J :
s FORUM DE ENSINO,

PESQUISA, EXTENSAO o o S

= € GESTAO 23 A 26 SETEMBRO DE 2015

Campus Universitario Professor Darcy Ribeiro

TRABALHOS CIENTIFICOS APRESENTAGOES ARTISTICAS E CULTURAIS DEBATES MINICURSOS E PALESTRAS ISSN 1806 549X

A HUMANIZAGAQ NA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVAGAO

\" , u@u ©

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES ENVOLVIDOS NA VIA DE SINALIZACAO DA
LEPTINA NO CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA

Victoria Thais Ferreira Ledo, Eliane Macedo Sobinho Santos, Talita Antunes Guimaraes, Carlos Alberto De Carvalho
Fraga, Alfredo Mauricio Batista de Paula, André Luiz Sena Guimaraes, Lucyana Conceicdo Farias

Introducao

O carcinoma epiderméide de boca (CEB), também denominado carcinoma de células escamosas ou carcinoma
espinocelular, é um grave problema de satde publica em diversos paises do mundo, sendo responsavel por mais de 90%
de todas as neoplasias orais malignas. Acomete, com maior frequéncia, individuos do género masculino, com idade
superior a 60 anos, associado a habitos tabagista e/ou etilista [1].

A etiopatogénese do CEB é atribuida a fatores genéticos, epigenéticos e a influéncias ambientais, particularmente
relacionadas ao estilo de vida do individuo, como o tabagismo cronico e etilismo. A progressédo do CEB sofre influéncia
importante da angiogénese tumoral. A neovascularizagdo mostrou-se aumentada na displasia epitelial e no carcinoma
epidermoide em relagdo & mucosa bucal clinica e histologicamente normal. Além disso, a formagdo vascular foi
significativamente aumentada na mucosa normal adjacente a tumores, quando comparada a mucosa normal sem leséo
concomitante [2]. Embora alguns estudos salientem a existéncia de uma forte associacdo entre o grau de vascularizacdo
com o estagio avancado da doenca, metéstase e invasdo em neoplasias de mucosa jugal e lingua, outros relatam que a
determinagdo do indice angiogénico ndo se configura como um bom indicador de prognoéstico em carcinomas de
cavidade oral [3]. Apesar dos resultados controversos sobre a fun¢do da angiogénese no desenvolvimento e progressdo
do CEB, este mecanismo apresenta-se como um importante elemento de estudo para melhor compreensdo da patogénese
do CEB, podendo vir a ser utilizado como alvo terapéutico.

Um fator importante liberado a partir de tecido adiposo, que pode impactar na angiogénese tumoral é a leptina, um
adipocitocina, que promove a proliferacdo e diferenciacdo angiogénica de células endoteliais in vitro e in vivo [4].
Distribuicdo especifica de leptina e de seu receptor OB-R, sugere uma agdo autdcrina e paracrina importante para a
leptina no tecido adiposo humano. A expressdo do gene Ob-R no tecido adiposo branco humano ndo esté restrito a
adipdcitos; este pode ser identificado em células endoteliais e células do sistema imunolégico residente no interior do
tecido adiposo [5]. Como outras citocinas, a leptina é uma molécula ubiqua e pleiotrépica, que esta envolvida em um
nimero cada vez maior de mecanismos, isto é, o equilibrio de energia, a inflamacdo, reproducédo, carcinogénese e
angiogénese. Neste contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar a expressao diferencial de genes envolvidos na via
de sinalizac@o da leptina no CEB.

Material e métodos

A. Casuistica

Esse estudo envolveeu a utilizacdo de 42 amostras de tecidos de CEB e 42 fragmentos de mucosa bucal inalterada
clinica e histologicamente. Os materiais biolégicos e dados clinicos foram provenientes do Banco de Materiais
Biol6gicos Humano do Norte do Estado de Minas Gerais (Biobanco Institucional - UNIMONTES/ Registro CONEP: B-
013), que ja conta com o Termo de Consetimento Livre e Esclarecido devidamente assinado pelos individuos
envolvidos no estudo.

B. Avaliacdo da expressdo do mRNA dos genes Lep, LepR, HIF-1a e do microRNA “mir-210"

Os niveis de mRNA do genes Lep, LepR, HIF-1a, VEGF, VEGFR1, VEGFR2 e mir-210 foram avaliados nos grupos
estudados (amostras criopreservadas), através da técnica PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR). Para isso, 0 RNA
total foi extraido e utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA), utilizando a enzima transcriptase reversa.
Para as reagbes de amplificagdo em tempo real foi utilizado o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), contendo a molécula fluorescente e os demais reagentes necessarios a amplificagao.
Os primers que foram utilizados para essa técnica correspondem aos primers especificos para o cDNA dos genes de
interesse. A confeccdo e verificagdo dos parametros dos primers foram realizados através do software primer express. A
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analise dos pares de bases foram executadas através do programa BLASTN, sintetizados pela empresa Invitrogen. As
reacBes de gRT-PCR foram feitas em triplicata, a fim de garantir a confiabilidade dos resultados.
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Resultados

O nivel de expressdéo de RNAm de LepR (A), mir210 (B) e HIF-1a (C) em tecidos clinica e histologicamente
inalterados da mucosa oral e em tecidos de carcinoma epidermdide de boca estdo apresentados na figura 1. Os
resultados mostraram uma expressdo significativamente aumentada de HIF-1a, e reduzida de LepR. O mir-210 teve sua
expressdo aumentada no CEB, mas sem significancia estatistica.

