ARTIGO ORIGINAL

Avaliacao da expressao de microRNAs em linhagens
celulares de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco

e em cultura primaria de queratindcitos orais

Evaluation of microRNA expression in head and neck squamous cell carcinoma
cell lines and in primary culture of oral keratinocytes

Flavia Maziero Andreghetto!, Maria Fatima Guarizo Klingbeil?, Renata Machado Soares?®, Roberta Sitnik*,
Décio dos Santos Pinto Junior®, Monica Beatriz Mathor?, Fabio Daumas Nunes’, Patricia Severino!

RESUMO

Objetivo: Estudos funcionais in vitro sao essenciais para a
compreensao do papel de microRNAs, pequenas moléculas de RNA
que desempenham papel importante na regulacéo génica, no cancer.
Neste estudo, analisamosaviabilidade delinhagens celulares derivadas
de carcinoma epidermoide de cabega e pescoco, queratindcitos orais
provenientes de culturas primarias e queratindcitos imortalizados,
como modelos para estudos funcionais de microRNAs previamente
identificados como desregulados nesse tipo de carcinoma. Métodos:
Avaliamos a expressao de quatro microRNAs em linhagens celulares
e em cultura priméria de queratindcitos orais por meio de reacoes
em cadeia da polimerase em tempo real especifica. As linhagens
celulares de carcinoma epidermoide de boca foram previamente
caracterizadas quanto ao seu perfil de sequéncias de DNA do
tipo STR (do inglés short tandem repeats ou repeticées curtas em
sequéncia) com o objetivo de confirmar a identidade da linhagem.
Avaliamos ainda a possivel influéncia da expressao génica detectada
na camada de sustentacdo usada no cultivo de queratindcitos no
resultado global obtido. Resultados: Nossos resultados apontam
diferencas significativas na expressdo dos microRNAs entre
linhagens celulares passiveis de serem utilizadas como modelos para
estudos funcionais em carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco.
Ressaltam-se diferencas entre linhagens de carcinoma de lingua e
de faringe, bem como diferengas expressivas entre a linhagem de
queratindcitos orais imortalizados e queratindcitos orais normais
provenientes de culturas primdrias. Conclusao: Culturas primarias
de queratindcitos orais bem como linhagens tumorais sao obtidas de

forma relativamente simples. Entretanto, cada modelo celular possui
caracteristicas particulares que os tornam mais ou menos adequados
para um determinado estudo. Conclui-se que a selegcao cuidadosa
das linhagens é fundamental para estudos funcionais sobre cancer.

Descritores: Expressao génica; Queratincitos; Carcinoma de células
escamosas; Neoplasias de cabeca e pescogo

ABSTRACT

Objective: Functional in vitro studies are fundamental to understand
the role of microRNAs, small non coding RNA molecules that function
as post-transcriptional regulators, in cancer. The objective of this
study was to determine the applicability of head and neck squamous
cell carcinoma cell lines and human oral keratinocytes as models for
functional studies on microRNAs previously identified as deregulated
in head and neck squamous cell carcinomas. Methods: The expression
level of four microRNAs was assessed in cell lines and in primary
cultures of oral keratinocytes using specific real-time polymerase
chain reactions. The identity of oral squamous cell carcinoma cell
lines was confirmed by means of STR (short tandem repeats)
profiling. The possible impact of feeder-layer gene expression in global
microRNA expression results from keratinocyte primary culture was
also evaluated. Results: Significant differences in microRNA gene
expression were observed among squamous cell carcinoma cell lines,
particularly among cells lines from distinct subsites, as well as between
primary culture of human keratinocytes and immortalized keratinocyte
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cell lines. Conclusions: Primary cultures of human keratinocytes and
diverse tumor cell lines are relatively easy to obtain. However, each
cell model possesses a characteristic phenotype; whereas one may
be useful for a specific study, it may be inappropriate for another.
Therefore, itis imperative that suitable cell lines are cautiously selected
for functional studies in cancer.

