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RESUMO

Ativina A é um membro da familia dos fatores de crescimento
transformante-f3 e sua expressao tem sido associada ao desenvolvimento tumoral.
Contudo, sua expressao, funcdo e mecanismos de regulacdo, por exemplo, via
folistatina, no carcinoma espinocelular (CEC) oral sdo parcialmente conhecidas.
Diante disto, nosso estudo teve como objetivo avaliar a participagdo de ativina A
na tumorigénese dos CECs orais. Para alcancar este objetivo, a expressao imuno-
histoquimica de ativina A foi analisada em 115 amostras de CEC oral e sua
expressao foi correlacionada com caracteristicas clinico-patolégicas e de
sobrevida. In vitro a influéncia de ativina A sobre os principais eventos bioldgicos
relacionados a tumorigénese oral foi verificada por 3 abordagens: 1) exposicao da
linhagem celular HaCAT a ativina A recombinante nas concentragdes de 0, 1, 10 e
100 ng/ml, 2) tratamento das linhagens tumorais LN2 com folistatina recombinante
nas concentracées de 0, 1, 10 e 100 ng/ml e 3) silenciamento estavel da
expressao de ativina A na linhagem LN2 com RNA de interferéncia (shINHBA). A
expressdo aumentada de ativina A em CECs orais foi significantemente
correlacionada com a presenca de metastases regionais (estadio N, p=0,034),
tumores classificados como pobremente diferenciados (p=0,013) e demonstrou ser
preditiva de um menor periodo de sobrevida livre de doenca em 5 anos (HR: 1,74;
95% Cl: 1,39-2,97; p=0,016). Os resultados dos estudos in vitro revelaram que
ativina A apresenta um efeito pleotropico no controle dos principais eventos
associados a tumorigénese oral. A exposicdo das células HaCAT a ativina A
resultou em um significante bloqueio da morte celular por apoptose e necrose,
promoveu alteracao do padrao de expressao dos marcadores da transicao epitélio
mesenquimal (TEM), aumentou a ades&o celular aos componentes da matriz
extracelular (MEC) e induziu a invasdo e migracao celular. Por outro lado, o
tratamento das células LN2 com folistatina foi capaz de induzir significantemente a
apoptose e a morte celular por necrose, reduzir a proliferagcao celular, alterar o
padrao de expressdo dos marcadores da TEM, além de reduzir a adesao celular
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aos componentes da MEC e os potenciais invasivo e migratério. O bloqueio de
ativina A com a transducdo estavel de shINHBA na linhagem tumoral LN2
promoveu significantemente a apoptose e a morte por necrose, alterou a
expressao dos marcadores da TEM de maneira similar aos efeitos da folistatina e
reduziu a proliferacao, invasao, migracao e motilidade celular, que foi avaliada por
formagdo de filopédios e lamelipddios. Interessantemente, o bloqueio com
shINHBA significantemente facilitou a adesao das células LN2 aos componentes
da MEC, diferente do que foi observado no tratamento com folistatina. Em
conclusdo, os resultados deste estudo sugerem que a ativina A regula eventos
biolégicos essenciais para a tumorigénese oral e é um fator prognéstico

independente de sobrevida livre de doenca em pacientes com CECs orais.

Palavras-chave: Marcadores biolégicos de tumor, Fator de crescimento
transformador beta, Subunidades beta de Inibinas, Folistatina.
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ABSTRACT