Nédo foi observada expressdo de Lep (leptina ligante) nas amostras teciduais de mucosa oral normal e CEB. A
hip6tese levantada é que a leptina exerce os seus efeitos bioldgicos sobre as células pelo modo enddcrino cléssico, nao
sendo expressa de maneira relevante em neoplasias sélidas. Embora dados da literatura tenham mostrado a importancia
dos efeitos enddcrinos, paracrinos e autdcrinos da leptina e a importancia do receptor da leptina na carcinogénese
mamaria.

Discussao

Curiosamente os resultados do presente estudo mostraram diferencga significativa na expressdo de LepR na mucosa
normal e CEB, sendo uma maior expressdo encontrada na mucosa normal. Na literatura foi encontrado um estudo
demonstrando um aumento da expressdo do LepR na mucosa oral em humanos [5]. O que estd condizente com o fato de
que as células epiteliais e as células endoteliais vasculares na mucosa oral sdo alvo para a atuagdo da leptina.

Genes relacionados ao mecanismo da angiogénese (neoformacéo vascular) podem contribuir sobremaneira para o
desenvolvimento e progressdo tumoral do CEB. Em processos patolégicos, como a carcinogénese, um fenotipo
angiogénico pode ocorrer devido a superexpressdo de fatores angiogénicos e a baixa expressdo de inibidores do
processo. Foi relatado que a aquisicdo de tal fen6tipo pode ocorrer antes do tumor adquirir propriedades invasivas,
sendo, portanto, essencial para a nutricdo das células neoplésicas, crescimento local do tumor, bem como para o
desenvolvimento de metéstase [6]. O principal fator envolvido no processo angiogénico é o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que sdo proteinas altamente potentes e especificas que atuam no aumento da
permeabilidade dos vasos, crescimento, proliferacdo, migragdo e sobrevivéncia das células endoteliais, por meio da
ligacdo as quinases receptoras de tirosinas especificas [7].

Evidéncias experimentais ttm demonstrado a correlacdo entre VEGF e HIF1a no CEB. A literatura reporta que a
dele¢do do gene HIFla ou falha na transcri¢do do HIF1a implicando na reducdo de secrecdo de VEGF pelas células
tumorais, suprimem a angiogénese e retarda o crescimento de tumores solidos. Neste contexto pode-se verificar um
aumento na producdo de VEGF secretado por linhagens celulares de cancer de boca, em resposta a uma queda do nivel
de oxigénio. Da mesma forma, foi demonstrado que os niveis basais de expressdo de VEGF e HIF1o apresentaram-se
elevados em linhagens celulares desta neoplasias, em comparagdo com 0s queratindcitos normais [8]. Esses dados séo
corroborados pelos resultados obtidos no presente estudo, em que a expressdo do HIF-1a foi significativamente maior
no CEB, quando comparado com a mucosa normal.

Uma outra vertente que aborda moléculas envolvidas na angiogénese no CEB refere-se a acdo de microRNAs
(miRNAs) [9]. Estes sdo pequenas moléculas de RNA néo codificadoras, que desempenham papel significativo como
moléculas reguladoras da expressdo génica e tém sido associadas com diversos processos celulares relacionados a
carcinogénese e progressdo tumoral. Os miRNAs estdo envolvidos em muitos processos patoldgicos incluindo a
apoptose e sobrevivéncia celular, a proliferacéo celular, diferenciacdo e migracdo [10]. O estudo da fungdo de miRNA
na inducdo da angiogénese é importante como um potencial alvo terapéutico. Evidéncias apontam que a familia do miR-
210 participa do controle de genes envolvidos na angiogénese, porém seu papel especifico no CEB ainda ndo esta bem
definido. No nosso estudo néo foi observada diferenca de expressdo do mir210 na mucosa normal e CEB. Este fato pode
ser explicado pela presenca da angiogénese no tecido conjuntivo, como forma de promover a cicatrizacdo de feridas na
mucosa oral.

Consideragdes finais

Dada a escassez de dados na literatura sobre o papel da sinalizacdo da leptina no CEB, e as controvérsias do papel
deste hormonio na proliferacdo celular, angiogénese e no desenvolvimento tumoral, este estudo buscou melhor elucidar
a acao da leptina em neoplasias especificas da boca, especialmente em relagdo ao comportamento bioldgico de tais
enfermidades. Dessa forma, esse estudo foi desenvolvido com o intuito de melhor compreender a sinaliza¢do da leptina
no CEB, com um enfoque em seus mecanismos de regulacéo e expressao génica, associagdo com a angiogénese tumoral
e sua possivel influéncia sobre o comportamento clinico-patoldgico de tais neoplasias.
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A avaliacdo dos efeitos da via de sinalizacdo da leptina sobre o desenvolvimento do CEB, sugere que a leptina pode
potencializar a invasao e adesdo celular, demonstrando a influéncia deste horménio no crescimento e sobrevivéncia de
células neste tipo de cancer, por meio do favorecimento da angiogénese.

Estudos adicionais sdo necessarios na busca de evidéncias que apontam a leptina como um dos fatores cruciais no
processo angiogénico, impulsionando o crescimento do CEB. E constatado tais evidéncias, esforcos deverao ser focados
na identificacdo da sinalizacdo da leptina e sua regulacdo como um potencial marcador de comportamento clinico, ou
como possiveis alvos para terapias no CEB.
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Figura 1. Nivel de expressdo de RNAm de LepR (A), mir210 (B) e HIF-1a (C) em tecidos clinicamente saudaveis da
mucosa oral (MN: Mucosa Normal) e em tecidos de carcinoma epiderméide de boca (do Inglés: OSCC). Em ambas as
analises, a expressao do gene é mostrado como a média. Todas as rea¢des foram normalizadas pela B-actina ou RNU44.
Barras horizontais indicam p<0,05 entre os grupos; teste T de student.