Keywords: Gene expression; Keratinocytes; Carcinoma, squamous
cell; Head and neck neoplasms

INTRODUGAO

O cancer de cabeca e pescoco € a sexta neoplasia mais
comum do mundo, sendo que mais de 90% desses car-
cinomas sao epidermoides?. Esse tumor tem inicio
na superficie epitelial da mucosa que reveste as vias
aerodigestivas (cavidade oral, fossas nasais, seios pa-
ranasais, faringe e a laringe). Estudos epidemiol6gicos
mostram uma forte relacio entre o carcinoma epider-
moide de cabeca e pescoco e fatores carcindgenos,
especialmente tabaco e dlcool®%. Apesar de diversos
avangos para tratamento do carcinoma epidermoide
de cabeca e pescogo, a taxa de sobrevida global em
5 anos estd entre as mais baixas dentre os principais
tipos de canceres, nao apresentando melhora nas ulti-
mas duas décadas®. Atualmente, o planejamento tera-
péutico esta baseado principalmente no sitio do tumor
primdrio e na presenga ou auséncia de metéstases no
momento do diagndstico®.

Pequenas moléculas de RNA nao codificadores cha-
madas microRNAs (miRNAs) desempenham papel sig-
nificativo como reguladores da expressao génica e t€ém
sido associadas com diversos processos celulares relacio-
nados a carcinogénese e progressao tumoral. Predi-
¢oes in silico estimam que os miRNAs regulem mais de
30% dos genes codificadores de proteinas!”. Sua agao
no carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco € ainda
pouco conhecida, apesar de estudos recentes ja suge-
riram uma relacdo com o prognéstico da doengat!1%,
Acredita-se que a compreensdo do papel das miRNAs
possa contribuir para melhor caracterizacao molecular
da doenca.

De forma geral, para a compreensao do papel de
miRNAs no céncer tornam-se essenciais os estudos
funcionais in vitro. Estudos funcionais com miRNAs
podem ser realizados com ferramentas semelhantes
aquelas utilizadas para genes que codificam proteinas.
A super expressao de miRNAs permite a identificagiao
de fenotipos associados ao ganho de fungao enquanto
que a inibicdo génica permite a identificacdo de feno-
tipos associados a perda de funcdo. Com a combinagao
dessas duas ferramentas, torna-se possivel identificar
nao somente genes regulados por miRNAs mas também
processos celulares afetados por miRNAs especificos.

Um passo inicial fundamental nesse tipo de aborda-
gem consiste na selecao do modelo celular mais adequa-
do. O cultivo celular ¢ um modelo muito utilizado por
permitir uma andlise do comportamento celular isolado
da multiplicidade de processos bioldgicos que ocorrem
in vivo. O uso de linhagens certificadas por fontes auto-
rizadas garante a qualidade das conclusoes obtidas; en-
tretanto, laboratdrios de pesquisa comumente mantém
diversas linhagens celulares para uso proprio. Uma vez
que acidentes de contaminagao cruzada podem ocorrer
durante o manuseio dessas células', procedimentos ri-
gorosos de controle de qualidade se fazem necessarios.
Neste trabalho, utilizamos o perfil de STR (do inglés
short tandem repeats ou repeti¢oes curtas em sequén-
cia) para avaliar a identidade das linhagens celulares
utilizadas®®. Os STRs sao regioes do genoma humano
compostos por repeticoes de pequenas sequéncias de
dois a seis nucleotideos (por exemplo:AT), que podem
ter diferentes nimeros de repeticdes (por exemplo:
ATATATAT = AT,). Esse ntimero de repeticdoes em
cada locus é uma caracteristica hereditaria e pode ser
usada para identificar o DNA de cada individuo. Exis-
tem loci de STRs caracterizados em cada cromossomo
humano e o uso de multiplos loci pode identificar in-
dividuos com um alto grau de certeza, tornando esse
método muito ttil para testes de identificacdo forense
ou paternidade, bem como para a caracterizacao de li-
nhagens celulares.

