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RESUMO

BRAGA, G. M. V. Andlise funcional de miRNAs potencialmente associados com
cancer oral e esfingosina quinase 2 em linhagem de queratin6cito oral. 2022.
Monografia (Trabalho de Concluséo de Curso) — Faculdade de Medicina de Ribeiréo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O cancer oral corresponde a 2% dos casos de céancer diagnosticados por ano
mundialmente, sendo a principal neoplasia maligna de cabeca e pescoco. Resultados
recentes de sequenciamento em larga escala de micro RNAs (miR) obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa, revelaram gue a esfingosina quinase 2 (SK2), que esta alterada
no cancer oral, altera os niveis dos miR-296-5p e miR-205-5p em queratindcitos orais
nao tumorais imortalizados (NOK). Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi
verificar se o aumento de miR-205-5p ou a reducao de miR-296-5p poderia reverter
algumas das acoes da SK2 em células NOK relacionadas ao cancer oral. A partir da
analise de dados do TCGA, verificamos que os dois miRNAs selecionados estao
associados com sobrevida de pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Células
NOK com superexpressédo da SK2 (NOK/SK2) foram transfectadas com miR-205-5p
mimético, inibidor de miR-296-5p e controle negativo, e 0 aumento do miR- 205-5p e
reducdo do miR-296-5p foram confirmados por PCR em tempo real. As células
NOK/SK2 com alteracdo nos niveis de ambos miRNAs alvos apresentaram reducao
na capacidade de formacdao de esferéides na cultura 3D em relagéo ao controle, o que
foi acompanhado pela alteracdo nos niveis de proteinas envolvidas na transicao
epitélio-mesenquimal (TEM; tais como, N-caderina, Snail e vimentina) e no fenétipo
de célula-tronco tumoral (ALDH1). A reducdo de vimentina e ALDH1 foi confirmada
por imunofluorescéncia e microscopia confocal, nas ceélulas transfectadas com o
inibidor de miR-296-5p. Analises de viabilidade celular por citometria de fluxo de
células marcadas com anexina-V e iodeto de propideo ndo mostraram diferencas
entre as células NOK-SK2 com alteragdo nos niveis dos miRNAs alvos e controle.
Com base nos resultados obtidos, propomos que ambos miR-205-5p e 0 miR-296-5p
estdo envolvidos com acfes da SK2. Entretanto, destacamos que 0 miR-296-5p tem
maior impacto em diferentes vias associadas a SK2 e ao cancer oral, como TEM e

fendtipo de célula-tronco tumoral. Outros estudos devem ser realizados em linhagens



tumorais de cancer oral para avaliar se os miRNAs selecionados podem ser potenciais
alvos terapéuticos.

Palavras-chave: miRNA. Cancer oral. Esfingolipidios. Esfingosina quinase 2. Célula-
tronco tumoral.



ABSTRACT

BRAGA, G. M. V. Expression analysis of miRNAs potentially associated with oral
cancer and sphingosine kinase 2 in oral keratinocyte lineage. 2022. Monografia
(Trabalho de Concluséo de Curso) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Oral cancer accounts to 2% of cancer cases diagnosed per year worldwide, being the
main head and neck malignant neoplasm. Recent results from our research group
identified a potential relationship between sphingosine kinase 2 (SK2), which is altered
in oral cancer, as miR-296-5p and miR-205-5p, in immortalized normal oral
keratinocytes (NOK). Thus, the aim of the present study was to evaluate miR-205-5p
and miR-296-5p role in SK2 functions related to oral cancer. From the analysis of
TCGA data, we found that the two selected miRNAs are associated with survival of
patients with head and neck cancer. NOK cells with SK2 overexpression (NOK/SK2)
transfected with mimetic miR-205-5p or miR-296-5p inhibitor or control were used in
order to increase the action of miR-205-5p and reducing miR-296-5p, thus reversing
some of the SK2-induced functional changes in NOK. After confirming the target
MIiRNAs levels by real-time PCR, NOK/SK2 cells showed a lower spheroids formation
ability in 3D culture compared to the control, which was accompanied by a change in
proteins levels associated with epithelium-mesenchymal transition (such as N-
cadherin, Snail and vimentin) and tumor stem cell phenotype (ALDH1). Vimentin and
ALDH1 reduction was also confirmed by immunofluorescence and confocal
microscopy, in cells transfected with the miR-296-5p inhibitor. Through annexin-V and
propidium iodide labeling assay and analysis by flow cytometry, no difference was
identified between cells with alteration in the two target miRNAs. Based on these
results obtained, we propose that both miR-205-5p and miR-296-5p are involved in
SK2 actions, but miR-296-5p acts more significantly in different pathways associated
with oral cancer, such as EMT and tumor stem cell. Further studies should be
performed in oral cancer tumor cell lines to evaluate the two miRNAs as potential

therapeutic targets.

Keywords: miRNA. Oral cancer. Sphingolipids. Sphingosine kinase 2. Tumor stem cell.



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ottt ettt ettt ettt st e ste e et s 10
1.1. Cancer oral € epidemiolOgia. . ..uueiiiiiiiieiieiii e 10
1.2. Patologia do CANCEr Oral........oooeeiiiiiiiiiee e 11
1.3. ESfingosina quIiNase 2 (SK2).....ccoiiieieeeiieeeeeeeer st 12
L4, IMICTORNAS ..ttt ettt e e e e e e e e e s eeeaaaeeaaas 13
2. HIPOTESE. ...ttt sttt sttt et es s e et ere e eeerens 15
G T O 1= 0 1 I V4 1 T 15
3.1, ODJELIVO QEIaAl....coooeeeeeeeecce e e 15
3.2. ODbjetivVoS @SPECITICOS..uuuiiiiiiiii i e 15
4. MATERIAIS E METODOS...... oottt 16
4.1. Andlise de dados d0 TCGA ... ... e e e e e e e aea e 16
4.2. LiINhagens CeIUIAIES......ccii ittt e e e e 16
4.3. TransfecCao das CEIUIAS........cocce i e 17
4.4. Ensaio com cOmMpPOSt0 ABC294640.........ccoeeiieiiiiiiiiiiiiieeeee e 17
4.5. EXIragao de RNA ...t e e e 17
4.6. Sintese de cDNA a partir de miRNA e quantificacdo por PCR em tempo

=T 1P 18
4.7. Ensaio de apoptose por citometria de fluXo........cccoevveviiiiiiiiiiiiie e, 19
4.8. Ensaio de formacdo de esferdides (cultura 3D)........ccueeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeneiee 19
4.9. ENSAIO ClONOGENICO. ...uuiiiiiiiiiiiieeeee ettt e 19
4.10. Quantificag8o de ProteiNas..........covveiiiiiiiiicccie e 20
411, SDS-PAge......uiiiiiiiiei ettt e e a e e e e e anrees 20
I VA =S =T T o] o 21
4.13. IMUNOflUOTreSCENCIA € MICTOSCOPIA. . uuuuuriiieiiiiiiiiieeeeaee e e e 21
4.14. ANAlISES ESTatiSTICAS...ccuuveiriiiiiiiiiiiiie s 22
5. RESULTADOS. ... ittt et e e e e e e e e e et e e e e e s asba e e e e e e s aane aans 22
5.1. Analise de dados d0 TCGA . ... it e e e e s 22
5.2. Analise dos miRNAs por PCR em tempo real quantitativo...............ccevveeee. 23
5.3. Ensaio de apoptose por citometria de fluXo......cccccooveeiiiiiiiiiii e, 24
5.4. Ensaio de formacéo de esferdides (cultura 3D).......ccevveeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 25
T =1 o 1S¥= 1o o Fo ] aTo Yo = o o S 26
5.6. Avaliacao dos niveis de proteinas por Western blot.........c.cccceeeevivvvieveiiennns 27

D IMUNOT U S C BN G e i 30



6. DISCUSSAO

T CONCLUSAD . ..o ettt et e e e e e et e e e e e e e e

REFERENCIAS.



