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Efeito da Hipoxia na Metilacdo e Expressdo de E-caderina

Introducédo

O cancer oral é um importante problema de saude publica. Ele traz muitas consequéncias, porque 0 seu
tratamento produz mutilagdo, além do fato de que ele pode levar a morte(ALMEIDA,2016).Carcinoma de células
escamosas oral (CCEQ) é o neoplasia maligna mais comum que ocorre na boca. No entanto, a sobrevivéncia dos
pacientes com CCEO ndo melhorou significativamente (FRAGA,2012). O ambiente hipoxico promove o
desenvolvimento CCEO. Além disso, um ambiente hipoxico pode aumentar a invasdo de células CCEO, levando a um
pior diagnostico. Curiosamente, as mudancas na célula-matriz extracelular (ECM) composicdo também induzir
invasividade tumoral(GUIMARAES,2016). O complexo juncional é um sistema de proteinas de membrana que controla
a adesdo celular. Entre as moléculas envolvidas na adesdo celular estdo as caderinas.Estudos recentes sugerem que a
diminuicdo da expressdo de E-caderina poderia ser usadas para identificar lesdes com risco potencial de
malignizacdo(ALVES,2012). As mudangas epigenéticas constituem um importante mecanismo que controla a expressao
de E-caderina,especificamente, a hipermetilacdo da regido promotora. Considerando que a hipéxia é um factor
importante associada a uma reducdo da expressdo de E-caderina e a invasdo de células, o objetivo deste estudo foi
investigar a associacao entre o estado de metilagdo E-caderina , hipoxia e CCEO(OZAWA,2014).

Material e métodos

A Cultura de Células
Foi utilizada uma linhagem de células imortalizadas de carcinoma de células escamosas de lingua (SCC9). Essas células
foram cultivadas em meio de cultura modificado por Dulbecco (DMEM), com 10% de soro fetal de bovino (FBS),400
ng / mL hidrocortisona, e uma solucdo de antibidtico / antimicético a 37 ° C numa atmosfera humidificada de 5% de
CO2. Células HaCaT foram cultivadas em DMEM, suplementado com 10% de FBS a 37 ° C com 5% de CO2 numa
atmosfera humidificada.Células SCC9 e HaCat (1x105 ) foram sincronizadas com 24 h privacao de soro para se obter
sincronizacdo das culturas. Todos os tratamentos foram realizados na auséncia de FBS.

B. Tratamento Hipdxico
Depois das células terem sido cultivadas num meio isento de soro, as linhas celulares SCC9 e HaCat foram divididos em
dois grupos: controle e submetidos a tratamento de hipdxia. 100 uM de CoClI2, um indutor quimico de hipéxia, foi
adicionada no meio isento de soro no grupo de tratamento por um periodo de 24 horas.

C. Ensaio de zero ferida
A migracéo celular foi monitorizada num ensaio zero ferida. Resumidamente, um arranhéo foi feito com uma ponta de
pipeta estéril numa camada de células, lavou-se duas vezes em PBS, e, em seguida, 100 uM de CoCI2 foi adicionado a
uma meio isento de soro. Os pocos foram fotografados no inicio do experimento e apés 24 h.

D. PCR-RTq
A expressdo do gene da E-caderina em linhas celulares em estudo foi avaliada por quantitativo real-tempo-PCR (qRT-
PCR), ap6s a realizagdo da extracdo de RNA usando Trizol. Depois por meio de uma de uma enzima o RNA foi
convertido em DNA. Para as reaccoes de amplificacéo, 2 ul de DNAc foram adicionados a SYBR® Green PCR Master
Mix, um reagente que contém uma molécula fluorescente, juntamente com 0s outros reagentes necessarios requeridos
para a amplificacdo.

E. A andlise da E-caderina de metilacéo da regido promotora
A extracgdo de ADN foi realizada a partir de amostras criopreservadas (-80 ° C), usando o kit Dneasy Tissue Kit
QIAGEN® de acordo com o protocolo do fabricante e apds amplificados por PCR. Os produtos de PCR eram
analisados por electroforese em gel de acrilamida a 10% corado com prata, e operfil de metilacdo de cada amostra foi
observado (Figura Suplementar S1).
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F. Pacientes
Este estudo envolveu a analise dos dados clinicos e de material biolégico a partir de 68 individuos distribuidos nas
seguintes categorias: Oral Mucosa (OM, n = 15), Lesdo potencial maligno oral (pmol, n = 18) e CEB (n = 36) A
aprovagdo ética para este estudo foi obtido a partir do Institutional Review Board (CAAE number:
35499414.0.0000.5146). Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado.