Activin A is a member of the transforming growth factor-g family and its
dysregulated expression has been described in different cancers. However, its
expression, function and regulatory mechanisms, particularly via follistatin, in oral
squamous cell carcinoma (OSCC) are partially known. The aim of the present
study was to evaluate the role of activin A in the promotion of oral tumorigenesis.
To achieve this goal, immunohistochemical expression of activin A was analyzed in
115 samples of OSCCs and its expression was correlated with clinicopathological
features and outcome. In vitro, the influence of activin A on oral tumorigenesis was
determined by 3 different approaches: 1) exposition of HaCaT cells to recombinant
activin A in different concentrations (0, 1, 10 and 100 ng/ml), 2) treatment of LN2
tumor cells with recombinant follistatin in different concentrations (0, 1, 10 and 100
ng/ml) and 3) stable knockdown of activin A expression in the LN2 tumor cells by
using interferencing RNA (shINHBA). Increased activin A expression in OSCCs
was significantly correlated with the presence of regional metastases (stage N,
p=0.034), poorly differentiated tumors (p=0.013), and shown to be predictive of a
shortened disease-free survival (HR: 1.74, 95% CI: 1.39-2.97, p=0.016). In vitro
studies showed a pleotropic effect of activin A on control of key events associated
with oral tumorigenesis. Activin A resulted in a reduction of cell death by apoptosis
and necrosis, promoted changes in the expression of epithelial-mesenchymal
transition (EMT) markers, increased cell adhesion to extracellular matrix (ECM)
components and induced cell invasion and migration in HaCAT cells. On the other
hand, the inhibition of activin A using follistatin induced apoptosis and cell death by
necrosis, reduced cell proliferation, changed the expression of EMT markers,
reduced cell adhesion to ECM components and reduced the cell invasion and
migration in LN2 cells. The activin A knockdown with shINHBA stable transduction
in the tumor cell line LN2 significantly promoted death by apoptosis and necrosis,
changed the expression of EMT markers, and decreased cell proliferation,
invasion, migration and motility evaluated by lamellipodia and filopodia formation.
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Interestingly, knockdown with shINHBA significantly promoted the adhesion of cells
to ECM components in LN2 cells, different to the results observed in the treatment
with follistatin. In conclusion, our results suggest that activin A regulate biological
events essential for oral tumorigenesis, and is an independent prognostic factor for

disease-free survival in patients with OSCCs.

Key-words: Biological tumor markers, Transforming growth factor beta, Inhibin-beta
subunit, Follistatin.
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1. INTRODUCAO

O CEC oral, também denominado de carcinoma de células escamosas ou
carcinoma epidermdide, representa mais de 95% de todas as neoplasias malignas
que acometem a cavidade oral (Scully & Bagan, 2009). Esta neoplasia se
desenvolve principalmente em homens com mais de 45 anos e expostos a fatores
de risco como tabaco e alcool (Scully & Bagan, 2009). Contudo, um aumento na
incidéncia de CEC oral em pacientes jovens e ndao expostos aos fatores de risco
tradicionais tem sido observado em estudos recentes (Llewellyn et al., 2004;
Ribeiro et al., 2009; Soudry et al., 2010; Falaki et al., 2011). Apesar dos recentes
avancos nos protocolos de tratamento cirdrgico, radioterapico e quimioterapico, a
taxa de sobrevida de 5 anos para pacientes com CEC oral permanece entre 50 e
60% (Bagan & Scully, 2008; Sklenicka et al., 2010; Jerjes et al., 2010). Este baixo
indice de sobrevida é principalmente devido ao diagnéstico da doenca
normalmente em estagio avancado e a elevada propenséo para a invasao local e
a disseminacao regional e a distancia (Warnakulasuriya, 2009; Scully & Bagan,
2009). Entao, prevenir e diagnosticar a doenga nos estagios iniciais estao entre os
principais desafios da atualidade. Somado a isso, ainda ndo existem marcadores
bioldgicos que possam contribuir na orientagdo da melhor opcao terapéutica dos
pacientes e na predigdo do seu progndstico. Embora nos ultimos anos varias
caracteristicas histopatolégicas e moleculares tenham sido propostas como
fatores de prognostico do CEC oral, nenhuma ainda é utilizada rotineiramente na
clinica, fazendo com que o tradicional estadiamento clinico do paciente, o qual é
baseado no sistema tumor noédulo metastase (TNM), ainda seja o principal fator
utilizado para indicar 0 manejo e progndstico do paciente. Entretanto, em muitos
casos estes fatores sdo inadequados e incapazes de discriminar tumores com o
mesmo estadiamento, fazendo com que a busca por novos marcadores biologicos,
que possam refletir melhor a diversidade biolégica da doenga e prever com mais
acuracia a resposta do paciente as terapias convencionalmente utilizadas, seja

necessaria.



