2) se liga a uma regiao promotora,
ele desempenha um papel de ativador da transcricdo daquele gene (Li et al., 2006;
Pushparaj et al., 2008). Porém, o exato mecanismo dessa mediacdo por miRNA no

processo de transcricao ainda é desconhecido (Pushparaj et al., 2008)

2.2.3. miRNA e Cancer

Estudo desenvolvido por Calin e colaboradores (2004) demonstrou que mais
de 50% dos genes de miRNA estdo localizados em regides genémicas associadas
ao cancer ou em sitios de fragilidade, sugerindo que o miRNA pode desempenhar

um papel importante na patogénese do cancer (Calin et al., 2004).

A primeira evidéncia de que os miRNAs estdo envolvidos na carcinogénese
vem da evidéncia da perda da expressao de dois miRNAs (mir-15a e mir-16) em
leucemia linfocitica crénica e em cancer de prostata (Calin et al., 2002; Garzon et al.,
2006). Posteriormente, estudos demonstraram a acdo oncogénica e supressora de
tumor dos miRNAs desempenhando entdo um papel importante na carcinogénese
(Zhang et al., 2006; Hammond, 2006; Slake, 2006; Hebert, 2007, Tran, 2007).

Um miRNA oncogénico (oncomirs) promove a formacdo tumoral pela
supressao negativa dos genes supressores de tumor e/ou genes que controlam a
diferenciacéo celular ou apoptose. Por outro lado, os miRNAs supressores de tumor
previnem a formacgao tumoral através da inibicdo negativa de oncogenes. Portanto, a
alta expressao de miRNA oncogénicos pode reduzir a producao protéica dos genes
supressores de tumor, assim como a perda da expressao dos miRNAs supressores
de tumor pode causar elevadas taxas de proteinas oncogénicas (Zhang et al., 2006;
Hammond, 2006; Slake, 2006; Hebert, 2007, Tran, 2007).

Estudos recentes tem avaliado a expressao de diferentes miRNAs em CCE da
cabeca e pescogo. O miRNA-21 (mir-21) ja tem sido identificado com uma acao
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oncogénica em glioblastomas, cancer cerebral e pancreético. Mais recentemente tem
sido demonstrado uma expressdo aumentada do mir-21 em CCE de cabeca e
pescoco, além da possivel envolvimento do mir-21 na regulacdo da proteina bcl-2,
alteragdes no desenvolvimento e proliferacéo celular em casos de CCE de cabeca e
pescoco (Chang et al., 2008). O mir-21 esta com expressao aumentada também em
outros alteragbes malignas, sugerindo que o mir-21 pode ser um miRNA especifico
do cancer (Tran et al., 2007).

Expressao diminuida do mir-494 foi encontrada em casos de CCE de cabeca
e pescoco, sendo que este mirRNA esta localizado no cromossomo 14932.31 que é
uma regido reconhecidamente deletada nestes tumores (Chang et al., 2008).
Expressao diminuida do mir-184 foi encontrada no CCEB (Wong et al.,2008). Por
outro lado, estes autores observaram nivel aumentado deste mirRNA no plasma,

com reducao apds a remogao do tumor.

Tran et al. (2007) evidenciaram alteracdo na expressao de 54 miRNAs no
CCE de cabeca e pescoco, dentre eles 31 e 21 mostraram expressao aumentada ou
diminuida, respectivamente. O mir-205 mostrou expressao aumentada no CCE de
cabeca e pesco¢o quando comparado com outros tipos de cancer, evidenciando que
o mir-205 pode estar superexpresso exclusivamente no CCE (Tran et al., 2007).

2.2.4. miRNA Let-7a

O miRNA Let-7a (let7a) foi o primeiro miRNA identificado em Caenorhabditis
elegans. Esta familia esta altamente conservada em nemat6deos, camundongos e
humanos. O gene do mir-let7a esta localizado no cromossomo 9922.3, porém tem
sido também evidenciada sua presenca em diferentes cromossomos (Osada et al.,
2007). Este miRNA esta frequentemente relacionado com o desenvolvimento de
diferentes tumores solidos, como em céancer de pulmao, cérebro e gastrico, agindo

como um gene supressor de tumor classico (Osada et al., 2007; Zhang et al., 2007).

O let7a tem sido considerado como tendo importante papel na patogénese do
cancer de pulmédo. Evidéncias emergentes sugerem que o miRNA let-7 pode
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controlar o desenvolvimento do cancer de pulmao (Zhang et al., 2007). A expressao
do miRNA Let-7 esta freqlientemente reduzida e essa reducao esta associada com a
sobrevida, independente do estadgio da doenca. Além disso, a alta expressdo do
miRNA Let-7 inibe o desenvolvimento tumoral em casos de adenocarcinoma
(Takamizawa et al., 2004).

A expressao do H-ras e c-myc é regulada negativamente pelo Let-7 através da
ligacdo no mRNA impedindo sua tradugao (Johnson et al., 2005). O H-ras e MYC sao

oncogenes importantes na patogénese do CCEB.

H-ras e c-myc estdo entre as proteinas importantes relacionadas com a
carcinogénese. No estagio inicial do carcinoma, é observado uma expressao alterada
do c-myc, bem como de outras proteinas como p53, ciclina D1 e Ki-67. Com a
progressao para estagios avangados, um aumento significante da expressao do c-
myc € observado, além de uma expressao alterada da H-ras. Estes dados sugerem
que a desregulacdao do H-ras e c-myc contribui para o processo da carcinogénese
oral (Shah et al., 2007).

Marcadores moleculares, dentre eles o c-myc, podem ser utilizados para
predizer o risco para displasia. Dentre alguns marcadores o mais significante para
predizer um risco de progressao para um estagio avancado do cancer é o EGFR
seguido do H-ras e c-myc. O aumento da expressao do fator de crescimento EGFR é
sustentado pela expressdo do c-myc e alteragdes na expressdo de outros
oncogenes, levando a uma transformacao maligna. Ja foi observada uma significante
correlacao entre EGFR e c-myc em estagios avangados de tumores orais. Além do c-
myc, o H-ras também esta relacionado com o EGFR na progressao tumoral
(Kalyankrishna et al., 2006; Shah et al., 2007).

A via EGFR-ras possivelmente pode inibir a expressdao assim como estar
envolvido na superexpressao da ciclina D1, o que sugere que o H-ras funciona como
um oncogene em tumores malignos (Sathyan et al., 2006). Porém foi demonstrado
que o oncogene ras sO induz transformagcdo em cooperagdo com outros oncogenes
como 0 c-myc ou quando genes supressores de tumor como p53 ou p16 estao

inativados (Serrano et al., 1997).
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2.2.5. MicroRNA miri15a

O miR-15a (mir15a) faz parte de uma familia de miRNAs que representam a
primeira evidencia do envolvimento de miRNA no cancer. Este miRNA juntamente
com o miR-16-1, que faz parte da mesma familia, foi primeiramente evidenciado em
casos de leucemia linfocitica crénica (LLC) e posteriormente em cancer de préstata
(Calin et al., 2002; Zhang et al., 2007). Este miRNA esta localizado no cromossomo
13q14.3, regido deletada na maioria dos casos de LLC. Uma analise mais detalhada
indica que o mirit5a e o mir16-1 sdo os unicos miRNAs presentes nessa regiao
perdida em LLC, sendo observada expresséo ausente ou diminuida dos mesmos na
maioria dos casos (Calin et al.,, 2002). Um delecdo e translocacdo desses dois
miRNAs, bem como sua baixa expressao, € encontrada em 65% dos pacientes com
LLC. Uma mutacdo germinativa no precursor primario do miri5a e mir16-1 estd
associada com os baixos niveis de expressdao do miRNA e pode estar associada com
a delegéo do alelo normal (Cimmino et al., 2005).