Linhagens celulares comerciais (ou estabelecidas)
oferecem um nivel melhor de reprodutibilidade e, con-
sequentemente, de padronizacido, quando comparadas
as culturas primarias. Entretanto, culturas primaérias
tém a vantagem de ndo possuirem as alteracoes gené-
ticas associadas a obtencao de linhagens imortalizadas
ou as alteragoes relacionadas ao cancer presentes nas
linhagens de carcinoma. Sendo assim, utilizamos como
modelo de estudo linhagens celulares estabelecidas,
dentre elas uma linhagem de queratindcito oral imor-
talizada, frequentemente utilizada como modelo de cé-
lula normal na literatura, e linhagens derivadas de car-
cinoma epidermoide de cabeca e pescoco. Em paralelo,
utilizamos também queratindcitos orais provenientes
de culturas primarias para avaliacdo da expressao de
miRNAs no contexto de célula epitelial ndo cancerosa.
Essas células sdao cultivadas sobre camada de susten-
tacdo constituida por fibroblastos murinos irradiados;
a irradiacao controla a taxa de proliferacao dos fibro-
blastos, de forma que seu crescimento nao prejudique o
crescimento das células de interesse, mas mantém ativo
o metabolismo, o que contribui para a manutengao da
cultura de queratindcitos.

Resultados anteriores do nosso grupo identificaram
0os miRNAs miR-1 e miR-10b como menos expressos em
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tumores comparados com tecido livre de tumor de um
mesmo paciente, enquanto que miR-196 ¢ miR-7 esta-
vam mais expressos nos tumores (dados nao publicados).
Nao se conhece o papel desses miRNAs no carcinoma
epidermoide de cabeca e pescogo, apesar de presentes na
literatura no contexto de outros tipos de cancer*!%,

OBJETIVO

Avaliar a expressao de miRNAs previamente identifi-
cados como desregulados em carcinoma epidermoide
de cabeca e pescoco, em linhagens celulares derivadas
desse tipo de tumor, em queratindcitos orais humanos
derivados de cultura primaria, e em uma linhagem co-
nhecida de queratindcitos orais imortalizados.

METODOS
Cultura de linhagens celulares tumorais

Linhagens celulares humanas de carcinoma epidermoi-
de de cabeca e pescoco — SCC4, SCCY e SCC25 (cé-
lulas derivadas de carcinoma epidermoide de lingua),
e FaDu (células derivadas de carcinoma epidermoide
de lesao primdria de hipofaringe) foram generosamen-
te doadas pelos Doutores Décio dos Santos Pinto Jr e
Fabio Daumas Nunes, da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo (USP), originalmente dis-
poniveis via ATCC (do inglés American Type Culture
Collection). Essas linhagens celulares foram cultivadas
com meio de cultura constituido por: Dulbecco’s modi-
fied Eagle medium (meio de Eagle modificado por Dul-
becco- DMEM) (Sigma, cat. D6429) e meio de Ham
F12 (Gibco, cat. 11765) (na proporcao de 1:1), conten-
do 10% de soro fetal bovino (Gibco cat. 12.657-029),
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 ug/mL),
gentamicina (50 ug/mL), anfotericina B (2,5 ug/mL) e
glutamina (4 mM) (Gibco BRL: 21.051-040), em garra-
fas proprias para cultivo celular,e mantidas em atmos-
fera imida contendo 5% de CO, a 37°C.