10

1. INTRODUCAO
1.1 Cancer oral e epidemiologia

O cancer oral é a neoplasia maligna que pode acometer a cavidade oral e 0s
labios, sendo o carcinoma epiderméide oral (CEO) a forma mais comum, que
corresponde a 90% do total de casos (IRFAN; DELGADO; FRIAS-LOPEZ, 2020,
CHEN, 1999). De acordo com dados de 2020 do Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN), séo estimados mais de 370 mil novos casos por ano, além de quase
200 mil mortes causadas pelo cancer bucal anualmente, sendo assim o céancer de
cabeca e pescoco mais frequente em todo o mundo (IRFAN; DELGADO; FRIAS-
LOPEZ, 2020). Ainda de acordo com 0 GLOBOCAN, a incidéncia de cancer de cabeca
e pescoco continua aumentando e devera aumentar mais de 1 milhdo de novos casos
anualmente até 2030. Apenas no Brasil, 73.563 pessoas morreram de cancer oral,
entre 1996 e 2018 (DA CUNHA et al., 2021).

Na maioria dos casos, o cancer oral € causado pelo consumo de alcool,
tabagismo, infeccao por HPV e radiacdo ultravioleta (SUNG et al., 2021). Mas, uma
dieta pobre em fibras, falta de higienizacdo adequada, infec¢des, fatores genéticos e
idade também séo fatores de risco associados ao desenvolvimento de cancer bucal
(AGHIORGHIESEI et al., 2022). Além disso, aspectos culturais também sao
determinantes para o desenvolvimento de cancer oral, uma vez que regiées do Sul da
Asia Central e Melanésia apresentam as maiores taxas de cancer oral (SUNG et al.,
2021) devido ao costume de mastigar folhas de Piper betle e n6éz de areca,
classificadas como carcinogénicas pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC) (IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans,
2004).

Vale ressaltar que apesar do aumento de informacdes disponiveis acerca das
causas e fatores de risco associados ao CEO, as taxas de sobrevida para cancer
bucal ndo melhoraram substancialmente nas ultimas décadas, e por isso, novas
formas de diagnostico precoce e tratamento sao necessarias (IRFAN; DELGADO;
FRIAS-LOPEZ, 2020). Embora a prevaléncia do cancer bucal ndo seja tao elevada se
comparada com outros tipos de cancer, o cancer oral representa mortalidade e
morbidade significativas, especialmente em casos de diagnostico tardio (DHANUTHAI
et al., 2017). Apesar do facil acesso a mucosa oral para exame visual, muitas vezes o

cancer bucal é detectado em estagios avancados devido a auséncia de sintomas
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clinicos evidentes, o que leva a reducéo severa da sobrevida do paciente (MIN et al.,
2015).

1.2 Patologia do cancer oral

Uma série de alteracbes histopatologicas levam a formacdo de um tumor
invasivo de cabeca e pescoco, sendo necessario um conjunto de mutacdes para que
ocorra a evolucdo de um carcinoma in situ para um carcinoma invasivo a partir de
células epiteliais (CALIFANO et al., 1996). Principalmente em estagios iniciais, ao
reduzir a exposicdo a agentes carcinogénicos ou alterar habitos prejudiciais, €
possivel reverter ou retardar a progressao tumoral. Ja no estagio intermediario de
displasia epitelial, é determinado o potencial de lesGes pré-malignas no
desenvolvimento do cancer bucal (KUMARI; DEBTA,; DIXIT, 2022).

Durante o desenvolvimento e progressao tumoral, h& significativa instabilidade
gendmica, frequentemente associada a perda ou ganho de regiées cromossémicas
(“Comprehensive genomic characterization of head and neck squamous cell
carcinomas”, 2015). Além das alteragbes genéticas, alteragdes epigenéticas também
tém uma participacdo importante na oncogénese de canceres de cabeca e pescoco,
gue geralmente sdo caracterizados por hipometilagdo na maioria dos genes, mas
também ocorre hipermetilacdo (FOY et al.,, 2015). Ao contrario da maioria dos
canceres em gque as mutacdes oncogénicas normalmente induzem a tumorigénese, a
formacdo do CEO geralmente envolve a inativagdo de genes supressores tumorais
(JOHNSON et al., 2020).

Essas alteracfes na mucosa oral podem afetar ndo apenas areas com lesées
aparentes, mas grandes regides ou “campos” que podem nao ser identificadas
clinicamente ou mesmo no exame histopatolégico, uma vez que as células do local
possuem mutacfes, mas ainda ndo sao malignas. Um “campo” de epitélio pré-
condicionado pela exposicado a agentes carcinogénicos pode desencadear multiplos
tumores (SLAUGHTER; SOUTHWICK; SMEJKAL, 1953). Esse processo chamado de
“cancerizagao de campo” é determinante para a recorréncia e persisténcia do cancer
bucal apos a terapia (SLAUGHTER; SOUTHWICK; SMEJKAL, 1953). Desta forma,
em cerca de 40% dos casos avangados ha recidiva apos o tratamento, e mais de 50%
desses pacientes desenvolvem recorréncia locorregional dentro de dois anos (COCA-
PELAZ et al., 2019, DENARO; MERLANO; RUSSI, 2016).
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Apesar de variacdes entre os estudos, o niumero de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco que apresentam um segundo tumor primario é elevado, o que
também contribui para as baixas taxas de sobrevida e prognostico desfavoravel
observados nesses pacientes. Outro fato importante é que o risco de surgimento de
um segundo tumor primario € maior em individuos que consomem alcool e tabaco
(COCA-PELAZ et al., 2019).

1.3 Esfingosina quinase 2 (SK2)

Os esfingolipidios séo lipidios que podem compor a estrutura da membrana
celular ou atuar como sinalizadores que modulam uma ampla variedade de processos
celulares, sendo a esfingosina e a esfingosina-1-fosfato exemplos de esfingolipidios
com funcéo sinalizadora. De forma simplificada, o metabolismo de esfingolipidios
consiste na sintese de novo de ceramida, que é precursora de todos os esfingolipideos
complexos. A ceramida pode sofrer uma série de modificagbes, dentre elas, a
desacetilacdo, que gera a esfingosina (PYNE et al., 2018), que pode ser usada como
substrato para esfingosina quinases, enzimas que catalisam a fosforilacdo da
esfingosina, produzindo a esfingosina-1-fosfato (S1P) e alterando consideravelmente
sua funcdo. Em humanos, ha 2 isoformas, a esfingosina quinase 1 e 2 (DIAZ
ESCARCEGA et al., 2021), sendo a segunda o foco deste trabalho.

A esfingosina quinase 2 (SPHK2; NM_001204159.3), chamada de SK2 ao
longo do presente trabalho, ndo € responsavel apenas pela fosforilacdo da
esfingosina, mas de varios outros substratos lipidicos (DIAZ ESCARCEGA et al.,
2021). A SK2 contém um sinal de localizacdo nuclear e outro de exportagdo nuclear,
alternando entre o nucleo e o citoplasma (DING et al., 2007). No citoplasma, pode ser
encontrada no reticulo endoplasmatico ou na mitocondria (MACEYKA et al., 2005,
STRUB et al., 2010), porém, a localizagcdo anormal de SK2 na membrana plasmatica
esta ligada ao cancer (NEUBAUER et al., 2016). Est4 envolvida com a regulagédo da
expressao génica, inclusive por mecanismos epigenéticos, através de S1P (HAIT et
al., 2009), e interferindo em diferentes vias de sinalizacédo associadas a proliferacao,
migracao e apoptose (DIAZ ESCARCEGA et al., 2021). Ja foi reportado o papel da
SK2 no desenvolvimento de cancer de mama, pulméao, bexiga, dentre outros tipos de
tumores, por estimular a proliferagdo, invasdo e resisténcia a quimioterapicos
(LEBLANC et al., 2020).
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Estudos também tém demonstrado que a inibicdo da SK2 pelo ABC294640,
molécula descrita por French et al., 2010 que compete com a SK2 pela ligacdo com a
esfingosina, tem efeito antitumoral. Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que
o tratamento com o inibidor da SK2 reduziu o crescimento e a capacidade proliferativa
de células tumorais de cancer colorretal (XUN et al.,, 2015), cancer de proéstata
(VENANT et al.,, 2015), cancer de pulmao (DAI et al.,, 2018) e de carcinoma
epiderméide (ZHOU; CHEN; YU, 2018). O papel da SK2 especificamente no cancer
oral ainda foi pouco explorado, mas recentemente, nosso grupo de pesquisa verificou
gue a superexpressdo de SK2 em linhagem ndo-tumoral de queratinécito oral (NOK-
SI) foi capaz de induzir a transformacgédo maligna, conferindo as células a capacidade

de formar tumores xenoenxerto em camundongo imunodeficiente.