Foi evidenciado que o bcl-2 é um alvo do mir15a, sendo que este miRNA
regula negativamente o bcl-2 na fase pés-transcricional. Em casos de LLC, a
expressao do mir15a é inversa a expressao do bcl-2. Isto sugere que o mir15a pode
ser utilizado como ferramenta terapéutica em casos de tumores que apresentam uma

superexpressao da bcl-2 (Cimmino et al., 2005; Zhang et al., 2007).

A proteina blc-2 inibe morte celular e facilita a sobrevivéncia da célula. A
expressdo de bcl-2 em neoplasias humanas, como neuroblastoma, linfomas e
carcinomas, sugere que essa oncoproteina possui um papel importante na
patogénese de neoplasias. Alta expressdo dessa oncoproteina em casos de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e de cavidade oral é relatada
(Singh et al., 1998). O bcl-2 tem sido encontrado superexpresso em varios canceres
humanos e sua expressao aberrante pode estar relacionada com varias mudancgas
moleculares, além de inibicdo da apoptose, contribuindo assim para a carcinogénese
(Zhang et al., 2009).

A bcl-2 esta localizada no citoplasma de células do CCEB, sendo a sua

imunoexpressdo infreqiente na mucosa normal, podendo ocasionalmente ser
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visualizada em células da camada basal (Zhang et al., 2009). Bcl-2 pode ser
considerado como um marcador da transicdo para o cancer (Singh et al., 1998),
sendo que a sua expressao tem sido relacionada com lesdes mais agressivas,
metastaticas e de prognostico ruim (Zhang et al., 2009).

No presente trabalho escolhemos inicialmente estudar a expressdo dos
miRNAs Let7a e miri5a por estarem diretamente relacionados com diversas
neoplasias e estarem localizados em sitios de fragilidade que frequentemente estao
alterados no cancer. Além disso esses miRNAs estado diretamente relacionados com
oncoproteinas envolvidas no CCEB, como H-ras, c-myc e bcl2.
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3. OBJETIVO
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Baseado na escassez de estudos com miRNA em CCEB e sua importancia no

controle de importantes proteinas envolvidas na carcinogénese dessa lesdo, os

objetivos do nosso trabalho séo:

1.

Comparar a expressao dos miRNAs let-7a e miri5a no CCEB com mucosa oral

normal, relacionando com o estadiamento do tumor.

Comparar a expressao dos miRNAs let-7a, miri5a no sangue de pacientes com
CCEB com sangue de pacientes saudaveis, relacionando com o estadiamento do

tumor.

Comparar a expressdao do miRNAs let-7a com a expressao das proteinas h-ras e
c-myc, assim como a expressao do mir15a com a expressao da proteina bcl-2 em
amostras de CCEB.
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4. METODOLOGIA
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O projeto foi primeiramente submetido e aprovado pela Camara do
Departamento de Clinica, Patologia e Cirurgia Odontolégica da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e, posteriormente,
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(COEP/UFMG), obedecendo ao exigido pela legislacdo brasileira, conforme as
resolucoes CNS n® 196/96 e 304/00 do Conselho Nacional de Saude, sobre
Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos,
parecer n® ETIC518/07 (Anexo A).

Inicialmente, foi realizado um levantamento dos principais genes com
expressdo alterada e envolvidos com o crescimento, atividade supressora ou
angiogénica, acao invasora ou atividade metastatica no CCEB (Leethanakul, 2003;
Ha, 2003; Ginos, 2004; Tomioka, 2006; Kondoh, 2007). Simultaneamente, foi
realizado uma busca de todos os miRNAs ja descritos em humanos através do
banco de dados miRBase:sequences release12.0 (http://microrna.sanger.ac.uk). Em
seguida, as informagbes foram cruzadas, levantando todos os miRNAs
possivelmente relacionados com a expressao dos genes alterados no CCEB através
de consulta ao banco de dados TargetScan 4.0 (http://www.targetscan.org). Dentre
os 263 miRNAs listados, selecionamos para o nosso estudo aqueles que estdo
associados com a regulacdao de 10 ou mais genes com expressao alterada em
tumores localizados ao longo do trato digestivo superior e respiratério. Como critério
adicional buscamos selecionar apenas miRNAs potencialmente relacionados com
uma ou mais proteinas que apresentam expressdo aumentada ou diminuida no
CCEB. Apés estas etapas, os seguintes miRNAs candidatos foram escolhidos: hsa-
let-7 e hsa-miR-15.

Para avaliar a expressao dos miRNAs (let7a e miri15a) foi realizado um estudo
do tipo transversal experimental. O grupo caso foi composto por individuos que
apresentavam diagnéstico clinico e histopatolégico de CCEB e o grupo controle por
individuos saudaveis nao portadores de condigdes patoldgicas relevantes.
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4.1. AMOSTRAS

Para a coleta das amostras o paciente e/ou responsavel foram esclarecidos
sobre o0s objetivos da pesquisa e solicitados a assinatura de um termo de
consentimento livre e esclarecido para a participagdo na pesquisa (Anexo B / Anexo
C). O paciente s6 participou da pesquisa apds leitura e assinatura, de livre e
espontanea vontade, desse documento.

Como critérios de elegibilidade foram incluidos no estudo os pacientes com
diagnostico clinico e histopatolégico de CCEB. Foram excluidos os individuos que
nao concordarem em participar do estudo, individuos debilitados pela doenca e
individuos portadores de outras doengas. Fragmentos de mucosa normal obtidos de
individuos voluntarios durante cirurgias de doencas néao-neoplasicas foram utilizados

como controle.

As amostras foram coletadas em RNAHolder (BioAgency Biotecnologia, SP,
Brasil), divididas em dois fragmentos onde um fragmento foi colocado em
formoldeido 10% e incluido em parafina, o outro fragmento mantido congelado a -
80°C até a extracdo do RNA. Todos os casos foram analisados por dois patologistas
bucais para confirmagédo do diagnéstico. As amostras de sangue foram coletadas no
momento do procedimento cirdrgico em tubo contendo anticoagulante EDTA. Foram
incluidas no estudo 20 amostras de CCEB e quatro amostras de mucosa oral
saudavel (Tabela 1).
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Tabelal: Amostras de carcinoma de células escamosas de boca (CCEB
incluidas no estudo