Cultura de queratindcitos orais

Os queratindcitos orais foram obtidos a partir de cul-
turas primarias de fragmentos de mucosa bucal, prove-
nientes de pacientes doadores voluntérios, submetidos
a cirurgias, como: remocao de terceiros molares, au-
mento de coroa clinica e ulectomia, ocorridos no am-
bulatério da Faculdade de Odontologia da USP®?. Os
pacientes foram previamente informados e assinaram
os respectivos termos de doacao. Esse trabalho obteve a
aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-
SP) sob n.° 087/CEP-IPEN/SP. Os queratindcitos foram
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cultivados em um meio de cultura composto de DMEM
(Gibco, New York, NY, USA), F-12 Nutrient Mixture
(HAM, Gibco, New York, NY, USA) (2:1), suplemen-
tado com 10% de soro bovino Fetal Clone III (Hyclone,
Logan, Utah, USA), penicilina (100 U/mL), estreptomi-
cina (100 ug/mL), gentamicina (50 ug/mL), anfotericina
B (2,5 ug/mL), glutamina (4 mM), adenina (0,18 mM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), insulina (5 ug/mL)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), hidrocortisona
(0,4 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), to-
xina colérica (0,1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), triiodotironina (20 pM) (Sigma-Aldrich, St. Lou-
is, MO, USA) e fator de crescimento epidermal (EGF)
(10 ng/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA@D.
As células foram semeadas sobre uma camada de sus-
tentagao, denominada de feeder-layer, a qual € compos-
ta por uma linhagem de fibroblastos murinos do tipo
3T3-Swiss albino (ATCC/catalogo nimero CCL-92),
irradiados (60 Gy) e mantidos em incubadora a 37°C
em atmosfera imida contendo 5% CO,.

Cultivamos ainda células HaCaT, uma linhagem
imortalizada de queratindcitos orais obtida por meio de
transformacao espontanea fornecida para este estudo
pelo Dr. Décio dos Santos Pinto Jr. Estas foram cultiva-
das em meio DMEM (Gibco, Germany), suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Essas células foram man-
tidas em atmosfera imida contendo 5% CO, a 37°C.

Extracao de DNA e perfil de STR

Com o objetivo de confirmar a identidade das linhagens
celulares de carcinoma epidermoide de lingua utilizadas
nesse estudo, realizamos a analise do perfil de STR. A
mesma técnica nao pode ser realizada para as linhagens
FaDu e HaCaT devido a indisponibilidade de perfil pa-
drao para essas células.

Para esta analise, 0 DNA das células foi isolado com
o kit de extracdo Puregene Isolation Kit (Qiagen), de
acordo com o protocolo do fabricante. O DNA extrai-
do foi amplificado por reacoes em cadeia da polimera-
se (PCR), de acordo com o manual do kit AmpFLSTR
Identifiler® (Life Technologies). Os loci analisados fo-
ram: amelogenina, D7S820, D5S818, TPOX, CSFPO1,
vWA, D13S317, THO1 e D16S539. A escolha desses
marcadores teve como base as caracteristicas disponi-
bilizadas pela ATCC para nossas linhagens, conforme
o quadro 1. Os produtos da PCR foram separados por
eletroforese capilar em condigdes de desnaturagao no
equipamento ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Life
Technologies) e os resultados analisados pelo software
de analise GeneMapper 3.7 (Life Technologies) no La-
boratdrio de Técnicas Especiais do Hospital Israelita
Albert Einstein (HIAE).
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Quadro 1. STRs utilizados pela ATCC para caracterizacéo das linhagens celulares
derivadas de carcinoma epidermoide de lingua selecionadas para este estudo

Linhagens celulares
STRs SCC4 SCC9 SCC25
AmpFLSTR Identifiler®
D75820 9,11 8 12
CSF1PO 11 11 10
THO1 9.3 8.9 8
D13S317 11,13 9 13
D16S539 12 10,11 11,12
vWA 15,17 17 17,19
TPOX 8 9,11 8,12
Amelogenina XY XY X
D5S818 13 12 12
Extracao de RNA

O RNA total foi extraido usando o kit miRVana miR-
NA Isolation (Ambion) de acordo com as instrugdes do
fabricante. As concentragoes de RNA foram determi-
nadas pelo espectrofotometro NanoVue (GE Health-
care, Munich, Germany) e a integridade do RNA foi
verificada em gel de agarose.