1.4 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sao pequenos RNAs ndo codificantes, com cerca de 20
nucleotideos, que inibem a expressao génica pos-transcricionalmente por interferirem
na traducéo ou na estabilidade do mRNA no citoplasma, sendo estimado que regulam
aproximadamente 30% do genoma humano que codifica proteinas (FILIPOWICZ,;
BHATTACHARYYA; SONENBERG, 2008). Para que o miRNA exerca tais funcoes, é
necessario o pareamento entre 0 mRNA alvo e o0s nucleotideos 2 ao 8 do miRNA, que
representam a regido "semente"” (seed) da extremidade 5 UTR. Ainda é fundamental
ter complementaridade entre as sequéncias do miRNA e mRNA na extremidade 3'
UTR, em que geralmente sdo encontradas varias copias do sitio de ligacdo do miRNA
para repressdao efetiva da traducdo (FILIPOWICZ; BHATTACHARYYA,
SONENBERG, 2008). Devido a sequéncia curta do miRNA, cada miRNA pode regular
centenas de mRNAs alvos, com diferentes funcdes celulares (KREK et al., 2005,
CORREIA DE SOUSA et al.,, 2019). Desse modo, cada miRNA desregulado em
células tumorais podera interferir numa ampla variedade de processos celulares
potencialmente associados com a tumorigénese.

Diversos estudos tém demonstrado que alteracdes na expressdo de miRNAs
tém um papel fundamental no desenvolvimento tumoral (YETE; SARANATH, 2020).
Além disto, sugere-se forte relacdo entre a desregulacdo de miRNAs e os principais
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer bucal, 0 que permite que sejam
candidatos a biomarcadores para diagnostico precoce, prognéstico e auxiliem na
busca por novas terapias (AGHIORGHIESEI et al., 2022).
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No cancer, os miRNAs podem atuar como oncogenes (oncomirs) ou
supressores tumorais, estando envolvidos em uma variedade de vias desreguladas
no cancer (GARZON; CALIN; CROCE, 2009), tais como invasdo, angiogénese e
evasdao imune (HAYES; PERUZZI; LAWLER, 2014, STAHLHUT; SLACK, 2013),
sendo determinantes para a sobrevida dos pacientes e resposta ao tratamento. Ainda,
ha evidéncias que tumores de diferentes tipos e origens possuem perfis de miRNAs
diferentes entre si, e que uma grande proporc¢éo de loci de miRNA conhecidos estao
localizados em areas do genoma associadas ao cancer (STAHLHUT; SLACK, 2013,
CALIN et al., 2004).

Andlise prévia de dados de sequenciamento em larga escala de RNAs
pequenos de células NOK/SK2(linhagem de queratindcitos orais com superexpressao
de SK2), realizada por nosso grupo de pesquisa, identificou mais de 100 miRNAs
diferencialmente expressos em NOK/SK2 comparada com NOK controle (artigo em
preparacao). Entre esses miRNAs, selecionamos 0 miR-296-5p e o0 miR-205-5p, que
estavam induzido e reprimido, respectivamente, na NOK/SK2, para o presente estudo.

O miR-296-5p é descrito como superexpresso em células endoteliais de glioma
e glioblastoma, sendo que niveis elevados de miR-296 promovem a angiogénese
(WURDINGER et al., 2008). Também em linhagens celulares de cancer de pancreas,
a superexpressao de miR-296-5p € associada a maior capacidade proliferativa e
invasiva, por reduzir a expressdo de E-caderina, além de induzir resisténcia ao
tratamento com 5-Fluorouracil e Gemcitabina (OKAZAKI et al., 2019). No entanto, em
células de cancer de préstata, cancer cervical e colorretal, o miR-296-5p esta regulado
negativamente (LEE et al., 2014; CAO et al., 2021; HAN et al., 2022). Tais resultados
aparentemente conflitantes sdo explicados por diferencas entre os genes alvos do miR
em diferentes tipos celulares (LEE et al., 2014).

Ja 0 miR-205-5p tem sido descrito como reprimido ou reduzido em diferentes
tipos de tumores (MAJID et al., 2010; IORIO et al., 2009). Um estudo anterior, que
avaliou 71 amostras de pacientes com CEO, demonstrou que a expressao de miR-
205-5p é significativamente reduzida em amostras de tecido tumoral em relagéo as
amostras de tecido da mucosa oral normal (NAGAI et al., 2018). H& evidéncias que
miR-205-5p inibe a transi¢do-epitélio mesenquimal (TEM) por regular a expressao de
Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 (ZEB1), E-caderina e vimentina (GULEI et al.,

2018). Estudos sugerem que o miR-205-5p € fundamental para a proliferacdo de
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linhagens celulares de cancer oral (ZHANG et al., 2020), e seu aumento foi descrito
em células de cancer de cabeca e pescoco (ZHOU et al., 2020).

Estudos funcionais utilizando linhagens celulares como modelos para
determinar o papel de miRNAs e de vias de sinalizacdo especificas, como SK2-S1P,
Sa0 necessarios para caracterizacdo dos mecanismos moleculares envolvidos no

processo de tumorigénese e de progressao do cancer oral.

2. HIPOTESE
O miR-296-5p e miR-205-5 participam das atividades da esfingosina quinase 2

na transicao epitélio-mesenquimal e fenétipo de célula tronco tumoral.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar se 0 miR-296-5p e o miR-205-5p estdo envolvidos nas acdes da
esfingosina quinase 2 associadas com caracteristicas de transformagédo maligna em

queratinoécitos orais.

3.2 Objetivos especificos
Para atingir o objetivo proposto, definimos os seguintes objetivos especificos:

1) Andlise de dados do TCGA quanto a relagdo entre a expressdo dos miRNAs e
fatores associados a predi¢do de prognostico;

2) Transfectar células NOK/SK2 com miR-205-5p mimético, com inibidor de miR-
296-5p e controle negativo;

3) Avaliar os niveis dos miR-205-5p, miR-296-5p nas células NOK/SK2
transfectadas com inibidor de miRNA e/ou miRNA mimético em comparacao
com respectivo controle;

4) Determinar viabilidade e apoptose de células NOK-SK2 apds inibicdo de miR-
296-5p e superexpressdo de miR-205-5p em comparagdo com respectivo
controle;

5) Avaliar o efeito da inibicdo da SK2 (composto ABC294640) combinada com a
superexpressao de miR-205-5p ou inibicdo de miR-296-5p na apoptose em
células NOK/SK2;
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6) Verificar a capacidade de formacdo de esferdides (cultura 3D) por células
NOK/SK2 apos a inibicdo de miR-296-5p e superexpressado de miR-205-5p em
comparagao com respectivo controle;

7) Verificar a capacidade de formacdo de coldnias (clonalidade) por células
NOK/SK2 ap0s a inibicdo de miR-296-5p e superexpressado de miR-205-5p em
comparacao com respectivo controle;

8) Avaliar os niveis das proteinas Snail, ALDH1, vimentina e N-caderina em
células NOK/SK2 apds a inibicdo de miR-296-5p e superexpressao de miR-
205-5p.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Anélise de dados do TCGA
A partir de dados de transcriptoma de amostras de pacientes com cancer de
cabeca e pescoco, disponiveis no TCGA, foi analisada a curva de sobrevida dos
pacientes de acordo com alta e baixa expressao de hsa-miR-205 e hsa-miR-296. Os
graficos de probabilidade de sobrevida foram gerados por meio da ferramenta de
analise de informatica online Kaplan Meier Plotter: Pan-cancer miRNA (NAGY;
MUNKACSY; GYORFFY, 2021), e as curvas de sobrevida dos dois grupos de
pacientes (alto e baixo nivel dos miRNAs) foram comparadas, sendo considerado com

significancia p<0,05.