O céancer é o resultado de um acumulo progressivo de modificacoes
genéticas e epigenéticas que leva as células normais a adquirirem caracteristicas
altamente especificas (Hanahan & Weinberg, 2011). Dentre estas caracteristicas
que coletivamente orquestram o crescimento tumoral, podem ser citadas: a
capacidade de produzir independentemente sinais de crescimento celular, intensa
producéo de sinais anti-crescimento para o tecido hospedeiro, evasdao dos sinais
de morte celular programada, capacidade ilimitada de proliferagdo, angiogénese,
invasdo tecidual e metastase (Hanahan & Weinberg, 2000). Contudo,
recentemente foram propostos outros atributos distintos as células tumorais que
sao funcionalmente importantes para o desenvolvimento do céncer e incluem a
reprogramacao do metabolismo energético celular e a evasdo ao controle
imunoldgico (Hanahan & Weinberg, 2011). Ao longo da ultima década, os tumores
tém sido identificados como estruturas cuja complexidade pode exceder a dos
tecidos saudaveis normais, contrastando com anterior visao reducionista dos
tumores como um conjunto relativamente homogéneo de células tumorais. Desta
forma, a biologia de um tumor s6 pode ser entendida analisando os tipos celulares
especializados que o constituem bem como o microambiente tumoral criado
durante o processo de tumorigénese (Seyfried & Shelton, 2010). Portanto, o
melhor conhecimento das alteragdes bioldégicas que ocorrem nas células
neoplasicas e a caracterizacdo de biomarcadores moleculares que controlem
estas alteragbes podem contribuir para o entendimento da diversidade de
comportamento biolégico das neoplasias (Shiptzer et al., 2009; Shah et al., 2011)
e para o desenvolvimento de potenciais ferramentas diagndsticas e progndsticas
auxiliares para o uso clinico (Messadi et al., 2009; Arellano-Garcia et al., 2010).

As ativinas sdo proteinas diméricas pertencentes a superfamilia de fatores
de crescimento transformante-p (TGF-B). Trés sao as formas descritas de ativina:
ativina A e ativina B, formadas respectivamente pelos homodimeros BABA e BBBB,
e ativina AB, a forma heterodimérica BABB (Massagué, 1990; Vale et al., 1986).

No entanto, a mais abundante e amplamente estudada é a variante ativina A



(Antsiferosa et al., 2011). Ativina A controla muitos processos fisiolégicos incluindo
a proliferacao e diferenciacao celular, resposta imunolégica, motilidade e adesao
(Mason et al., 1986; Vale et al., 2004). Dada a multiplicidade de acbes deste fator
de crescimento, existe uma biologia complexa que se relaciona com o seu controle
e funcdo (Kretser et al., 2012). Folistatina, uma eficiente proteina de ligagéo, é o
principal regulador das acées biolégicas da ativina A. Folistatina se liga a ativina A
com elevada afinidade e inibe todas as ac6es produzidas por ela (Nakamura et al.,
1990). A expressao desregulada de ativina A e folistatina tem sido implicada em
diversas doencas, incluindo o cancer. Contudo, existe um numero reduzido de
estudos que avaliaram os efeitos biolégicos da expressao de ativina A em CEC
orais. Shimizu et al. (2007) foram os primeiros a demonstrarem que a amplificacao
de regibes gendmicas responsaveis pela codificacdo da ativina A é
significativamente maior em tumores de cabecga e pesco¢o quando comparados
com tecido normal. Além disto, a expressdo aumentada de ativina A parece estar
associada a fatores clinico-patologicos que predizem um pior progndéstico e pode
representar um fator de risco para a progressao tumoral (Ye et al., 2008; Chang et
al., 2010).

Devido a escassez de estudos que avaliam ativina A em canceres orais, 0
objetivo deste estudo foi avaliar o papel biolégico de ativina A no controle dos
principais eventos bioldgicos associados a tumorigénese oral e verificar o valor
progndstico da expressdo imuno-histoquimica de ativina A para pacientes com
CEC oral.






2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Carcinoma Espinocelular Oral