PCR em tempo real para avaliagao da expressao de miRNAs

Para detecgdo da expressao dos miRNAs, a transcri-
cao reversa foi realizada a partir das amostras de RNA
total (TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit,
Life Technologies, Foster City, CA), seguida por reagao
de PCR em tempo real com primers comerciais espe-
cificos (TagMan MicroRNA Assays, Life Technologies,
Foster City, CA). Todos os ensaios seguiram estrita-
mente as recomendacgdes do fabricante e foram reali-
zados em duplicata. O RNU48, um pequeno RNA de
expressao abundante e relativamente estavel no tecido
humano, foi utilizado como controle endégeno para
normalizagao®. Os resultados de expressao foram
apresentados como a razao da expressao normalizada
(fold-change) entre linhagens celulares e cultura prima-
ria de queratindcitos orais®.

RESULTADOS

As linhagens celulares de carcinoma epidermoide de
lingua (SCC4, SCC9 e SCC25) foram analisadas quanto
ao perfil de STR em nove loci génicos. A escolha teve
como base o padrao disponibilizado pela ATCC e os
STRs analisados por meio do kit AmpFLSTR Identi-
filer® (Life Technologies). As trés linhagens celulares
apresentaram o padrao de STR descrito pela ATCC,
indicando que essas células provavelmente mantém as
caracteristicas da linhagem original. A figura 1 ilustra
resultados dessa anélise para a linhagem SCC25.

150 170 130 210 230 250
[2]

Figura 1. Representacéo dos STR identificados em SCC25

Quanto a cultura primaria de queratindcitos orais,
foram realizados experimentos para verificar se a presen-
ca da camada de sustentagao (feeder-layer) poderia inter-
ferir nos niveis de expressao dos miRNAs de interesse
para este estudo. Assim, analisamos a expressao relativa
dos miRNAs em queratindcitos sobre camada de susten-
tacdo abundante (BHKFL) e em cultura confluente de
queratindcitos, ou seja, sobre pouca camada de susten-
tacdo (BHK3) (Figura 2). Em BHKFL os queratindcitos
estavam subconfluentes e ocupavam cerca de 70% da
placa de cultura, enquanto que em BHK3 eles ocupavam
98% da placa. Observa-se que a expressao dos miRNAs
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Figura 2. Gréfico de dispersao representando a média do fold-change entre a
expressao de miRNAs em queratindcitos confluentes (BHK3) e subconfluentes
(BHKFL). O eixo vertical mostra a expressao normalizada de BHKFL e o eixo
horizontal mostra o valor correspondente em BHK3. O intervalo representado no
gréfico corresponde ao fold-change de 2.0 entre os niveis de expressao dos dois
grupos comparados. A normalizagéo foi realizada com o gene de referéncia RNU48
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estudados permaneceu constante ou aumentou a medida
que a quantidade de camada de sustentacado diminuiu.
Comparamos ainda a expressao desses miRNAs entre fi-
broblastos irradiados e nao irradiados e observamos que
a expressao na camada de sustentagao nao € nula. Opta-
mos, entao, por realizar os experimentos subsequentes
em condi¢oes do tipo BHK3.

O nivel de expressao basal dos quatro miRNAs de in-
teresse em linhagens celulares de carcinoma epidermoide
em comparacgiao com os queratindcitos orais pode ser ob-
servado na figura 3. A expressao do miR-196 apresenta-se
significativamente mais expressa em linhagens tumorais
quando comparada a expressao em células normais; res-
salta-se, entretanto, que a expressao também foi maior na
linhagem imortalizada de queratindcitos orais (HaCaT),
indicando que essa linhagem celular nao seria um mode-
lo adequado de célula nao tumoral para esse miRNA. O
mesmo padrao pode ser observado para o miR-10b: ori-
ginalmente pouco expresso em tumores comparados com
tecido livre de tumor ele também aparece menos expresso
em linhagens tumorais comparadas com os queratindcitos
orais normais. A expressdo em HaCaT mais uma vez ndo
se equipara a expressao dos queratindcitos orais normais
provenientes de culturas primarias.