4.2 Linhagens celulares

A linhagem celular utilizada no presente estudo foi nomeada NOK/SK2. Esta
linhagem foi obtida a partir da superexpressdo de esfingosina quinase 2 (SPHK2 ou
SK2 ou SK-2; NM_021972.3) numa linhagem nao tumoral de queratinocitos orais
(NOK). A linhagem celular NOK/SK2 foi obtida em trabalho anterior do grupo de
pesquisa por Lais Brigliadori Fugio durante seu curso de doutorado. Aliquotas das
células NOK/SK2 e NOK controle (vetor de expressao vazio) foram armazenadas em
nitrogénio liquido para uso futuro em outros projetos do grupo. As células foram
descongeladas e cultivadas em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM; Sigma) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF-Gibco, Life
Technologies) e 1% penicilina e estreptomicina (Sigma). Durante o periodo de cultura,
as células foram mantidas em incubadora umidificada, a 37°C e na presenca de 5%
COo.. A superexpresséo da proteina SPHK2 ou SK2 e de RNAmM de SPHK2/SK2 foram
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confirmados nas células NOK/SK2 utilizadas no presente trabalho, por Western blot e

PCR em tempo real, respectivamente.

4.3 Transfeccdo das células

Células NOK/SK2 foram cultivadas até 80% de confluéncia em placa de 10 cm
e, no dia da transfeccdo, o meio foi substituido por meio novo. Para a transfeccéo,
foram utilizados o inibidor do hsa-miR-296-5p (P/N: 4464084, |D: MH10609, Life
Technologies) e o mimético hsa-miR-205-5p (P/N: 4464066, ID: MC11015, Life
Technologies) ressuspendidos em agua livre de nucleases, conforme recomendacéao
do fabricante. Em tubos de 1,5 mL, foi realizada a mistura do meio sem soro e sem
antibiotico (Opti-MEM™) com controle negativo (CN; mock miRNA) ou miRNA
mimético ou inibidor, mais reagente de transfeccdo HiPerFect (Qiagen), seguindo o
protocolo do fabricante. Para a formacao dos complexos de transfeccdo (miRNA ou
inibidor ou CN + HiPerFect), apos vortexar, os tubos foram incubados por 10 minutos
a temperatura ambiente. A solugéo de complexos foi adicionada gota a gota sobre as
células, resultando em uma concentracdo final de mock miRNA, miRNA mimético ou
inibidor de 50 nM. As células foram mantidas em cultura por 24-72 horas a 37°C. Em
seguida, as células transfectadas foram recuperadas da placa de cultura, sendo uma
parte destas utilizada para extracdo de RNA e analise dos miRNAs e genes alvos por

PCR em tempo real, e o restante das células utilizado nos demais ensaios propostos.

4.4 Ensaio com o composto ABC294640
Antes de realizar o ensaio de apoptose (item 3.7), as células foram mantidas
em cultura por 24 horas com o composto ABC294640 (10 uM), que inibe a SK2 por
competir pela ligacdo com a esfingosina (FRENCH et al. 2010).

4.5 Extracado de RNA
As células NOK/SK2 transfectadas foram coletadas em 1 mL de TRIzol
(Invitrogen; reagente acido que contém isotiocianato de guanidina e fenol), apos
incubacédo por 5 minutos a temperatura ambiente para lise celular, foram adicionados
200 pL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol, seguindo protocolo do fabricante. Os
tubos foram agitados em vortex e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente.
Os tubos foram centrifugados por 15 minutos, a 4°C e 12000 g para separacao das

fases. A fase aquosa contendo o RNA foi coletada, e isopropanol (500 pyL por mL de
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amostra) foi utilizado para precipitacdo do RNA. As amostras foram vortexadas por 5
segundos e em seguida incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 4°C e 12000 g para formar o pallet, o
meio aquoso foi descartado. Cada amostra foi lavada com 1 mL de etanol 75%,
vortexada e centrifugada por 5 minutos, a 4°C e 12000 g, em seguida, o etanol foi
descartado. Foi feita uma segunda lavagem com 500 pL de etanol 75%, novamente
vortexando e centrifugando as amostras por 5 minutos, a 4°C e 12000 g, descartando
novamente todo o etanol. Para ressuspender o RNA precipitado, foram adicionados
40 uL de agua livre de RNases, previamente aquecida a 55°C. Por fim, as amostras
foram aquecidas a 55°C por 10 min para a completa ressuspensao do RNA. O RNA
foi quantificado em Nanodrop, onde foi aplicado 1 yL de agua como branco e 1 uL de
cada amostra. A qualidade do RNA extraido foi determinada com base na razéo

260/280 nm, sendo que a razao de 1.8-2.0 indica RNA com alto grau de pureza.

4.6 Sintese de cDNA a partir de miRNA e quantificacdo por PCR em tempo
real

Apoés a extracdo do RNA descrita no item 3.5, foi feita a sintese do cDNA
utilizando o TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Para
cada reacdo de 15 pL (7 pL de master mix, 3 yL de primers, e 5 yL de RNA), foram
utilizados 0,15 pyL de 100 mM dNTPs (com dTTP), 1 yL de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50 U/uL), 1,5 pyL de 10X Reverse Transcription Buffer, 0,19 uL de
inibidor de RNases (20U/uL) e 4,16 uL de agua livre de nucleases. Para a transcri¢cao
reversa, o termociclador foi configurado para 16°C por 30 minutos, 42°C por 30
minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C até a retirada da placa de PCR do aparelho.

Para a reacao de qPCR, foi utilizado o TagMan Universal Master Mix Il (Applied
Biosystems), conforme protocolo do fabricante. Para cada reacdo (20 pL), foram
usados 10 pL do TagMan Universal Master Mix Il (2X), 1 yL do TagMan miRNA
Expression Assay (20X) (TM000509 para hsa-miR-205-5p e TM000527 para hsa-miR-
296), e 9 uL de cDNA diluido em agua. O termociclador foi configurado para 1 ciclo de
10 minutos a 95°C (ativacdo da DNA polimerase) e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
(desnaturacéo) e 1 minuto a 60°C (anelamento e extensao). O RNU6B (TM001093)

foi utilizado como controle enddgeno para quantificacdo relativa do miRNA.
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4.7 Ensaio de apoptose por citometria de fluxo

Para avaliar a viabilidade e a quantidade de células em apoptose, foi feita a
marcacdo com anexina V e iodeto de propideo (Pl). A anexina V interage com a
fosfatidilserina, um fosfolipidio que € exposto na membrana durante a apoptose,
enquanto o Pl € um intercalante de DNA, ou seja, marca apenas ceélulas com
membrana danificada (ENGELAND et al., 1998). As células foram semeadas em placa
de 6 pocos (2 x 10° células/poco), apds o cultivo por 24 horas, as células foram
coletadas e marcadas com anexina e Pl utilizando-se o Annexin V Apoptosis Detection
Kit (BD Pharmingen), e entéo analisadas por citometria de fluxo na Facility da FCFRP.

Para cada teste, foram utilizados 5 pl de Anexina V- FITC, 5 uL de lodeto de
propidio (PI) e Annexin V Binding Buffer 1x (solu¢cdo concentrada 10 x: Hepes/NaOH
0,1 M, pH 7,4; NaCl 1,4 M e CaClz 25 mM). As células foram lavadas duas vezes com
PBS e ressuspendidas no tamp&do a uma concentracdo de 10° células/mL. Foram
transferidas 10° células para um tubo de citometria e adicionada a solugdo de Anexina
V-FITC e PI, incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Apés
adicdo de 400 pL de 1X Annexin V Binding Buffer a cada tubo, foi feita a analise das

amostras por citometria de fluxo.