O CEC oral é uma neoplasia maligna derivada do epitélio pavimentoso
estratificado e representa o oitavo cancer mais comum em todo o mundo (Cotrim
et al., 2001; Scully & Bagan, 2009; Alam et al., 2012). No Brasil, representa a
quinta e a décima primeira neoplasia maligna, respectivamente, em homens e
mulheres com uma média 15.000 mil novos casos/ano (Instituto Nacional do
Céancer - INCA, 2012). O CEC é responsavel por mais de 90% dos casos de
canceres na cavidade oral, mas outras malignidades como neoplasias de
glandulas salivares, sarcomas, tumores odontogénicos malignos, neoplasias
hematopoiéticas e tumores metastaticos também podem ocorrer neste local
(Epstein et al., 2002; Daley & Darling, 2003). Além disto, esta neoplasia é
frequentemente diagnosticada em estagios avancados, o que resulta em altas
taxas de mortalidade e morbidade, sendo considerada um problema de saude
publica (Parkin et al., 2005; Vargas-Ferreira et al., 2012). O perfil classico dos
pacientes com CEC oral é de homens, entre a sexta e sétima década de vida,
fumantes e etilistas por muitos anos (Sturgis & Cinciripini, 2007; Petti, 2009;
Vargas-Ferreira et al., 2012). Entretanto, um aumento no numero de casos de
CEC oral em pacientes jovens, do sexo feminino e com associagdo limitada aos
fatores de risco tradicionais tem sido observado nos ultimos anos (Kuriakose et al.,
1992; Mackenzie et al., 2000; Ribeiro et al., 2009; Soudry et al., 2010; Falaki et al.,
2010; Santos-Silva et al., 2011). Esta alteracdo no perfil epidemiolégico dos CEC
orais pode ser um indicativo de possiveis novos fatores de risco, tais como

predisposicao ou instabilidade genética (Westra, 2009; Santos-Silva et al., 2011).

Um grande numero de fatores etiolégicos pode contribuir para o
desenvolvimento desta neoplasia, contudo, 0 consumo de cigarro e alcool sdo os
dois fatores mais importantes. Interessantemente, existe uma relacdo entre dose e

tempo de exposicdo dos carcindgenos encontrados no cigarro e alcool para o



desenvolvimento do CEC oral (Scully et al., 2000; Bsoul et al., 2005; Hoffmannova
et al, 2010). Além disto, a combinacdo destes dois fatores aumenta
significativamente o risco para o desenvolvimento do tumor (Brown et al., 2012). O
tabaco é de longe o principal fator de risco para o CEC oral e isso se aplica ndo sé
para o tabaco convencional, mas também em menor grau para o tabaco sem
fumacga (Vigneswaran et al., 1995; Johnson, 2001; Vallecillo Capilla et al., 2007;
Warnakulasuriya & Ralhan, 2007; Boffetta et al., 2008; Hirota et al., 2008). Embora
o alcool ndo seja diretamente um agente carcinogénico, o seu metabolismo leva a
liberacdo de substancias citotoxicas capazes de produzirem radicais livres ou
outros compostos nocivos a célula e ao seu material genético (Pdschl & Seitz,
2004; Scully et al., 2000). A radiacao solar, particularmente os raios ultravioletas, é
a principal causa de carcinomas de pele, sendo também responsavel pela
etiologia dos CECs do labio, principalmente inferior (Busick et al., 2005). A
associacao do CEC oral com outros fatores etiolégicos, como o papiloma virus
humano (HPV), o baixo nivel socioeconémico associado a uma higiene oral
precaria e ao estado sistémico do paciente, incluindo desnutricdo, anemia
ferropriva e deficiéncia de algumas vitaminas, tem sido sugerida (Pelucchi et al.,
2003; Sciubba, 2001; Hermsen et al., 2001; Feller et al., 2010; Hoffmannova et al.,
2010; Carnelio et al., 2011 Gogilashvili et al., 2012). Contudo, a real associacao
deste fatores com o risco de desenvolvimento de CEC oral ainda permanece
controversa. Curiosamente, uma minoria de pacientes desenvolve CEC oral na
auséncia aparente de qualquer um destes fatores de risco (Johnson, 2001).
Nestes casos, parece haver uma predilecdo pelo sexo feminino, especialmente
mulheres mais velhas e o local mais acometido da cavidade oral € a gengiva
vestibular e o rebordo alveolar superior (Rich & Radden, 1984; Hodge et al., 1985;
Jovanovic et al., 1993).