15,00
10,00 -

>0 1 scca

msCCo
-
900 scc2s

& FaDu

Log2 fold change

.00 “ HaCaT

-10,00

-15,00

miR-1 miR-7

miR-10b

miR-196

Figura 3. Fold-change entre a expressao de miRNAs em células derivadas
de carcinoma epidermoide de cabega e pescogo (SCC4, SCCY, SCC25,
FaDu), HaCaT e queratindcitos orais normais (BHK3). Os dados apresentados
sao a média do log2 fold-change entre a expressao em células derivadas

de carcinoma epidermoide de cabega e pescoco e queratinécitos. SCC4,
SCCY, SCC25: linhagens celulares derivadas de carcinoma epidermoide

de lingua; FaDu: linhagem celular derivada de lesao priméria de carcinoma
epidermoide hipofaringe; HaCaT: linhagem de célula epidérmica transformada
espontaneamente; BHK3: queratindcitos em confluéncia. A normalizacéo foi
realizada com o gene de referéncia RNU48

Resultados menos consistentes, ressaltando carac-
teristicas intrinsecas das células tumorais, foram ob-
tidos para miR-7 e miR-1, respectivamente super ex-
presso € pouco expresso em tumores. Para miR-7, as
linhagens derivadas de carcinoma de lingua apresen-
taram a super expressao esperada quando comparadas
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aos queratindcitos orais normais, enquanto que FaDu,
a linhagem de carcinoma de orofaringe, ndo apresen-
tou esse mesmo resultado. Interessante notar que
HaCaT foi a linhagem que mais expressou esse miR-
NA, enquanto se esperava expressao inferior aquela
das linhagens tumorais. Para o miR-1 a excecao foi a
linhagem SCC4, com expressdo superior a dos que-
ratindcitos orais normais quando o esperado seria
expressao inferior. O nivel de expressao de mir-1 foi
superior em HaCaT comparada com as demais linha-
gens tumorais, dessa vez em acordo com esperado
para o miRNA.

DISCUSSAO

Linhagens celulares sdo muito utilizadas em pesquisa
como modelos para o estudo de mecanismos molecu-
lares em enfermidades e, em particular, no estudo do
cancer. Estudos recentes identificaram problemas de
contaminacao cruzada gragas a caracterizagao por STR
realizados com linhagens celulares de carcinoma de
cabega e pescogo®). O monitoramento continuo das
linhagens celulares, para fins de controle de qualida-
de, é necessario. Este trabalho partiu, portanto, dessa
avaliacdo inicial para que conclusoes subsequentes fos-
sem confidveis e reprodutiveis. Para as trés linhagens
derivadas de carcinoma de lingua escolhidas para este
estudo, os padroes de STR mostraram-se idénticos ao
esperado, conforme dados fornecidos pela ATCC. Es-
ses resultados ndo garantem que alteracOes genéticas
decorrentes do nimero de passagens dessas células
mantidas por laboratérios de pesquisa nao interfiram
nos resultados encontrados, mas atestam a identidade
original da linhagem e a pureza da cultura.