Género  Idade Localizacédo TNM Estadiamento
1 M 56 Trigono retromolar e tuber T2N2MO \Y)
2 M 55 Assoalho de Boca T3NOMO ]
3 F 61 Lingua T4N2MO v
4 M 49 Assoalho de Boca T3NOMO 1]
5 M 51 Lingua T2NOMO Il
6 F 68 Lingua T4N1MO v
7 M 56 Trigono retromolar T4NOMO \Y)
8 F 41 Lingua + trigono retromolar T3NOMO ]
9 M 59 Gengiva + assoalho de boca  T4NOMO \Y)
10 M 55 Trigono retromolar T4N1MO v
11 M 44 Assoalho de Boca T4NOMO \Y)
12 M 37 Assoalho de Boca T4NOMO \Y)
13 M 59 Lingua T2NOMO Il
14 M 74 Gengiva T4MOMO v
15 F 50 Assoalho de Boca T2NOMO Il
16 M 73 Trigono retromolar T2NOMO Il
17 M 72 Assoalho de Boca T4N3MO \Y)
18 M 61 Assoalho de Boca T2NOMO Il
19 M 68 Lingua + trigono retromolar T3NOMO ]
20 M 73 Gengiva T4NOMO v

4.2. EXTRAGCAO DO RNA

O tecido foi macerado em recipiente especifico com nitrogénio liquido e
posteriormente com um Tissue Grinder (Kontes, Vineland, NJ, USA) em Trizol, e a
extracdo realizada segundo o protocolo recomendado pelo fabricante do reagente
Trizol (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CA, USA). Foi adicionado 200 pl
de cloroférmio (Merk, Inc., Whitehouse Station, NJ, USA), sendo a mistura agitada
em vortex por 15 segundos e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente (TA),
em seguida centrifugada por 15 minutos a 12.000 x g (rcf) a 4°C. Apéds a

centrifugacao foi observada a separacao de trés fases: vermelha (fase orgénica)
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composta pelo fenol-cloroférmio, uma interfase e uma fase aquosa incolor onde esta
presente 0 RNA. A fase aquosa foi removida cuidadosamente e transferida para
outro tubo. Para precipitagdo do RNA presente na fase aquosa foi adicionado 500 pl
de élcool isopropilico (Merk, Inc., Whitehouse Station, NJ, USA), sendo entédo
homogenizada e incubada por 10 minutos a TA e centrifugada por 15 minutos a
12.000 x g (rcf) a 4°C. Foi formado entdo um pellet contendo o RNA precipitado. O
liqguido sobrenadante foi eliminado e entdo o RNA foi lavado com a adi¢céo de 1 ml
de alcool etilico 75% (Merk, Inc., Whitehouse Station, NJ, USA) e centrifugado por 5
minutos a 12.000 x g (rcf) a 4°C, o sobrenadante foi eliminado e o RNA deixado
secar por 5 a 10 minutos a TA. Apds seco o RNA foi ressuspendido em 20 ul de

agua DEPC, aliquotado e armazenado a temperatura de -80°C.

O sangue foi processado com o objetivo de separar a parte celular do sangue.
Posteriormente o material foi submetido a extragdo de RNA segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante do reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies, Inc.,
Carsbad, CA, USA), como descrito acima.

As amostras de RNA foram submetidas a quantificacdo através da
espectrofotometria e a pureza considerada foi de 1,9 a 2,0 (leitura 260/280)
(BANDRES et al., 2006). A concentragdo de RNA foi calculada da seguinte forma:
[RNA (g/mL)] = A x Ao x diluigdo, onde, “A” é uma constante definida como a
capacidade intrinseca do material analisado de absolver luz em um determinado
comprimento de onda, sendo para o RNA igual a 40. Azg € a leitura da amostra no
comprimento de onda de 260 nm. A diluicdo aplicada foi de 50, que corresponde

quantas vezes a amostra foi diluida para ser feita a leitura.

O RNA (1pg) entao foi aplicado em gel de acrilamida 15% para verificagao da
sua qualidade. O gel foi confeccionado respeitando as seguintes proporgdes: 7,2 g
de Uréia, 1,5 ml de 10X TBE, 5,6 ml Acrilamida 40% (acrilamida:bis acrilamida =
19:1), H20 livre de nuclease para 15 ml, 75 ul TAE (persulfato de aménio 10%) e 15
ul de TEMED. Foi adicionada a amostra Gel Loading Buffer Il (Ambion, Foster city,
CA, USA) em igual volume aquecido a 95°C por 5 minutos e submetido a
eletroforese a 30-45 mA. Posteriormente, o gel foi revelado em solugcao brometo de
etidio por 5 minutos, lavado por 5 minutos em 1x TBE e analisado em
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transluminador de UV. Foram observadas duas bandas distintas repressentando o
RNA ribossomal 28S e 18S, confirmando a integridade e qualidade do RNA.

4.3.SINTESE DE cDNA - TRANSCRIGCAO REVERSA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA extraido das amostras, via
transcri¢do reversa utilizando um Kit especifico para miRNA (TagMan MicroRNA RT,
Applied Biosystems Foster City, CA, USA). Foram utilizados RT primers para cada
microRNA estudado permitindo a conversdao do fragmento especifico
correspondente ao miRNA de interesse. Esse método se baseia na utilizagdo de um
primer com estrutura do tipo stem-loop (Chen et al., 2005). Essa conformacéao foi a
solugao para solucionar um ponto critico em relagdo a deteccado do miRNA maduro,
que é o seu pequeno tamanho. O stem-loop do primer possui uma especificidade
para apenas o miRNA maduro permitindo a formac¢ao de uma jungao primer-miRNA,
estedendo a extremidade 5do miRNA. Esse processo resulta em um amplicon
maior, permitindo o uso de um TagMan Assay™ para quantificar a expressdo do
miRNA por PCR quantitativo em Tempo Real. Além disso, o fato de o TagMan
Assay™ possuir dois primers e uma sonda para PCR faz também com que o ensaio
seja altamente especifico, sendo capaz de distinguir miRNAs com alta similaridade
entre si, até mesmo quando ha diferengcas de apenas uma base entre eles. As
condi¢oes de reagao foram de 16° por 30 minutos, 42° por 30 minutos, 85° por 5
minutos e 4° - hold «, para volume final de 15 pl.

4.4.PCR EM TEMPO REAL —gPCR

A PCR quantitativo em tempo real é empregada para inferir a quantidade
inicial de um determinado produto através do comportamento da cinética de
amplificagdo. Essa andlise se d4 através da detecgdo de um sinal fluorescente a
cada ciclo de amplificacdo, sendo coletadas informacdes a cada ciclo. Para essa
andlise é estabelecido um limiar de detecgao (Threshold), que consiste em um ponto
de referéncia onde todas as amostras possuem a mesma intensidade fluorescente.
Para se estabelecer uma base de comparagao entre as amostras utiliza-se o valor de

Ct (Threshold cycle) onde cada curva de amplificacao atravessa o Threshold.
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Para que seja possivel a deteccdo do aumento de produto de uma PCR ao
longo de cada ciclo através da fluorescéncia é preciso marcar o fragmento
amplificado com alguma molécula fluorescente. Para essa marcagdo utiliza-se
basicamente dois sistemas de deteccdo, o0 SYBR™ Green e TagMan™. O SYBR™
Green emite sinal fluorescente ao intercalar com DNA dupla-fita, enquanto que no
TagMan™ a fluorescéncia depende do anelamento de uma sonda especifica entre os

dois primers, sendo mais preciso.

Existem basicamente dois tipos de quantificagdo, a quantificacdo absoluta
onde se obtém valores numéricos como numero de cépias ou nanogramas de DNA.
A quantificagdo relativa consiste na comparagédo entre os Cts de cada amostra,
sendo os resultados apresentados em ordem de grandeza. Essa técnica tem sido
amplamente empregada em estudos de carga viral, transgénicos, expressao génica
e de miRNA.