Clinicamente, o CEC oral pode se apresentar como uma massa exofitica com
ou sem ulceracdo, uma lesdo branca (leucoplasica), avermelhada (eritroplasica)

ou eritro-leucoplasica (Cotrim et al., 2001; Regezi & Sciubba, 2000). No entanto, a



lesdo mais comumente encontrada no momento do diagndéstico € uma lesao
ulcerada assintomatica de curso crénico com bordas elevadas e areas de necrose
central (Pontes et al.,, 2012). O CEC oral também apresenta algumas variantes
como O carcinoma escamosO Verrucoso, o0 carcinoma escamoso papilifero, o
carcinoma adenoescamoso, o carcinoma de células fusiformes e o carcinoma
basaléide escamoso (Cotrim et al., 2001). Entre as localizagdes de mais alto risco
para o desenvolvimento do CEC oral estdo o labio inferior, as margens péstero-
laterais e a base de lingua e o assoalho bucal (Hoffmannova et al., 2010; Dragomir
et al.,, 2012). O CEC oral é uma lesdo que apresenta um curso clinico altamente
variavel no qual o atraso no diagnéstico contribui para o crescimento e
disseminagdao tumoral e, consequentemente, piora no prognostico do paciente
gerando uma taxa de sobrevida global entre 50-60% em 5 anos (Scully & Bagan,
2009; Warnakulasuriya, 2009; Shah et al., 2011, Bitu et al., 2012). No momento do
diagndéstico aproximadamente 36% dos individuos tém a doenga localizada, 43%
tém a doenca regional e 17% apresentam metastases a distancia (Sklenicka et al.,
2010). A incidéncia de metastases tende a aumentar com o tamanho do tumor
primario e espessura do tumor, no entanto, pequenos tumores podem sofrer
metastase rapidamente, enquanto alguns tumores grandes nunca irdo

metastatizar.

Histologicamente o CEC oral se caracteriza por uma proliferacdo epitelial
com ceélulas pleomorficas de nucleos hipercromaticos, nucléolos evidentes e
figuras mitéticas atipicas. A proliferacdo epitelial frequentemente mostra um
padrao invasivo ao tecido conjuntivo subjacente, formando ninhos ou ilhas de
células epiteliais malignas (Regezi & Sciubba, 2000). Segundo o grau de
diferenciacdo celular, os CECs orais podem ser classificados em bem
diferenciado, moderadamente diferenciado, pobremente diferenciado e
indiferenciado. Esta graduacéo é feita de acordo com os graus de diferenciagéao,
padrdao de invasao, pleomorfismo celular, atividade mitdtica e presenca de
processo inflamatério (Neville et al., 2004). Brandwein-Gensler et al. (2005)



propuseram outro sistema de gradacdo para o CEC oral que leva em
consideracao aspectos histolégicos como o padrdo de invasao tumoral e a
presenca de invasao perineural e infiltrado linfocitico para classificar os tumores
em 3 categorias de risco (baixo, intermediario ou alto grau) que auxiliam na
determinacao do tratamentos adjuvantes. Contudo, o tradicional estadiamento
clinico do paciente, o qual é baseado no sistema TNM, ainda € o principal fator
prognostico do CEC oral utilizado para indicar o manejo adequado destes
pacientes. O estadiamento do cancer é baseado no tamanho da lesdo primaria,
em sua dispersao para linfonodos regionais € na presenga ou auséncia de
metastases a distancia. O sistema foi desenvolvido pela Unido Internacional
Contra o Cancer (UICC) e é denominado de sistema TNM de Classificacao dos
Tumores Malignos. A letra T representa o tamanho e as caracteristicas do tumor
primario, N as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
6rgao em que o tumor se localiza e M presenca ou auséncia de metastases a
distancia. O estadiamento TNM varia para cada forma especifica de cancer, mas
existem principios gerais aonde estes parametros recebem graduacoes,
geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de M0 a M1. Uma lesé&o in situ é classificada
como Tis, e com 0 aumento no tamanho do tumor a classificagdo varia de T1 a T4.
NO indica que nao ha linfonodos afetados, enquanto N1 a N3 indicam um ndmero
crescente de linfonodos afetados por metdstases. MO representa a auséncia de
metastases a distancia e M1 a presenca de metastases (Cotran et al., 2005). O
simbolo “X” é utilizado, substituindo o numero referente a graduacao, quando uma

categoria nao pode ser devidamente avaliada.

Embora o estadiamento e outras varidveis clinico-patologicas fornegam
algumas informagdes sobre o progndstico, existe uma clara necessidade de se
identificar melhores marcadores biol6gicos que possam auxiliar na identificacao de
pacientes de alto risco e auxiliar na escolha da melhor opcao terapéutica.