G.  Andlise Estatistica
Todos os dados foram transferidos para o programa SPSS ®, versdo 18.0 (Windows®) e o software GraphPad Prism
(versdo 5.0, Software GraphPad Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram submetidos a seguintes tratamentos
estatisticos : qui-quadrado e de Fisher testes estatisticos exactos. Além disso, os dados foram avaliados usando o teste
post Tukey. A significancia estatistica aceita foi p <0,05.

Resultados e discussao

Em hipdxia ha menor expressdo de RNAm da E-caderina comparado ao grupo de controle para as linhas de células
HaCat e SCC9 (Figura 1A e B, respectivamente). Por outro lado, ndo foram observadas diferencas em E-caderina entre
HaCat e células SCC9 (Figura 1C). O perfil de metilagdo de células HaCat e linhas SCC9 foi avaliada por metilacéo
Especifico-PCR (PCR-MS). O gene da E-caderina foi apresentado como metilado em células SCC9 e como ndo
metilado em HaCat células (Figura 1D). Como mostrado na Figura 2, hipoxia aumentou a migragdo de células SCC9 e
HaCat. OS perfis de metilacdo da E-caderina de OM, pmol e CCEO foram comparados (Tabela 1). De acordo com
nossas descobertas, a maioria das amostras apresentaram genes da E-caderina ndo metilados. Além disso, a comparagédo
entre OM, pmol e CCEO mostrou que ndo houve diferenga significativa no estado de metilacdo da E-caderina (p> 0,05,
Tabela 1). Além disso, 0s nossos resultados ndo mostraram uma associagdo significativa entre os estados de metilacéo
da E-caderina e varidveis clinico-patolégicas, tais como tamanho tumor, metastase loco-regional, grau de morfolégia,
grau morfoldgica na frente invasiva , relacionada com pmol e CCEO.

Reducdo da expressdo de E-caderina é considerado o evento central no processo metastatico uma vez que existe uma
redugdo da aderéncia celular, o que permite a invasdao de células tumorais. A manutengdo da adesdo celular pode
impedir a migracdo e a invasdao de células tumorais.No estudo atual, o ambiente hipoxico interferiu nos niveis do
RNAm de E-caderina em células SCC9 e HaCat. O presente estudo demonstra que 0s ambientes hipdxicos nao alterou o
perfil de metilacdo de E-caderina em culturas de células. Nosso estudo indicou que a hipdxia aumentou a migragao
celular.

Concluséo

Em conclusdo, o presente estudo demonstra que a hipoxia reduz a expressdo de E-caderina e migragdo aumento de
células, independentemente do perfil de metilagdo. Além disso, ha diferencas nos padrdes de metilacdo E-caderina
foram observadas entre OM, pmol e CCEO.
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Tabela 1. Distribuigdo dos grupos de acordo com o perfil de metilacio do gene E-caderina na regido promotora.

Variaveis Status e Metilacdo da E-Caderina p
Metilado Nao Metilado
Grupos
Mucosa Oral 3(20.0%) 12 (80.0%)
Lesdes Orais Potencialmente 6 (33.3%) 12 (66.7%)
Malignizavéis
CCEO 12 (33.3%) 24 (66.7%) 0.611
Células SCC9 100% 0%
Células SCC9 em hipoxia 100% 0% NA
Células HaCat 0% 100%
Células Hacat em hipdxia 0% 100% NA
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Figura 1. A expressdo de E-caderina de ARNm em linhas de células sob condi¢es de normoxia e hipdxia HaCat (A) e
SCC9 (B). Nossos resultados mostraram uma diminuicdo significativado ARNm da E-caderina em linhas celulares sob
condigdo hipoxica em comparagdo com o grupo de controle. Auséncias de diferengas na expressdo da caderina-E entre
HaCat e SCC9 (C). Nenhuma alteracdo para o perfil de metilacdo E-caderina foi observada com hipoxia (D). A analise
estatistica foi realizada através do teste pds Tukey. * indica que a P <0,05.
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Figura 2. Efeito de CoCI2 na migracdo na linha de células HaCat (A) e SCC9 (C). Nossa resultados mostraram uma
reducdo significativa da area na linha de células HaCat (B) e SCC9 (D), e, consequentemente, uma maior migracdo de
células no grupo submetido a hip6xia quando comparado com o grupo ndo tratado. A andlise estatistica foi realizada
através do teste pds Tukey. A barra de escala é de 50 um. * Indica que p < 0,05.
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