4.8 Ensaio de formacéao de esferdides (cultura 3D)

As células foram semeadas em placa de 24 pocos de ultra low adhesion (103
células por poco) e mantidas em incubadora umidificada a 37°C e 5% CO:2 por 7 dias.
As esferas ou esferdides foram visualizados, analisados e fotografados em
microscopio invertido no modo contraste de fase (Zeiss Axiovert 40). Ainda, apés a
contagem dos esferbides, os mesmos foram coletados para analise por

imunofluorescéncia ou lisados para analise de proteinas por Western blot.

4.9 Ensaio clonogénico
Em placas de 6 pocos, contendo 200 células por poco, as células foram
cultivadas por 7 dias ap0s a transfec¢édo com o controle negativo, miRNA mimeético e
inibidor de miRNA. O meio das placas foi descartado e, em seguida, foi adicionado 1
mL de metanol por poco e deixado durante 20 minutos para fixacdo das células. Apos
descartar o metanol, foi adicionado 1 mL por poco de cristal violeta, que foi retirado
apos 20 minutos. Os pocos foram lavados com PBS (1 mL por po¢o) até que 0 excesso

de cristal violeta fosse removido. Apdos a secagem da placa, os pogos foram
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fotografados e analisados por meio do ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI,
2012).

4.10 Quantificacdo de proteinas

Para avaliar os niveis de proteinas por Western blot, as células foram
semeadas em placa de 6 pocos (2 x 10° células/poco), e apoés o cultivo por 24 horas,
as células foram coletadas em tampao CelLytic (Sigma) suplementado com 10 yL/mL
de inibidores de proteases e deacetilases, lisadas em 3 ciclos de 10 segundos no
ultrasonicador 150E Digital Sonic Dismembrator (Fisher Scientific).

Foi utilizado o método de Bradford para a quantificacdo de proteinas. Para isso,
foi preparada uma curva de concentracdes conhecidas (padrao: 50, 100, 250 e 500
Mg/mL) de albumina sérica bovina (Bovine Serum Albumin Standard; solugéo estoque:
2 mg/mL, #23210, Thermo Scientific). Em uma placa de 96 pocos, foram aplicados em
triplicata 10 yL de amostra por poco, incluindo a agua (branco), as diluicdes de
albumina e as amostras de interesse. Para cada poco, foram utilizados 200 pL de
reagente de Bradford, diluido em agua milliQ (1:5). No espectrofotdmetro Model 680

Microplate Reader (Bio-Rad), a leitura da absorbancia foi feita em 595 nm.

4,11 SDS-Page

Para avaliar os niveis das proteinas PARP, vimentina, N-caderina, ALDH1,
snail, e GAPDH, inicialmente foi feita uma eletroforese vertical em gel de poliacrilamida
(PAGE) com dodecilsulfato de sédio (SDS) , com base no protocolo de Harlow e Lane
(1998). Foram preparados 10 mL de gel de corrida 12% utilizando 3,3 mL de agua, 4
mL de mix de acrilamida 30%, 2,5 mL de Tris 1,5 M (pH 8,8), 100 uL de SDS 10%,
100 pL de persulfato de amoénio 10% e 5 yL de TEMED. Apos aplicar o gel na cuba
Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad), foi adicionado
isopropanol, e apds aguardar aproximadamente 20 minutos para polimerizacdo do gel,
o isopropanol foi descartado. Para preparacao de 4 mL do gel de empilhamento 5%,
foram usados 2,2 mL de agua, 670 yL de mix de acrilamida 30%, 1 mL de Tris 0,5 M
(pH 6,8), 40 yL de SDS 10%, 40 pL de persulfato de amonio 10% e 5 uL de TEMED.
Em seguida, o gel foi adicionado na cuba, solidificando apés cerca de 20 minutos. As
amostras contendo 20 pg ou 50 ug de proteinas, foram diluidas em tampao Laemmli
e aquecidas a 95°C por 5 minutos e centrifugadas antes de serem aplicadas no gel.

Como marcador, foi utilizado o PageRuler Prestained Protein Ladder, de 10 a 250 kDa
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(Thermo Scientific). Apds depositar o padrdo e as amostras nos pocos, foi aplicada

uma tenséao de 90 volts, por cerca de 90 minutos.

4.12 Western blot

As proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para membranas de
PVDF, por meio do Power Blotter XL System (Invitrogen), apds a ativacdo da
membrana com metanol por aproximadamente 1 minuto. Apos a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com a solucao de bloqueio preparada com 0,25 g de
Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) e 50 mL de TBS-T (TBS com 1% de Tween 20),
durante 1 hora sob agitacdo e a temperatura ambiente. As membranas foram
incubadas overnight com os anticorpos primarios a 4°C e sob agitacdo continua. Para
retirar os anticorpos primarios que nao se ligaram a proteinas, as membranas foram
lavadas 3 vezes com TBS-T, cada lavagem tendo 5 minutos mantendo as membranas
sob agitacdo. As membranas entdo foram deixadas por 1 hora com o anticorpo
secundério, que é conjugado a peroxidase, sob agitacdo continua a temperatura
ambiente. Foram utilizados os anticorpos secundérios para ALDH1 (1:1000), Snalil
(1:1000), Vimentina (1:1000), PARP (1:1000), N-caderina (1:1000) e GAPDH (1:1000)
diluidos em solucéo de blogueio. As membranas foram novamente lavadas com TBS-
T, 4 lavagens de 5 minutos cada, sob agitacdo continua. Por fim, foi utilizado 1 mL
dos reagentes do Kit SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo
Scientific) sobre as membranas, durante 5 minutos, e o resultado foi visualizado no
ChemiDoc XRS+ System (Bio-Rad).

4.13 Imunofluorescéncia e microscopia

O meio de cultura das placas de ultra low adhesion foi removido suavemente,
para ndo remover as esferas. Para fixagdo, foram adicionados 100 yL de metanol
gelado. As placas foram lavadas 2 vezes com 200 yL de PBS em temperatura
ambiente por 5 minutos, em seguida, foram adicionados 100 yL de PBS contendo 3%
BSA e 0,1% Triton X-100, e deixadas por 30 minutos em temperatura ambiente. Os
pocos foram lavados 3 vezes com 200 pL de 0,1% Triton X-100/PBS, depois
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram adicionados anticorpos
primarios (1:100 em PBS contendo 1% BSA e 0,1% Triton X-100) e deixados por 90
minutos em temperatura ambiente. Novamente foram lavados por 5 minutos, 3 vezes

com 200 pL de 0,1% Triton X-100/PBS em temperatura ambiente e entdo foram
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adicionados anticorpos secundarios conjugado com AlexaFluor®488 ou
AlexaFluor®647 (1:500 em PBS contendo 1% BSA e 0,1% TritonX-100), e deixados
por 60 minutos em temperatura ambiente. Novamente foi feita uma lavagem por 5
minutos, 3 vezes com 200 L de 0,1% Triton X-100/PBS em temperatura ambiente.
Foram adicionados 100 pL de DAPI (1 ug/mL em PBS) e incubados por 15 minutos
em temperatura ambiente. Apos 3 lavagens com 200 pL de PBS, os esferéides foram

analisados por microscopia de fluorescéncia.

4.14 Anélises estatisticas
As comparacdes entre os dois grupos foram realizadas pelo teste t de Student.
As comparacdes entre trés ou mais grupos foram realizadas pelo teste de Kruskal-
Wallis. Em todas as analises estatisticas, um valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

5. RESULTADOS
5.1 Anélise de dados do TCGA
De acordo com dados disponiveis no TCGA, ha diferenca significativa na
expressdo dos dois miRNAs selecionados, miR-205 e miR-296, entre pacientes que

sobreviveram ou faleceram (figura 1).