Estudos funcionais in vitro podem apresentar re-
sultados distintos conforme as células utilizadas, uma
vez que as caracteristicas genéticas das linhagens as-
sociadas a expressao dos genes de interesse sao desco-
nhecidas. Torna-se, assim, indispensavel avaliar multi-
plas possibilidades para a escolha do melhor modelo.
Demonstramos aqui diferencas quanto a expressiao de
miRNAs entre linhagens celulares comumente utiliza-
das como modelos para CECP: SCC4, SCC9, SCC25 e
FaDu. Diferencas comportamentais entre as linhagens
abordadas neste estudo foram observadas por diversos
autores. O grupo de Kim et al.® observou que a linha-
gem SCC4 apresentou menores niveis de proliferacao e
sobrevivéncia celular quando comparada as linhagens
celulares SCC9 e SCC25, apds tratamento com cele-
coxibe (uma droga anti-inflamatéria). Chou et al.?®
mostraram que, em contraste com as células SCC9, a
involucrina (proteina marcadora de diferenciagao epi-
dérmica) ndo foi induzida por hipéxia em células SCC4.
No trabalho de Liang et al.?”, o tratamento com extrato
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de corais marinhos apresentou grande potencial inibi-
tério de crescimento celular e indugao de diferenciagao
em SCC25, diferenciacdo moderada em SCC9 e pouca
diferenciacdo em SCC4. Esses estudos ressaltam a im-
portancia da escolha do modelo adequado para estudos
em linhagens celulares.

Alguns estudos funcionais para miRNAs foram re-
alizados com células derivadas de carcinoma epider-
moidede cabeca e pescoco. No estudo de Liet al.(!h,
foi observado que a inibigao de miR-21 induziu apop-
tose em linhagens celulares de carcinoma de lingua. Ja
Wong et al.®® demonstraram que linhagens de carci-
noma de lingua que passaram a super expressar miR-
133a/b em estudo funcional apresentaram menores
taxas de proliferacao e aumento de apoptose. Uma re-
visao recente destaca a importancia dos miRNAs para
o cancer de cabeca e pescoco, bem como estudos fun-
cionais realizados em linhagens celulares®). Nossos
resultados indicam que o impacto da super expressao
ou da inibicdo da expressao de um determinado miR-
NA pode variar de acordo com a célula utilizada como
modelo de estudo, podendo interferir, portanto, nas
conclusdes obtidas.

Sabe-se que a expressdo génica em camada de sus-
tentacao utilizada para manutencao de queratindcitos
orais niao ¢ nula: a irradiacdo dos fibroblastos é ade-
quada para controlar a proliferacao celular mas a agao
sobre outros genes € indeterminada®. Apesar da pe-
quena variacao na expressao de miRNAs em BHKFL
e BHK3, identificamos expressao dos miRNAs nos fi-
broblastos irradiados. Consideramos, portanto, que a
expressao de miRNAs em queratindcitos serd melhor
avaliada em condigoes do tipo BHK3, ou seja, em cul-
turas confluentes.

Comparamos a expressdo dos 4 miRNAs de inte-
resse entre a cultura primaria de queratindcitos e a
linhagem celular imortalizada HaCaT. Essa linhagem
tem sido amplamente utilizada na literatura como mo-
delo para queratindcitos por se tratar de uma linhagem
de facil propagacao e de fendtipo proximo ao normal.
Identificamos diferencas importantes no padrao de ex-
pressao desses miRNAs entre as duas culturas celulares.
Nossos resultados sugerem que a utilizagao da cultura
primaria, apesar da limitacao de seu tempo de vida e da
maior complexidade para sua manutengao em cultivo,
deve ser considerada para estudos que visam a resulta-
dos associados ao fen6tipo celular normal.

CONCLUSOES

Nossos resultados apontam diferencgas significativas de
expressao génica entre linhagens celulares passiveis de
serem utilizadas como modelos para estudos funcionais
de miRNAs em carcinoma epidermoide de cabeca e

pescoco. Ressaltam-se em particular diferencas entre
linhagens de carcinoma de lingua e de faringe, bem
como diferencas expressivas entre uma linhagem de
queratindcitos orais imortalizados, a HaCaT, e quera-
tindcitos orais normais provenientes de culturas prima-
rias. Conclui-se que a selecao cuidadosa das linhagens é
fundamental para conclusoes adequadas sobre o papel
de miRNAs em tumores.
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