4.4.1. PADRONIZAGAO DAS REACOES DE PCR EM TEMPO REAL

4.4.1.1. Escolha do endbgeno

Para a escolha do endogeno foram testados trés miRNAs (U47, RNU44 e
RNU48) que apresentam expressao regular em diferentes tecidos, conforme
sugestao do fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Foi realizado um teste em amostras de carcinomas de células escamosas de
boca e amostras de mucosa oral saudavel. As amostras foram submetidas ao
mesmo processo de extracdo de RNA, tratamento com DNAse e transcrigéo reversa,
e entdo realizado o PCR em tempo real para verificacao da cinética de amplificagéo

dos miRNAs enddgenos nos diferentes tecidos.

4.41.2. Teste de eficiéncia

Apos a selegdo do enddgeno, se torna necessario verificar a eficiéncia de

amplificagdo do endégeno em relagdo ao miRNA alvo que sera estudado. Para se
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obter a eficiéncia de amplificagdo € utilizado o valor de slope que corresponde a
inclinacao da reta passando por diferentes pontos de diluicdo, sendo o valor ideal
igual a -3,33 e o valor de R? que deve ser aproximadamente 0,99. O valor de
eficiéncia tem que variar entre 88 e 105%.

Foram realizadas diluicbes seriadas de uma solucdo de estoque com
concentragdo conhecida, onde se obtém duas séries com 6 pontos, uma diluicao
seriada 1:2 (100 ng - 50ng - 25 ng - 12,5 ng - 6,25 nQ) e diluicdo seriada 1:10 (100 ng
—10ng-0,1 ng—0,01 ng— 0,001 ng) e a variacao de Ct (Threshold cycle) esperada

é de 1 e 3,3 respectivamente.

4.4.2. QUANTIFICACAO

Para a deteccao da expressdao do miRNA foi utilizado o Step-One Real-time
PCR 48-well plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) através da

quantificagdo relativa pelo método 2744t

e os resultados apresentados em Log10
(Livak & Schmittgen, 2008). Os miRNAs analisados foram hsa-let-7a e hsa-mir-15a
(TagMan® MicroRNA Assays, Applied Biosystems) e hsa-U47, hsa-RNU44 e hsa-

RNU48 que sdo miRNAs controles recomendados pela Applied Biosystems.

A reacao foi realizada utilizando TaqgMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e as condigbes de reagao foram
estabelecidas seguindo as recomendacdes do fabricante (95°C por 10 minuto, 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto) com volume final de 20 pl, e

todas a amostras em triplicata.

O nivel de expressao foi determinado baseando-se no Ct do endbégeno que
posteriormente era utilizada para normalizar o Ct da amostra estudada. Com o valor
normalizado foi realizado entdo a comparacao com o calibrador escolhido. Esse
valor entdo foi aplicado & férmula 222! (Livak & Schmittgen, 2008). O calibrador foi
composto por um mistura de 4 amostras de mucosas orais coletadas de pacientes
gue nao apresentavam nenhuma condigao neopléasica.

O método Ct comparativo (222!

€ um método de quantificagéo relativa que
descreve a mudanga na expressao de um gene alvo em um grupo de amostra

estudada, normalizada com um gene constitutivo, comparado com um grupo de
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referéncia (Applied Biosystems User Bulletin N°2 — P/N 4303859 - Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Andlises utilizando o método 222! tem sido
amplamente utilizadas em estudos de expressao génica (Schmittgen, 2008).

4.5. IMUNO-HISTOQUIMICA

Os cortes foram desparafinizados em Xilol (CgH1o) por 18 hrs. e reidratados
gradativamente por 5 minutos em Etanol 100%, 95% e 80%. Posteriormente os
cortes foram tratados com hidroxido de aménio 10% em etanol a 95% por 10 minutos
e lavado 7 vezes em &agua destilada. A recuperagao antigénica foi realizada com a
solugdo recuperador de antigeno (DAKO® Target Retrieval Solution, pH 6,0 Dako®
Corporation, Carpinteria, CA, USA). As amostras foram aquecidas na solucdo a 95°C
por 30 minutos na panela elétrica a vapor, posteriormente resfriada vagarosamente
em temperatura ambiente e lavada em 5 banhos de agua destilada. Para bloqueio da
peroxidase endogena foi realizado dois banhos de 5 minutos em solu¢gao de metanol
+ peréxido de hidrogénio 20 v (1:1). As amostras foram lavadas em agua destilada e

posteriormente em solugcéo de TRIS-HCI (ph=7.4) em trés banhos de 5 minutos.

A incubacao primaria foi realizada por 30 minutos em temperatura ambiente,
sob agitacdo leve, com os anticorpos bcl2, diluicdo 1:20 , Clone 124 (Dako®
Corporation, Carpinteria, CA, USA), c-myc, diluicdo 1:75, Clone 3C117 (Santa Cruz®
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), e h-ras, diluicao 1:20, Clone F235 (Santa
Cruz® Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). Apés lavagem com TRIS-HCL, foi
realizada incubagdo com o sistema Envision (Dako® Corporation, Carpinteria, CA, USA)

por 30 minutos em temperatura ambiente, sob agitacéo leve.

A revelacado foi realizada com solugdo de diaminobenzidina (Sigma, St Louis,
MO, USA) com perdxido de hidrogénio 10% e a contra coloragdo com hematoxilina de
Mayers. Cortes sem o anticorpo primario foram utilizados como controle negativo.
Apenas os cortes contendo areas de tumor suficientes para avaliagdo foram
considerados. Dois patologistas experientes avaliaram os cortes e classificaram as
reagbes de acordo com o numero de células positivas (0, marcagao negativa; +1, 0-
25% de células positivas; +2, 25-50% de células positivas; +3, mais de 50% de
células positivas).
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4.6. Analise estatistica

Foram realizados os testes ndao paramétricos Mann-Whitney ou Correlacao de
Spearman quando aplicaveis, para investigar a possivel relacdo ou correlagao entre
as variaveis. Valores de p<0.05 foram considerados significativos. A analise

estatistica foi realizada com ajuda do pacote estatistico BioEstat versao 4.0.
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5. RESULTADOS
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5.1.Eficiéncia (Eff%) e escolha dos enddgenos

Ao verificar a expressao dos miRNAs enddgenos (U47, RNU44 e RNU48) em
amostras de CCEB, mucosa oral normal e sangue foi observada uma expressao
homogénea dos endégenos RNU44 e U47 entre o grupo caso e controle, o que nao
foi observado para o endégeno RNU48 (Figura 1 ). Baseado nesses resultados, para
o estudo foram utilizados os endégenos RNU44 para o tumor e U47 para o sangue.
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Figura 1 — Expressdo dos miRNA enddgenos RNU44, RNU48 e U47 em casos de
carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) e mucosa oral normal. O RNU48

nao apresentou amplificacdo homogénea entre o grupo caso e controle.