Figura 1 — Expresséao relativa dos miR-205 e miR-296 em amostras de pacientes com CCP do TCGA

gue sobreviveram ou 6ébitos.
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(A) Menor expressdo de miR-205 e (B) maior expressdo de miR-296 em amostras de pacientes com
cancer de cabeca e pescoco que faleceram em relagdo a pacientes que sobreviveram

(acompanhamento até 200 meses). Valores apresentados em loga.
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Sobretudo, a expressdo dos miRNAs analisados pode ser correlacionada a
sobrevida de pacientes com cancer de cabeca e pescoco. Pacientes que apresentam
baixa expressdo de miR-205 possuem menor probabilidade de sobrevida em relacéo
aqueles que possuem expressao elevada (figura 2-A). J& a analise do miR-296 indica
gue a expressao elevada desse miRNA é relacionada a uma menor probabilidade de

sobrevida se comparado aqueles que possuem baixa expressao (figura 2-B).

Figura 2 — Pacientes com cancer de cabeca e pesco¢co com expressao baixa de miR-205 ou elevada

expressdo de miR-296 apresentam menor probabilidade de sobrevida
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(A) Curvas de sobrevida de pacientes com alta e baixa expresséo de miR-205. (B) Curvas de sobrevida
de pacientes com alta e baixa expressdo do miR-296. Grafico gerado pelo Kaplan Meier Plotter (NAGY;
MUNKACSY; GYORFFY, 2021), selecionando os dados de pacientes com cancer de cabeca e pescoco
disponiveis no TCGA.

5.2 Analise dos miRNAs por PCR em tempo real quantitativo
Por meio da PCR em tempo real quantitativa (QPCR), feita 24 e 72h apés a
transfeccdo dos miRNA mimético e inibidor, foi confirmada a superexpressédo do miR-
205-5p e a inibicho do miR-296-5p. Como mostrado na figura 3, 72 h apos a
transfeccdo, obteve-se uma modulacao significativa tanto do miR-205-5p quanto do
miR-296-5p. Por isso, 0s ensaios foram realizados 72 horas apdés a transfeccéo.
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Figura 3 — Alteracéo nos niveis do miR-205 e miR-296 em células NOK/SK2 apds transfeccdo com

miRNA mimético e inibidor, respectivamente.
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(A) Niveis do miR-205 apds transfeccao (24 e 72 h) das células com o miR-205-5p mimético e (B) do
miR-296-5p apds transfec¢do com o inibidor do miR-296 determinado por PCR em tempo real. Os
valores relativos de expresséo sdo mostrados como fold change (222¢t) e o controle endégeno usado

foi 0 RNUGB. Ensaios realizados em triplicata técnica e as barras indicam o desvio padréo.

5.3 Ensaio de apoptose por citometria de fluxo
O ensaio de apoptose indicou que o tratamento com o inibidor da SK2, a
superexpressao do miR-205-5p e inibicdo do miR-296-5p ndo promoveram alteracéo
do potencial apoptético. Ao comparar células tratadas com ABC294640 (10 uM) ao
seu respectivo controle, bem como células transfectadas com inibidor de miRNA ou
mMiRNA mimético ao controle negativo, ndo houve alteracéo significativa da quantidade
de células viaveis (ndo marcadas), marcadas somente com Pl ou anexina V-FITC ou

duplamente marcadas com anexina V-FITC e PI (figura 4).

Figura 4 — A inibicdo da SK2 e alteragéo da expressdo dos miRNAs néo alterou o nimero de células

em apoptose
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tratadas com ABC294640, (C) células que superexpressam o miR-205-5p controle e (D) tratadas com
ABC294640, (E) células com a inibicdo do miR-296-5p controle e (F) tratadas com ABC294640. A
superexpressdo do miR-205-5p e inibicdo do miR-296-5p, assim como o tratamento com ABC294640,
ndo resultaram em alteracdo do numero de células em apoptose. Q1: indica o numero de células
marcadas apenas com PI, Q2: células marcadas com Pl e Anexina V-FITC (apoptose tardia ou mortas),
Q3: células ndo marcadas (viaveis) e Q4: células marcadas apenas com Anexina V-FITC (em apoptose
inicial). Ensaios realizados em duplicata bioldgica.

5.4 Ensaio de formacéo de esferdides (cultura 3D)
A superexpressao do miR-205-5p e a inibicdo do miR-296-5p promoveram uma
reducdo da capacidade de formacdo de esferdides, o que € evidenciado pela
diminuicdo do numero de esferdides formados apds a transfeccdo com miRNA

mimético e inibidor (figura 5).
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Figura 5 — Reduc¢éo da formagéo de esferbides apds a superexpressdo do miR-205 e inibi¢do do miR-
296.
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(A) Reducg&@o no numero de esferbides apds aumento do miR-205 e redu¢do do miR-296 nas células

NOK/SK2. Média do nimero de esferas formadas por células NOK/SK2 transfectadas com o controle
negativo (NC) em preto, miR-205-5p mimético (azul) e inibidor do miR-296-5p (vermelho). (B)
Fotografias das esferas formadas por células NOK/SK2 transfectadas com o controle negativo (NC),
miR-205 mimético e inibidor do miR-296. Ensaios realizados em ftriplicata biolégica e as barras indicam

0 desvio padrao.

5.5 Ensaio clonogénico
A transfecgdo das células NOK-SK2 com os miRNAs mimético (miR-205) e
inibidor (miR-296) induziu reducao na formacéo de colbnias, conforme mostrado na

figura 6.
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Figura 6 — Diminuicdo da formacao de col6nias apds a superexpressdo do miR-205 e inibicdo do miR-

296
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(A) Reducgdo no numero de colbnias apds superexpressao do miR-205 e inibicdo do miR-296 nas

células NOK/SK2. Média do numero de coldnias formadas por células NOK/SK2 transfectadas com o
controle negativo (NC) em azul, miR-205-5p mimético (laranja) e inibidor do miR-296-5p (amarelo). (B)
Fotografias das colbnias formadas por células NOK/SK2 transfectadas com o controle negativo (NC),
miR-205 mimético e inibidor do miR-296. Ensaios realizados em triplicata biolégica e as barras indicam

o0 desvio padrao.

5.6 Avaliacdo dos niveis de proteinas por Western Blot
Por meio de Western Blot, foram avaliados os niveis de PARP e vimentina em
células transfectadas com 0 miR-205-5p mimético e inibidor do miR-296-5p, 72 horas
apos a transfeccao (figura 7). A inibicdo do miR-296-5p promoveu a reducdo de
vimentina e PARP. Ja a superexpressao do miR-205-5p, provocou um aumento dos

niveis de vimentina.
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Figura 7 — Reducéo dos niveis de PARP e vimentina em células transfectadas com o inibidor do miR-
296-5p e aumento em células transfectadas com o miR-205-5p mimético
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GAPDH | s wsmns csvemn

Niveis de PARP e vimentina em células transfectadas com o controle negativo (NC), miR-205-5p
mimético e inibidor do miR-296-5p verificados por western blot. GAPDH foi usada como controle de
carregamento de proteinas no SDS-PAGE e do WB. Os nimero mostrados abaixo das bandas das
proteinas referem-se a razéo entre PARP ou vimentina / GAPDH, apds quantificacdo das bandas

usando o ImageJ.