2.2 Isolamento e Caracterizacao das Ativinas

A descoberta, em 1972, de inibina como um horménio reprodutivo capaz de
inibir a liberagcdo de horménio foliculo-estimulante (follicle-stimulating hormone -
FSH) pela glandula pituitaria despertou o interesse de inumeros grupos de
pesquisa em desvendar a natureza e bioatividade deste peptideo gonadal
(Setchell & Sirinathsinghji, 1972). Inicialmente, o isolamento e purificacdo desta
molécula a partir do fluido folicular suino permitiram a identificagdo de uma
subunidade a (18 KDa) e outra B (14 KDa) (Ling et al., 1985; Miyamoto et al.,
1985; Rivier et al., 1985). Subsequentemente, fracbes capazes de estimular a
producdo de FSH foram isoladas, permitindo a identificacdo de duas formas
distintas da subunidade B, que consistem o tipo BA (14 KDa) e BB (14 KDa)
(Mason et al., 1986; Vale et al., 1986). Tais substancias estimuladoras de FSH
receberam a denominacdo de ativinas e foram demonstradas em mamiferos,
aves, anfibios e peixes, sugerindo que os seus cddigos genéticos tenham sido
altamente conservados durante a evolucao (Matzuk et al., 1996).

Ativinas sao membros da superfamilia do fator de crescimento-beta
(Transforming growth factor beta - TGF-B), formada por mais de 40 proteinas que
incluem, além das ativinas, trés tipo de TGF-Bs (TGF-B1, TGF-f2 e TGF-B3),
inibinas, proteinas morfogenéticas dsseas (bone morphogenetic proteins - BMPs),
fator de crescimento e diferenciacdo (growth differentiation factor - GDF), fator
neurotréfico derivado de células gliais (glial cell line-derived neurotrophic factor -
GDNF), substancia inibidora Mulleriana (mdllerian inhibiting substance- MIS) e
miostatina (Massagué, 1998; Lee & McPherron, 2001; Chen et al., 2006). A
biossintese das ativinas é complexa e ocorre a partir da combinacéo de diferentes
subunidades 3 monoméricas, sendo que o gene que codifica cada uma delas esta
localizado em um cromossomo diferente, resultando em padrbes independentes
de sintese (Matzuk et al., 1996). Quatro genes que codificam as subunidades f3
foram caracterizados em humanos (BA, BB, BC e BE), mas os homodimeros
ativina A (BA/BA) e ativina B (BB/BB) e o heterodimero ativina AB (BA/BB) séo os



principais (Massagué, 1990; Vale et al., 1986; Hétten et al,, 1995; Fang et al,
1996), e o homodimero ativina A € a variante mais abundante e comumente
estudada em humanos (Antsiferova et al., 2011). A variante ativina BE é expressa
exclusivamente no figado e a variante ativina BC foi descoberta a partir de uma
biblioteca de cDNA, mas sua fungao definida ainda nao foi esclarecida (Hétten et
al., 1995; Fang et al,, 1996). Contudo, um estudo recente realizado por Gold e
colaboradores (2009) demonstrou pela primeira vez que a variante ativina BC pode
atuar como um antagonista da variante BA na préstata. Adicionalmente, outra
subunidade de ativina, variante BD, foi identificada em Xenopus laevis (Oda et al.,
1995).

As subunidades formadoras de ativinas sdo traduzidas a partir de
precursores inativos de grandes dimensdes, 0s quais sdo posteriormente clivados
para dar origem a forma bioativa das ativinas (Figura 1) (Mason et al., 1996).
Estas grandes proteinas precursoras sao constituidas por um pré-dominio N-
terminal € um dominio C-terminal bioativo (Mason et al., 1996). Dentro deste
dominio C-terminal maduro, existem nove residuos de cisteina necessarios para a
formacao de ligagbes dissulfeto intermolecular e intramolecular (Walton et al.,
2012). Por outro lado, o pr6-dominio N-terminal é necessario para o dobramento
correto, iniciacdo das ligacbes dissulfeto, exportagcdo e ativacdo da ativina
processada (Gray & Mason, 1990). Estas ligagbes covalentes garantem a
dimerizacao das subunidades e criam uma estrutura altamente estavel e resistente
a acao de proteases (Pangas & Woodruff, 2000). Adicionalmente foi demonstrado
recentemente que residuos hidrofébicos presentes entre os dominios N-terminal e
C-terminal também auxiliam na dimerizagdo covalente para formacao da ativina A
bioativa (Walton et al., 2009). Interessantemente, a dimerizagdo da subunidade BA
também parece ser essencial para a localizacao da ativina A processada na matriz
extracelular (Li et al., 2010; Harrison et al., 2011; Gold & Risbridger, 2012).
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PRECURSORES DAS SUBUNIDADES