A eficiéncia entre os enddgenos escolhidos e o miRNA alvo mostrou-se
préximo a 100%, revelando uma melhor dinamica de amplificacéo e capacidade total
do kit de transcricao reversa (Figura 2). A mesma eficiéncia foi observada no teste
das diluicbes seriadas, onde foi observado uma diferenca de aproximadamente 3,3
ciclos (CTs) para as diluicdes 1:10 para o endégeno RNU44 nos experimentos com

tumor (Figura 3) e para o endégeno U47 para o experimento com sangue (Figura 4).



40

2 2 4 B WM 12 W OB W N 2 N OE 3 ¥ R N X2 BN 8

Cycle

B miRNAendégenc @ miRNAalvo

Figura 2 — Curva de amplificagéo do teste da eficiéncia do miRNA enddégeno RNU44

e do mirBRNA alvo let7a com diluigdes seriadas.
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Figura 3 — Eficiéncia de amplificacdo de aproximadamente 100% do microRNA

(miRNA) endégeno RNU44 com dilui¢cdes seriadas (1:10).
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Figura 4 — Eficiéncia de amplificagdo de aproximadamente 100% do microRNA
(miRNA) enddgeno U47 com diluigdes seriadas (1:10).

5.2. Expressédo do miRNA mir15a

Na figura 5 podemos observar o nivel de expressao do miri5a no tumor e no
sangue de pacientes com CCEB, comparado com mucosa normal e sangue de
pacientes saudaveis, respectivamente. Nas amostras estudadas, a maioria das
lesbes (87,5%) apresentou expressdo aumentada do miri5a e niveis baixos de
expressao foram observados em algumas amostras de sangue de pacientes com
CCEB (35,2%) (Figura 5).
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Figura 5: Quantificagdo relativa (244"

do mirit5a em carcinoma de células
escamosas de boca (CCEB). Foi observada uma expressao diminuida do mir15a em

algumas amostras de sangue e superexpressao na maioria das amostras do tumor.

A mediana da express&o do mir15a em tumores em estagio inicial (I, Il, 1ll) ndo
se mostrou diferente quando comparada com o estagio avangado (IV) (p=0,848).
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada quando a expressao
do mir15a foi avaliada em relagdo ao tamanho do tumor (p=1,00).

Todos os casos em estagio avancado (estagio IV) apresentaram expressao
diminuida no sangue quando comparados com tumores em estagios iniciais (1, Il e 1l1)
(p=0,006) (Figura 6), assim como naqueles que apresentavam metastase regional
(p=0,010) (Figura 7). A expressdo do miri5a no sangue foi mais baixa do que no
tumor (p=0,034).
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Figura 6 — Quantificacdo relativa (2°) do miri5a no carcinoma de células
escamosas de boca (CCEB) no estagio I-lll comparado com estagio IV. Baixa

expressao do mir15a foi observada no sangue de pacientes com tumores no estagio
IV (p=0,006).
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Figura 7 — Quantificacdo relativa (2°") do mirt5a no carcinoma de células
escamosas de boca (CCEB) sem metéastase regional (N-) comparado com
metastase regional positiva (N+). Baixa expressao do mir15a foi observada nos

casos com metastase regional (p=0,010).
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5.3.Imunolocalizag¢édo da proteina bcl-2

As reagbes de imuno-histoquimica para a proteina Bcl-2 mostraram poucas
células neoplésicas e estromais com marcacao nuclear (Figura 8). Na maioria dos
casos estudados a imunoexpressdao da oncoproteina Bcl-2 se mostrou negativa
(escore=0), sendo positiva em apenas quatro casos com marcacao fraca e focal
(escore=1).

Figura 8: Imunolocalizagédo da proteina Bcl-2. Observa-se marcagdo nuclear em

algumas células tumorais e em linfécitos (Sistema Envision, aumento 400x)

A maioria dos casos que nao apresentaram imunoreatividade para a Bcl-2
mostrou uma expressdo aumentada do mir15a. Além disso, foi observada uma
expressao diminuida do mir15a nos casos que apresentaram imunoreatividade

positiva. Porém essa relagdo ndo se mostrou estatisticamente significativa (p=0,624).
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5.4.Expressédo do miRNA let7a

Expressdo aumentada do miRNA let7a foi observada em 13 casos (61,9%),
sendo diminuida em outros 7 casos (38,1%), quando comparados com mucosa oral
normal. Apesar da maior expressao do let7a nos tumores maiores (T3 e T4) quando
comparados com tumores menores (T e T,), esse resultado ndo se mostrou
estatisticamente significativo (p=0,05) (Figura 9). A expressao do let7a também nao

teve associacao com metastase regional e o estadiamento.
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Figura 9 — Quantificagdo relativa (222

do Let7a no CCEB. Foi observada uma
tendéncia de maior expressao do Let7a em tumores maiores (T3 e T4) quando

comparados com tumores menores (T1 e T2).

Foi observada uma expressao do let7a diminuida em amostras de sangue na
maioria dos 18 casos analisados em relacdo ao sangue normal, mostrando uma
expressao inversa ao resultado encontrado com as amostras de tumor (Figura 10).

Apesar disso, ndo foi observada correlagao entre a expressao do let7a no tumor com
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0 sangue (p=0.643). Nao houve também associacao entre a expressao do let7a e a
presenca de metastase ou estadiamento.
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Figura 10 — Quantificagdo relativa (222" do Let7a. Foi observada uma expressao

diminuida do Let7a na maior parte das amostras de sangue e superexpressao no
tumor.

Nao foi observada uma relagédo significativa entre a expressao do miri5a e

Let7-a nas amostras de sangue e tumor.

5.5.Imunolocalizagdo das proteinas c-myc e ras

As reagbes de imuno-histoquimica para as proteinas c-myc e ras mostraram
numerosas células neoplasicas e estromais com marcagao citoplasmatica, além de

ocasionais células do tumor com marcagao nuclear (Figura 11 e 12).
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A maioria dos casos analisados apresentou imunoreatividade positiva para a
oncoproteina c-myc, variando de um padrao de marcacdo moderado a forte (escore
3 e 2) (Figura 11). Nenhum caso apresentou imunoreatividade negativa. Os casos
que apresentaram padrdo de marcagao fraca mostraram niveis altos de expressao
do miRNA let7a, porém essa relagcdo ndo se mostrou estatisticamente significativa
(p=1,000).

Figura 11: Imunolocalizagdo da proteina c-myc. Nota-se marcagao citoplasmatica
em numerosas células neoplésicas. Ocasionais células do tumor mostraram

marcagao nuclear. (Sistema Envision, aumento 400x)

A maioria dos casos apresentou imunomarcagdo para o ras variando do
escore de 1 a 3 (Figura 12). A expressdo do let7a nos casos com escore 1

comparado com escore 3 nao mostrou diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 12: Imunolocalizagdo da proteina ras. Nota-se marcagédo citoplasméatica
em numerosas células neoplasicas. Ocasionais células do tumor mostraram

marcacao nuclear. (Sistema Envision, aumento 400x)
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6. DISCUSSAO
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Tran et al. (2007) investigaram 261 miRNA maduros em cultura de células de
cancer de cabeca e pescogo utilizando a técnica de Microarray. Os autores
encontram uma superexpressdo de 33 miRNAs e 22 mostraram baixa expressao.
Cultura de células cancerosas da cabecga e pescogo demonstraram superexpressao
do miR-205r (Jiang et al., 2005). Uma importante limitacdo desses estudos € o uso
de cultura de células para investigagcao, pois a expressdao de um miRNA em uma
cultura de células pode ndo demonstrar um mesmo padrdao de um tumor original. De
acordo com 0s mesmos autores, a condicdo de crescimento in vitro inclui a inclusao
de soro bovino e substancias sintéticas que podem afetar o padrao de expressao do

miRNA em linhagem de células tumorais humanas (Gaur et al., 2007).