Ainda foram verificados os niveis de proteinas N-caderina, Snail e ALDH1. Em
células NOK/SK2 transfectadas com o inibidor de miR-296-5p, houve reducéo dos
niveis das proteinas N-caderina, Snail e ALDH1, o que evidencia que 0 miR-296-5p
regula os niveis de proteinas associadas com vias de sinalizacdo envolvidas com
células-tronco tumoral/CTT (ALDH1) e transicdo epitélio-mesenquimal/TEM (N-
caderina e Snail). Ja nas células NOK/SK2 transfectadas com o miR-205-5p mimético,

houve uma reducao apenas dos niveis de ALDH1 (figura 8).
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Figura 8 — Impacto dos miRNAs selecionados em marcadores associados com TEM e CTT

Mimético Inibidor
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Analise das proteinas N-caderina, SNAIL, ALDH1 e GAPDH por Western blot em células NOK/SK2
transfectadas com o controle negativo (NC), miR-205 mimético e com o inibidor de miR-296. GAPDH
foi usada como controle no carregamento de proteinas no gel. Os nimero mostrados abaixo das
bandas das proteinas referem-se a raz&o entre N-caderina, Snail ou ALDH1 / GAPDH, apéds
quantificacdo das bandas usando o ImageJ.

Também por Western blot, foi verificada uma diminuicdo dos niveis de N-
caderina e vimentina em esferdides formados por células transfectadas com o inibidor
do miR-296-5p. Ja as esferas com superexpressdo do miR-205-5p apresentaram uma
redugéo apenas de N-caderina (figura 9).

Figura 9 — Reduc¢éo dos niveis de N-caderina e vimentina em esferdides apds a modulag&o dos
mMiRNAs alvos em células NOK/SK2.

Mimético Inibidor
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Analise das proteinas N-caderina, vimentina e GAPDH por Western blot em células NOK/SK2
transfectadas com o controle negativo (NC), miR-205 mimético e com o inibidor de miR-296 a partir da
amostra de esferéides. As esferas formadas por células que superexpressam o miR-205 apresentaram

menor nivel de N-caderina e aumento de vimentina, enquanto células em que o miR-296 esta reprimido
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ha uma reducdo dos niveis de N-caderina e vimentina. GAPDH foi usada como controle no
carregamento de proteinas no gel. Os nimeros mostrados abaixo das bandas das proteinas referem-
se a razdo entre N-caderina ou vimentina / GAPDH, apds analise das bandas usando o programa

Imaged.

5.7 Imunofluorescéncia
Os resultados da analise de vimentina e ALDH1 por imunofluorescéncia
confirmaram os resultados obtidos por Western blot. Em esferas formadas a partir de
células transfectadas com o inibidor de miR-296-5p, houve uma reducao de vimentina
e ALDHL1 (figura 10).

Figura 10 — Reducéo de vimentina e ALDH1 em células transfectadas com o inibidor do miR-296-5p

verificada por meio de imunofluorescéncia
NC NC

Vimentina (verde) ALDH (vermelho)
DAPI (azul) DAPI (azul)
Inibidor miR-296 Inibidor miR-296

Vimentina (verde) ALDH (vermelho)
DAPI (azul) DAPI (azul)

Marcacao de vimentina, ALDH1 e DAPI (nlcleos) em esferas formadas por células transfectadas com

o controle negativo ou inibidor de miR-296.
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6. DISCUSSAO

Com base na anélise de dados de transcriptoma do TCGA, pacientes com
cancer de cabeca e pescoco que faleceram mostraram niveis do miR-205
significativamente menor (figura 1-A), enquanto o miR-296 era significativamente
maior (figura 1-B). Esse dado esta de acordo com a relacdo identificada entre
expressao elevada de miR-296-5p e reduzida de miR-205-5p com a menor sobrevida
(figura 2). Outros estudos correlacionam a alta expressdao de miR-296-5p a pior
sobrevida livre de recorréncia para pacientes com cancer de cabeca e pescoco, uma
vez que esse MiRNA parece estar relacionado a resisténcia a determinadas drogas
(MAIA et al., 2015), e dados disponiveis no TCGA suportam essas evidéncias.

Ao avaliar a ocorréncia de apoptose, tanto o ensaio utilizando citometria de
fluxo (figura 4) quanto a verificacdo dos niveis de poly-ADP ribose polymerase (PARP)
(figura 7) indicaram que o miR-205 e miR-296 n&o interferem na inducao ou inibicao
da apoptose em células NOK/SK2. PARP é um fator de sobrevivéncia que atua na
vigilancia e manutencédo da integridade do genoma, promovendo a morte celular em
resposta a danos no DNA (DE MURCIA et al., 1997; SCHREIBER et al., 2006; YU,
2002). Durante a apoptose, PARP é clivada e inativada por caspases, gerando dois
fragmentos (KAUFMANN, 1993), que podem ser visualizados por Western blot.
Nossos resultados indicaram que ndo houve aumento da clivagem de PARP em
células transfectadas com o inibidor ou mimético, o que esta de acordo com o ensaio
de apoptose por citometria de fluxo. Apesar desses resultados, é descrito que, no
cancer oral, a inducdo do miR-205 aumenta consideravelmente o nimero de células
apoptéticas (KIM et al., 2013). Também ha evidéncias que miR-205 e miR-296
regulam a apoptose em linhagens de cancer cervical e colorretal por diferentes vias
(NIU et al., 2021; YAN et al., 2021).

Ademais, a inibicdo da SK2 por meio de ABC294640 também né&o alterou o
namero de células apoptéticas, apesar das evidéncias na literatura que a conversao
metabolica de ceramida em esfingosina-1-fosfato (S1P), esfingomielina ou
glicosilceramida tem fung¢des antiapoptoticas e pro-sobrevivéncia (OGRETMEN et al.,
2017). Um trabalho de VENKATA et al. (2014) demonstrou que o tratamento com
ABC294640 induziu apoptose via caspase 3 em linhagens celulares de mieloma, no
entanto, 0 mesmo néo foi verificado para células NOK/SK2.

Conforme mencionado, o ensaio de formacdo de esferdides (cultura 3D)

demonstrou uma reducdo da formacdo de esferas apds a superexpressao do miR-
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205-5p e inibicdo do miR-296-5p (figura 5). Nesse sentido, vale ressaltar que as
células-tronco tumorais tém a capacidade de formar esferas tridimensionais
multicelulares in vitro quando cultivadas sem aderéncia (BAHMAD et al., 2018). Ou
seja, o crescimento de culturas 3D indica a proliferacdo de CTT. As CTT séo células
pluripotentes responsaveis pela angiogénese, imortalidade, auto-renovacdo e
diferenciacdo em tumores. Por isso, as CTT estdo entre os principais mediadores da
agressividade tumoral, recorréncia, metastase, e resisténcia a terapias (TAHMASEBI
et al., 2020).

A expressao de genes marcadores de células-tronco por essa subpopulacao
de células tumorais € um indicador de desenvolvimento e progressao tumoral
(TAHMASERBI et al., 2020). Por isso, avaliamos por meio de imunofluorescéncia (figura
10) e Western blot (figura 8) a expressao da aldeido desidrogenase (ALDH), um
marcador de CTT (DOUVILLE; BEAULIEU; BALICKI, 2009). ALDH1 esta envolvida na
desintoxicacdo de aldeidos e sintese de acido retindico, mas também na
tumorigénese. Além de estar relacionado a recorréncia local do cancer oral, em vérios
outros tumores epiteliais, a expressédo de ALDH1 é associada a baixa sobrevida (OTA
et al., 2013). Ainda, células com altos niveis de ALDH1 possuem maior potencial
tumorigénico, invasivo e metastatico em comparacdo com células tumorais que
expressam baixos niveis da enzima (SUN; WANG, 2010).

Como miR-205-5p mimético e o inibidor de miR-296-5p interferiram na
formacdo de esferdides e nos niveis de ALDH1, esses miRNAs parecem estar
relacionados ao fenoétipo de células-tronco tumorais nas células NOK/SK2, mas a
inibicdo do miR-296-5p apresentou um efeito inibitdrio bem mais significativo se
comparado ao efeito do mimético. Aparentemente, nossos resultados indicam que
miR-205-5p tem funcéo inibitéria enquanto miR-296-5p favorece o fenoétipo de CTT.
Um estudo de Yeh et al. (2016) relaciona miR-205 a caracteristicas de células-tronco
em linhagens tumorais de cancer de cabeca e pescoco, no entanto, de acordo com o
resultado dos autores, miR-205 promoveria a expressdo do fendétipo de CTT por
estimulo do nuclear factor-kB (NF-kB). Ainda ndo ha trabalhos que indiqguem a funcéo
do miR-296 sobre CTT em linhagens de cancer oral, mas foi demonstrado por Shi et
al. (2020) que o miR-296 exerce um efeito inibitério na poténcia de CTT em linhagens
de carcinoma hepatocelular.