N-terminal C-terminal pro-BA (~47 KDa)
N-terminal Cierminal pro-BB (~45 KDa)
FORMA BIOATIVA DAS ATIVINAS
ATIVINA A ATIVINA AB ATIVINA B
S S S
S S S

Figura 1. Esquema representativo dos precursores das subunidades BA e BB com
seus diferentes padrées de dimerizagdo. Proteinas precursoras das subunidades
BA e BB formadas por um pré-dominio N-terminal e outro C-terminal bioativo. Os
tamanhos em kilodaltons (KDa) estao indicados a direita de cada subunidade
precursora. Os precursores pro-fA e pro-BB sao clivados para gerar as
subunidades bioativas BA e BB contendo apenas as por¢coes C-terminal de cada
homodimero. Os homodimeros e heterodimeros de subunidades 3 sdo ligados por

pontes de dissulfeto (S) e formam as principais variantes de ativina (ativinas A, AB

e B). Adaptado de Suresh et al. (2011).
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Durante o processamento poés-traducional, os dimeros se formam e os pro-
dominios s&o clivados por convertases, mas permanecem nao covalentemente
associados a ativina secretada para o meio extracelular (Walton et al., 2010). A
Figura 2 representa um esquema da conformacdo final da ativina apoés
processamento intracelular. No meio extracelular, a alta afinidade com os
receptores celulares faz com que o pré-dominio dissocie-se da porcao bioativa da
ativina e inicie a via de sinalizacao celular (Walton et al., 2012). Tal facilidade de
dissociacdo do pré-dominio ndo covalentemente associado ao dominio bioativo
garante que a ativina A seja secretada na sua forma ativa (Walton et al., 2009).
Em contraste, as isoformas de TGF-B sdo secretadas para o meio extracelular
associadas aos seus pro-dominios com alta afinidade, formando um complexo
latente (Béttinger et al., 1996; Ge et al., 2005; Hill et al., 2002; Thies et al., 2001).
O conhecimento dos mecanismos precisos que governam a biodisponibilidade e
bioatividade da ativina A € imperativo para encontrar uma ferramenta adequada e
especifica para modular os efeitos produzidos por ela (Walton et al., 2012).

2.3 Funcoes e Via de Sinalizacao das Ativinas A

Ativina A, a variante mais abundante das ativinas, tem sido associada a
varias fungdes bioldgicas e sua expressao foi demonstrada em uma variedade de
células e tecidos. Diversos estudos demonstraram a influéncia de ativina A na
inducdo mesodérmica (McDowell & Gurdon, 1999), biologia das células tronco
(Beattie et al., 2005), reproducao (Kretser et al., 2002), eritropoiese (Maguer-Satta
et al., 2003), inflamacao (Jones et al., 2004), apoptose (Chen et al., 2006),
cicatrizacdo (Munz et al, 1999) e fibrose (Werner et al., 2006). Além disto,
alteracoes na expressdo de ativina A estdo associadas com varias doencgas
humanas, incluindo o cancer (Steller et al., 2005; Shimizu et al., 2007; Ye et al.,
2008; Seder et al., 2009a; Seder et al., 2009b; Chang et al., 2010; Zhang et al.,
2010).
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Figura 2. Esquematizagao da biossintese e secre¢do da ativina A. (A) Ativinas sao
sintetizados a partir de grandes proteinas precursoras. (B) subunidade BA em
conformacdo competente para a dimerizagdo. (C) Dimerizagdo por meio de
interacdes do pré-dominio N-terminal com o dominio C-terminal (regidao 1) e entre
os pré-dominios das subunidades BA (regidao 2). (D) Clivagem e secrecado do
complexo ativina A bioativa. (E) Interacées de alta afinidade com receptores de
células alvo promovem a dissociagao dos pré-dominios. Adaptado de Walton et al.
(2012).