Evidéncias sugerem que os miRNAs podem controlar o desenvolvimento
tumoral ou desempenhar um papel critico na patogénese através da regulacdo da
proliferacdo celular e apoptose. A associagdo de miRNA com a expressédo de
importantes oncogenes como bcl-2, c-myc e ras suporta um papel chave para essas
pequenas moléculas no cancer humano.

Diminuicdo ou perda de expressdao do mir15a foi demonstrada em leucemia
linfocitica crénica (Calin et al., 2002). O Bcl-2 € um importante alvo do miri5a e
mir16 e esses miRNAs possuem a habilidade de inibir a expressdo dessa proteina
antiapoptética e consequentemente induzir apoptose em cultura de células (Cimmino
et al.,, 2005). Considerando que o CCEB mostra expressdo alterada do Bcl-2
(Camisasca et al., 2009), decidimos investigar a associacao entre esse miRNA e a
proteina alvo, juntamente com o seu impacto no estagio clinico. Foi observado um
aumento na expressdo do miri5a na maioria dos casos de CCEB, que poderia
explicar a auséncia de imunomarcacgao para o Bcl-2. Porém, nao foi observada uma
associagao entre este miRNA com o numero de células positivas para esta proteina
antiapoptética. A auséncia desta associagao pode ser explicada por outras proteinas
ou reguladores do Bcl-2, que ndo o miR15a, que podem ter uma influéncia na
expressao do Bcl-2. Por exemplo, a expressdo da Bcl-2 pode ser regulada pela
tirosina quinase que pode regular a apoptose e inibir a expressao do Bcl-2. A
fosforilagdo da Bcl-2 pode ser outro mecanismo regulatorio da expressdo da
proteina (Ohigashi et al.,2000).



51

No presente estudo ndo foi encontrada nenhuma associacdo entre a
expressao do mirt5a em CCEB e o estagio do tumor, tamanho e metastase regional.
Uma expressdo reduzida do miri5a foi encontrada em amostra de sangue de
pacientes com estagio clinico avangado do tumor (Estagio IV) quando comparados
com os estagios iniciais (Estagio I-1ll) e em casos com metastase regional. Perda de
heterozigozidade da regido 139.14.3, onde esta localizado o mir15a, foi previamente
descrita no CCEB e esta relacionada com metastase regional (Ogawara et al.,
1998). Essa evidéncia suporta a importancia do cromossomo 13qg na patogénese do
CCEB. Esses achados sugerem que a expressao desse miRNA supressor de tumor

no sangue de pacientes com CCEB pode estar associado com o estagio do tumor.

Considerando a metodologia utilizada no presente estudo, ndo € possivel
estabelecermos a origem do mir15a encontrado no sangue. Possiveis fontes
secretoras deste miRNA incluem leucdcitos circulantes, células tumorais circulantes
ou produto de células neoplasicas que tenham alcangado a circulagdo. Uma possivel
consequéncia da queda na expressdo do mir15a no sangue dos pacientes com
CCEB pode ser o aumento na expressao de Bcl-2 nas células tumorais circulantes
potencialmente metastaticas. Esta hipétese, entretanto, necessita ser comprovada
por novos estudos.

Nao foi encontrada uma associacao entre a expressao do let7a e o estagio do
CCEB. Expressao reduzida do let7a esta significamente associada com a sobrevida
em pacientes com cancer de pulmao (Takamizawa et al., 2004). Posteriormente, foi
evidenciado que a superexpressao do let7a resulta na inibicdo do desenvolvimento
do cancer de pulmao (Takamizawa et al., 2004), assim como o desenvolvimento do
cancer de colo (Akao et al., 2006). Estudos recentes tem mostrado uma associacao
entre a expressdo de miRNAs, como o let7a e mir205, com a severidade e
prognaostico ruim em pacientes com cancer de cabeca e pescogo (Childs et al., 2009;
Chang et al., 2008). Nossos achados nao confirmam o papel supressor de tumor do
let7a na patogénese do CCEB.

O miRNA let7a regula negativamente a expressao da oncoproteinas ras e c-
myc através da ligagdo ao mRNA resultando em repressao da tradugao (Johnson et
al., 2005). No cancer de pulméo, niveis reduzidos do let7a foram observados

juntamente com um aumento na expressao da proteina ras (Takamizawa et al.,
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2004). A presenca de qualquer variante da ras pode estar significamente associada
com um prognostico ruim do CCE da cabeca e pescoco, e esse prognostico é pior
em casos de cancer oral (Christensen et al., 2009). Estudos da expressao do ras em
CCE da cabeca e pescogo tém indicado que o ras pode promover seu
desenvolvimento, e a presenca da proteina ras pode estar associado com um
estagio avangado do tumor e aumento de tamanho (Perez-Ordoriez et al., 2006). A
maioria dos casos de CCEB no presente estudo apresentou positividade para a
proteina ras, porém, a expressao dessa proteina ndo esteve associada com a

expresséao do let7a, com o tamanho do tumor ou metéstase regional.

Superexpressdao do c-myc tem sido observada em 20-40% dos casos de
CCEB. Este oncogene promove mudangas na regulacao de varios genes e contribui
para a transformag¢ao maligna (Hardisson, 2003). Em nosso estudo foi observada
uma expressdo de moderada a forte na maioria dos tumores estudados. O estatus
de amplificagdo do gene myc tem sido estudado em paralelo com o h-ras. Mutacdes
no h-ras tém sido descritas no CCEB, mas o mecanismo exato da superexpressao
do h-ras € desconhecido e a associagdo com fatores prognosticos ainda nao esta
claro. Um alto nivel de expressao do c-myc esta associado com sobrevida, tamanho
do tumor e estégio clinico (Das et al., 2002; Hardisson et al., 2003). No nosso estudo
nao foi observado uma relagdo entre a proteina c-myc e o estagio do tumor. Nao foi
encontrada uma associacao entre a expressao do let7a com a imunolocalizagao das
proteinas ras e c-myc. Desta forma, outras alteracdes genéticas ou epigenéticas

devem estar envolvidas na expressao desses oncogenes no CCEB.

Embora os achados desse estudo sejam informativos, o fenémeno de
convergéncia gendmica (adaptagao clonal) deve ser considerado na andlise critica
dos dados. De acordo com essa teoria, estagios iniciais do tumor séao
cariotipicamente mais heterogéneos, enquanto os estagios avangados mostram
cariétipos mais homogéneos (Fukasawa, 2005). Portanto, ndo € possivel saber qual
das lesdes incluidas no estudo estd antes, durante ou depois da convergéncia
génica. Apesar do limitado numero de amostras, o presente estudo mostra que a
reducado na expressao do miri5a em amostras de sangue esta associada com o
estagio do CCEB.
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7. CONCLUSOES
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. Nao existe diferencas significantes entre a expressdao do miRNA Let7a e
miri5a no CCEB comparado com mucosa normal. Além disso, a expressao

destes miRNAs nos tumores ndo tem relagdo com o estadiamento da leséo.