O ensaio clonogénico evidenciou uma reducao da formacéo de colbnias apos

a transfecgcdo com miR-205 mimético ou inibidor do miR-296 (figura 6), o que sugere
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a participacado desses miRNAs em vias associadas a manutencdo da viabilidade e
proliferacdo. Um estudo que avaliou a formacé&o de coldnias em células de cancer oral
demonstrou que a superexpressdo de miR-296-5p elevou o numero colbnias, no
entanto, miR-296 estava inicialmente reprimido nas células usadas no estudo
(ZHANG, 2021), o que contraria os resultados obtidos inicialmente por nosso grupo
de pesquisa em relacdo a expressao do miRNA, mas confirma o resultado do ensaio
clonogénico, que indica que miR-296 promoveria a formacdo de colbnias. Ha
divergéncias sobre a fungdo do miR-205 ao considerar diferentes linhagens de cancer
de esobfago, tendo evidéncias que miR-205 atua como um supressor tumoral em
adenocarcinoma, mas como oncogene no carcinoma epidermoéide (HEZOVA et al.,
2015). Em linhagens de cancer de estdbmago, a regulagdo positiva do miR-205-5p
diminuiu a capacidade de formacdo de colonias (CHEN et al., 2022), conforme
observado em nossos resultados.

Resultados do Western blot e imunofluorescéncia indicaram uma alteracao dos
niveis de vimentina em células transfectadas (figura 7) e em esferdides (figuras 9 e
10). A vimentina é uma proteina do citoesqueleto ndo expressa em células epiteliais
normais, sendo um marcador de TEM (CHENG et al., 2018). Além da vimentina, outros
marcadores de TEM alterados foram detectados por Western blot, N-caderina e Snalil
(ZIDAR et al., 2017). A N-caderina € uma das caderinas expressas em células
mesenquimais, e o aumento da expressao de N-caderina em células epiteliais induz
a migracao celular, invasdo e metastase (WHEELOCK et al. 2008; HAZAN et al.,
2000). JA& Snail € um fator de transcricdo que reprime a expressdao de genes
normalmente expressos em células epiteliais, como a E-caderina, favorecendo a TEM
(BATLLE et al., 2000). Mudancas na expressao dessas proteinas permitem que as
células se separem, percam a polaridade apicobasal e aumentem a capacidade
migratoria, o que é fundamental para o processo de tumorigénese (ZIDAR et al.,
2017).

Vale ressaltar que, ao comparar os resultados da analise de células e
esferdides houve diferenca nos niveis de N-caderina e vimentina observados. Em
células NOK/SK2 transfectadas com o inibidor de miR-296, houve reducédo dos niveis
das proteinas N-caderina e Snail (figura 8), o que evidencia que o miR-296 regula vias
de sinalizacdo envolvidas com a transicado epitélio-mesenquimal, além de regular o
fendtipo de células-tronco tumoral como discutido anteriormente. Nas células

transfectadas com o miR-205 mimético, ndo houve diminuicdo dos niveis dessas
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proteinas. J4 em esferbides formados pelas células transfectadas com o inibidor ou
mimeético, houve uma reducao de N-caderina, que foi mais significativa com a inibicao
do miR-296. Esferdides com o inibidor ainda apresentaram uma pequena reducéo de
vimentina, mas o0 mesmo n&o ocorreu nas esferas com superexpressdo do miR-205
(figura 9). Ou seja, ambos MiIRNAs parecem atuar no fenétipo de CTT e na TEM, mas
com base nos resultados obtidos, miR-296-5p parece ter um papel mais significativo
em tais processos.

E descrito que miR-205 regula a TEM no carcinoma de cabeca e pescoco, por
meio da via de PISK/AKT (ZHANG et al., 2019). No trabalho de Zhang e colaboradores
(2019), a transfeccédo do miR-205 mimético induziu um aumento dos niveis de Snail,
vimentina e N-caderina em linhagens celulares de carcinoma nasofaringeo HNE1, o
gue condiz apenas parcialmente com os resultados obtidos na NOK/SK2. Ademais,
em linhagens de cancer oral, miR-296 € associado a inibicdo da TEM por Zhang et al.
(2020). E sugerido que a infeccéo por F. nucleatum, responséavel pela inducdo de TEM
em células epiteliais orais através da repressdo do miR-296, eleva os niveis de N-
caderina, vimentina e Snail, o que esta de acordo com nossos resultados. Ainda foi
demonstrado que o miR-296-5p néo se liga diretamente a 3'UTR de Snail, ou seja, a
acado do miRNA seria apenas indireta (ZHANG et al., 2020).

Também utilizando linhagens de carcinoma nasofaringeo, uma publicacao de
Chen et al. (2020) evidencia que o silenciamento de miR-296-5p regula positivamente
N-caderina e Snail via TGF-B, e o contrario ocorre apds a superexpressédo do miR-
296, indicando que miR-296 reprime a metastase relacionada a TEM nas linhagens
analisadas, o que ndo é compativel com os resultados obtidos com a NOK/SK2. Mas,
enquanto na NOK/SK2 o miR-296-5p esta upregulated, nas linhagens de carcinoma
nasofaringeo esta downregulated, e ainda ha uma variacdo relativamente alta na
expressao desse miRNA dentre as linhagens consideradas nesse estudo (CHEN et
al., 2020), o que demonstra como invidvel a comparacao de resultados obtidos entre
diferentes linhagens. Em cada linhagem, os miRNAs teriam um nivel de expresséo e
diferentes genes alvo, e consequentemente, efeitos diferentes.

Desse modo, é visto que miR-296-5p e miR-205-5p regulam a TEM, o fenétipo
de CTT, a capacidade de formacéo de esferas e colonias, conforme representado na
figura 11. Vale ressaltar que miR-296-5p parece ter uma funcdo mais relevante nesses

processos, uma vez que promoveu uma reducdo mais significativa de ALDH,
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vimentina, N-caderina e Snail. Tais resultados aparentemente divergem de dados

disponiveis devido a utilizacdo de linhagens celulares diferentes entre os estudos.

Figura 11 — Efeitos da inibicdo do miR-296 e superexpressdo do miR-205 em células NOK/SK2
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Células NOK/SK2, que apresentam uma superexpressdo do miR-296-5p e inibicdo do miR-205-5p,
foram transfectadas com o inibidor e mimético dos miRNAs selecionados, respectivamente. A inibicdo
do miR-296-5p e superexpressdo do miR-205-5p provocou a redugdo do fendtipo de CTT e da
capacidade de formagéo de esferas e coldnias, no entanto, ndo alterou o potencial apoptotico. O papel
do miR-205-5p sobre TEM foi inconclusivo, mas a inibicdo do miR-296-5p provocou a redu¢éo da TEM.
Figura criada com BioRender.com; autoria propria.

7. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, é sugerido que miR-205-5p e miR-
296-5p estariam envolvidos em etapas fundamentais da tumorigénese promovida pela
esfingosina quinase 2 nas células NOK/SK2.

Em células NOK/SK2, miR-205-5p teria funcao antitumoral, enquanto miR-296-
5p, pré-tumoral. No entanto, miR-296-5p parece ter influéncia mais significativa sobre
a TEM e CTT, caracteristicas da transformacéo maligna e progressao tumoral. Tais
dados sao relevantes no contexto de desenvolvimento de técnicas de diagnostico
precoce do cancer oral, predicdo de prognostico e até mesmo novos tratamentos.

Outros estudos serdo necessarios para caracterizar a funcado desses miRNAs

em linhagens de CEO, assim como explorar a relacdo dos dois miRNAs com SPHK2.
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