. Pacientes com CCEB em estagio avangcado ou com metéstases regionais

apresentam diminuicdo na expressao do miri5a no sangue.

. Nao ha relagao direta entre a expressao de miRNA mir15a e a expressao da
proteina bcl-2 em casos de CCEB, assim como entre a expressao do let7a e a
expressao das proteinas c-myc e ras.

. Os mirBRNAs podem ser utilizados como futuros marcadores para o
estadiamento do CCEB.
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Abstract

MicroRNA mir15a and let7a are important regulators of bcl2, ras and c-myc proteins.
Considering that these miRNA are commonly altered in many human cancers and
that these proteins are reported to be altered in oral squamous cell carcinoma
(OSCC), we proposed to investigate them in a set of OSSC cases. The miRNA and
the proteins were evaluated by real-time quantitative PCR and
immunohistochemistry, respectively. We found reduced expression of mir15a in the
blood of patients with advanced stage of OSCC and with lymph node metastasis. In
conclusion, the present study shows that mir15a expression is associated with OSCC

staging.

Keywords: Oral Cancer, microRNA, mir15a, let7a



Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding evolutionarily conserved RNA
which mediates gene expression at the post-transcriptional level by degrading or
repressing target messenger RNAs (mRNA) '?. miRNAs are products of about 22
nucleotides long and regulate mRNA translational by base pairing to partially
complementary sites, predominantly in the 3" untranslated region (3" UTR) 2. Each
miRNA has the potential to regulate many target genes in humans, modulating the
levels of thousands of mRNAs, which implies that over one third to one half of all

protein encoding genes in humans are regulated by miRNAs 3

. Considering the
important effect of miRNAs on gene expression, it is not surprising that these small
RNAs have been implicated in the pathogenesis of cancer *. The expression profiles
of miRNAs are usually altered in many cancers. A reduction in miRNAs accelerates
oncogenic transformation thorough the deregulation of target oncogenes °.
Oncogenic miRNAs are also described and were shown to be involved in the
pathogenesis of some tumors. In this case, the increased transcription of the miRNA

inactivates a tumor suppressor gene.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of the most frequent cancers in
the world and its main risk factors are smoking and alcohol consumption. This
neoplasia results from multiple genetic events, resulting in damage to signalling
pathways and to the regulation of cell cycle. The five-year survival rates for cancers
of the tongue, oral cavity and oropharynx are around 50% ©. Despite of the
importance of miRNA in human cancer, few studies have attempted to evaluate their
expression in oral cancer ’. In the present study, we selected two miRNAs (mir15a
and let7a) that are commonly altered in different types of cancer. We also chose

these miRNAs because they regulate the expression of proteins reported to be



altered in OSCC (Bcl-2, Ras, and cMyc). The results showed decreased expression
of mir15a in the blood of patients with OSCC in advanced stage and with lymph node

metastasis.

Material and methods

A total of 20 primary tumors and peripheral blood were obtained from 20
patients with OSCC immediately after surgical resection. The average age of the
patients was 57 (range 37-90), and they were predominantly male. Histological
classification was performed according to the International Histological Classification

8

of Tumors ° and the TNM staging system according to the International Union

Against Cancer (UICC).

The tissue samples were collected in RNAholder (BioAgency). All samples
were collected at the time of surgery. A section of the lesion was immediately snap
frozen and stored at -80°C. The other part was fixed in buffered formalin for
histopathological diagnosis. Histopathological analysis confirmed that each tissue
sample had more than 60% tumor cell content. The peripheral blood (4ml) was
collected immediately after surgical resection of the primary tumor. The blood was
collected in a tube with anticoagulant (EDTA) and stored a -80°C until processing.
Fragments of normal oral mucosa and peripheral blood of healthy volunteers were
collected during non neoplastic or preprosthetic surgical procedures and were used
as control. The present study was approved by the local Ethics Committee and a

signed informed consent was obtained from all patients as well as healthy volunteers.

Total RNA was isolated from 25 mg of human frozen samples in 1ml of Trizol

Reagent (Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CA, USA), according to the



manufacturer’s instructions. The RNA was briefly treated with RNAse-free DNAase |
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) and the cDNA was synthetized from 1ug of
total RNA using gene specific stem-loop primers to microRNA® (TagMan MicroRNA
RT , Applied Biosystems Foster City, CA,USA). The expression of microRNA was
profiled using a real-time quantitative TagMan assay (TagMan® MicroRNA Assays,
Applied Biosystems) in Step-One Real-time PCR 48-well plate (Applied Biosystems).
The 20 pl total reaction included 2 pl of cDNA, 2x TagMan Universal PCR master mix
(no EmpErase UNG) and probe mix of the TagMan MicroRNA Assay protocol
(Appled Biosystems). The PCR triplicates reactions was performed in a 48-well
optical plate at 95°C for 10 minutes, followed by 15 seconds at 95°C and 1 minute at
60°C for 40 cycles. The mean of threshold cycle (Ct), defined as the fractional cycle
number at which the fluorescence passes the fixed threshold, was determined using

22ACt method

default threshold settings. Relative gene expression was calculated as
(Applied Biosystems User Bulletin N22) as previously described '°, and the
expression data was normalized with endogenous microRNA RNU48, U47 and
RNU44. The data were presented as log10 of relative quantity of target miRNA
normalized to endogenous miRNA and relative to a calibrator sample. As calibrator

we used a pool of oral normal tissues for the tumoral tissues, and blood samples of

healthy individuals for the blood of patients with OSCC.

The total RNA input ranged from 6.25 ng to 100 ng. The results showed that
the method could detect the microRNA as few as 10 ng or 100 ng of total RNA. As
the amount of cDNA was decreased, the amplification started later, giving higher CT.
We used 10 ng of RNA for all experiment to obtain a good balance between cDNA
economy and an assay of good quality. For the let7a, the slope value was -3,329 and

R2 was 0,979. The mir15a experiments showed a sloop value of -3,28 and R2 of



0,987. The endogenous control RNU44, U47 and RNU48 showed similar values

(slope= -3,33 and R2 = 0,981)

The following antibodies were used for immunohistochemical analysis: bcl2
(diluted 1:20 , Clone 124, Dako® Corporation, Carpinteria, CA, USA), c-myc (diluted
1:75, Clone 3C117, Santa Cruz® Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), and h-
ras (diluted 1:20, Clone F235, Santa Cruz® Biotechnology). Immunohistochemical
stains were performed using the high sensitive polymer-based system (EnVision, Dako®
Corporation) with diaminobenzidine substrate solution as chromogen (Sigma, St Louis, MO,
USA). In the immunohistological analysis, only sections containing sufficient neoplasic
epithelium were used to assess the antibody reactivity. Two experienced
independent pathologists examined multiple fields and scored tissue sections for
extent of staining, regardless of staining intensity ( score 0, negative staining; score
1, 0-25% of positive cells; score 2, 25-50% of positive cells; and score 3, greater

than 50% of positive cells).

Results
Expression of mir15a in OSSC

Compared to normal oral tissues increased expression of miri5a was found in
fourteen cases of OSCC (87.5%). The median of mir15 expression in the tumours of
early stages (I, Il, and Ill) was not different when compared with advanced stage. No

statistical difference was found according to the size and lymph node metastasis.

Expression of mir15a in the blood samples



While decreased expression of miri5a was found in the blood samples of six patients
with OSCC (35.2%), increased expression was observed in eleven cases (64.8%). All
the cases with decreased expression of miri5a in the blood were OSCC cases in
advanced stage with lymph node metastasis (Stage 1V). Therefore, reduced
expression of this miRNA in the blood was associated with an advanced stage of the
tumour (p=0.006) (Figure 1) and with lymph node metastasis (p=0.010) (Figure 2).
The levels of miri5a expression in the blood samples of patients with OSCC was

clearly lower than the matched tumour samples (p=0.034).

mir15a and bcl-2 protein expression

Only sections containing sufficient neoplasic epithelium were examined. Positive
labeling for bcl-2 protein was observed in 4 samples of OSCC (score 1). The
expression of miri5a in the cases with negative immunostaining for bcl-2 was not

statistically different compared to the lesions with positive labeling.

Expression of let7a in OSSC

While higher levels of let7a expression in OSSC compared to normal oral mucosa
was found in thirteen cases (61.9%), decreased expression was found in eighteen
cases (38.1%). The expression of let7a was not associated with tumour size, lymph

node metastasis and stage tumour staging.

Expression levels of let7a in blood samples

Decreased expression of let7a was found in the majority (18 out of 20) of blood
samples of patients with OSCC. The expression of let7a in the blood was significantly

lower than in matched tumour. No statistical association was found regarding lymph



node metastasis and tumour’s size. No statistical correlation was found between the

expression of let7a and mir15a.
Let7a and c-myc or ras proteins expression in OSCC

Most of the samples (14 out of 20) presented moderate (score 2) or strong (score 3)
c-myc expression. The expression of let7a in the cases with c-myc score 2 was not
statistically different compared to score 3. All cases with decreased expression of
let7 showed strong positive staining for c-myc, but this association was not

statistically significant.

Most of the samples were positive ras protein. The expression of let7a in the

cases with ras staining score 1 was not statistically different compared to score 3.
Expression of bcl-2, c-myc and ras regarding tumor staging

No relationship was observed between expression of bcl-2, c-myc and ras with tumor

staging.

Discussion

Tran et al. "'

investigated 261 mature miRNA genes in nine head and neck cancer
cell lines using an oligonucleotide array platform. The cell lines were from carcinomas
of hypopharynge, tongue, larynx and tonsil. The authors found overexpression of 33
miRNA and 22 showed low expression. Another study showed that cancer cell lines
from head and neck overexpress miR-205r '2. One important limitation of these
studies was the use of cancer cell lines for investigation. miRNA from cancer cell

lines may not show the same profile of the original tumor. According to some authors,

in vitro growth conditions including the inclusion of synthetic medium and fetal bovine



serum may have effect on microRNA expression patterns in human tumor cell lines

13

Evidences suggest that microRNAs may control cancer development, or at
least play a critical role in the pathogenesis through regulation of cell growth and
apoptosis. The association of microRNAs with the expression of important oncogene
such as bcl-2, c-myc and ras supports a key role for these small molecules in human

cancer.

Diminished or lost of expression of miR-15a are demonstrated in chronic
lymphocytic leukemia and in prostate cancer '*. The 3’UTR of the Bc/2 transcript has
potential binding sites for miR-15a and mi-R-16-1 and these miRNAs have the ability
to downregulate the anti-apoptotic protein Bcl2 '°. Furthermore, the expression of this
miRNA induces apoptosis in leukemia cell lines. Considering that OSCC shows
altered expression of bcl-2 '® we attempted to investigate the association between
this microRNA and its target protein, together with its impact on clinical staging. We
observed increased expression of mirt5a in most of OSCC cases, which may be
associated with negative staining found for bcl-2 in many samples studied. However,
we did not observe any statistical significant association between this microRNA and
this anti-apoptotic protein. The lack of association between both may be explained by
other proteins or regulators of bcl-2 apart from mir15a which are also able to
influence bcl-2 expression. For example, bcl-2 expression may be regulated by
tyrosine kinase inhibitor that can regulate apoptosis and inhibit bcl-2 expression. The
bcl-2 phosporylation may be another regulatory mechanism of the bcl-2 protein

expression ',



We did not find association between mir15a expression in OSCC and tumour
staging, tumour size, and lymph node metastasis. Interestingly, reduced expression
of miri5a was found in the blood of patients with advanced clinical staging (Stage 1V)
compared to stages I, Il and Il and in the cases with lymph node metastasis. Loss of
heterozygosity of 13g.14.3, the same locus of mir15a, was previously reported in
OSCC and was correlated with lymph node metastasis '®. These data give further
support to the importance of chromosome 13q in the pathogenesis of OSCC. These
findings also suggest that the expression of this tumor supressor microRNA in the

blood of patients with OSCC may also be useful in tumor staging.

We did not find association between let7a expression and OSCC staging.
Reduced expression of let7a was significantly associated with shortened
postoperative survival in patient with lung cancer. Furthermore, let7a overexpression
results in the inhibition of lung cancer cell growth '°, as well as the growth of human
colon cancer cells *°. Recent studies have shown association between microRNAs
expression, such as let7 and mir-205, and the severity and poor survival in patients
with head and neck cancer ?'?2, Our data does not confirm a tumor suppressor role

for let7a in OSCC pathogenesis.

Let7 microRNA negatively regulates the expression of ras and c-myc by
targeting their mRNAs for translation repression 2. In lung cancer reduced levels of
let7 was observed together with increased expression of ras protein '°. The presence
of any ras variant was significantly associated with poor prognosis in squamous cell
carcinoma of the head and neck, and that prognosis was worst among cases of oral
cancer 2*. Studies of ras expression in squamous cell carcinoma of the head and
neck have indicated that amplified ras promotes the growth and presence of ras

protein has been associated with late stage tumors and increased tumor size %. Most



of the OSCC in the present study were positive for ras protein but the expression of
this protein was not associated with let7 expression or with the tumor size or lymph

node metastasis.

Overexpression of c-myc has been observed in 20-40% of OSCC cases,
which provides changes in the regulation of many genes and contributes to malignant
transformation %. In our study we observed moderate or strong c-myc expression in
most of the samples studied. The amplification status of the myc gene has often
been studied in parallel with ras. H-ras mutations has been described in OSCC, but
the exact mechanism accounting for ras overexpression is unknown and its
association with existing prognostic factors is still unclear. A high level of c-myc
expression is associated with shortened overall survival, tumor size and clinical stage
2627 In our study no relationship was found between c-myc protein and tumor
staging. As we did not find association between let7a expression with ras or c-myc

proteins immunolocalization, other genetic or epigenetic alterations may be more

relevant to the expression of these oncogenes in OSCC.

Although the findings here reported are informative, the phenomenon of
genomic convergence (clonal adaptation) should be considered in the critical
analysis of the data. According to this theory early stage tumors are karyotypically
heterogenous, while late stage tumors are often found to be karyotypically
homogenous due to selection pressures 28. Therefore, it is not possible to know
which of the lesions included in the analysis were before, during or after genomic
convergence. Despite the limited number of samples, the present study shows that

reduced expression of mir15a in the blood is associated with OSCC staging.
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