Ao longo dos ultimos anos o conhecimento sobre o papel biolégico e os
principais mecanismos de agdo das ativinas A no desenvolvimento das gbénadas
masculinas e femininas, na foliculogénese, na lutedlise (degradacao estrutural e
funcional do corpo luteo) e na regulacdo da transcricido do gene FSH-B foram
esclarecidos (Xia & Schneyer, 2009; Menke & Page, 2002). Estudos relacionados
ao desenvolvimento do ovario sugerem que as ativinas A estao envolvidos na
regulacdo da proliferacdo das células germinativas durante o periodo de
desenvolvimento que conduz a formagao de foliculos primordiais (Martins da Silva
et al., 2004; Bristol-Gould et al., 2006). Além disto, a biossintese de FSH também
é regulada transcricionalmente por esterdides sexuais, glicocorticéides e hormonio
libertador de gonadotrofina (Gonadotropin-releasing hormone - GnRH) e estas
acoes sdo moduladas pela sinalizagdo das ativinas A (Spady et al., 2004;
Thackray & Mellon, 2008).

Foi proposto durante algum tempo que as ativinas e outros membros
relacionados a familia TGF- teriam uma importante agdo na regulagéo da fungao
e do numero de células 3 do pancreas. Resultados recentes confirmam estes
conceitos, embora os ligantes especificos e as suas agdes no pancreas ainda
permanegam pouco conhecidos (Totsuka et al., 1988; Verspohl et al., 1993;
Furukawa et al., 1995; Florio et al., 2000). Outra importante participacdo das
ativinas esta relacionada com a indugdo da proliferagdo e concomitante
manutencdo da pluripotencialidade das células tronco embrionarias humanas
(Beattie et al., 2005; Sulzbacher et al., 2009). As ativinas A e outros membros da
familia TGF-B por meio da via de sinalizagdo dependente de Smads (Smad2 e
Smand3) foram responsaveis por manter a pluripoténcia e auto-renovacao das
células tronco embrionarias humanas (Beattie et al., 2005; James et al., 2005;
Vallier et al., 2005). Além disto, o blogueio da sinalizagdo de ativina A resultou em
diferenciacao destas células (Vallier et al. 2005, Wu et al. 2008).

As primeiras evidéncias da participacdo dos membros da familia TGF no

sistema imunolégico foram demonstrados pelo estabelecimento de camundongos
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mutantes para TGF-B1, que resultou em uma inflamagao intensa e multifocal
(Shull et al., 1992). Estudos subsequentes revelaram que as ativinas A (Jones et
al, 2004) e as BMPs também sdo importantes reguladores da resposta
inflamatéria em varios tipos de células e 6rgaos (Gould et al., 2002, Lee et al.,
2003, Hagen et al., 2007). A expresséo de ativina A tem sido detectada em varias
células imunoldgicas, incluindo monaocitos (Erdmaa et al., 1992; Abe et al., 2002),
macréfagos (Ebert et al., 2007), células dendriticas (Robson et al., 2008), linfocitos
T e B (Ogawa et al., 2006; Ogawa et al., 2008) e mastécitos (Cho et al., 2003,
Funaba et al., 2003), onde a expressao aumentada nestas células é ativada por
estimulos imunolégicos e agonistas do receptor toll-like.

HUbner e colaboradores (1996) demonstraram um forte aumento na
expressao de ativina A em processos de cicatrizagdo de ferimentos na pele. Isto é
funcionalmente relevante, assim como foi observado em camundongos
transgénicos superexpressando o antagonista folistatina em queratin6citos que
mostrou um retardo na cicatrizacdo, enquanto que a superexpressdo de INHBA
em queratindcitos potencializou o processo de cicatrizacdo (Wankell et al., 2001).
No entanto, as feridas cicatrizadas no animal superexpressando INHBA
demonstraram uma hiperplasia e fibrose da epiderme neoformada.

Foi relatada ainda uma associagdo de ativina A com angiogénese via
estimulacado da expressao do fator de crescimento endotelial vascular (Vascular
endothelial growth factor - VEGF) em hepatécitos humanos (Wagner et al., 2004).
A primeira evidéncia para um possivel papel de ativina A na pele surgiu da
avaliacao do fenotipo observado em camundongos knock out que, além de varios
defeitos responsaveis pela morte do animal em 24 h depois do nascimento,
apresentaram auséncia de vibrissas e foliculos alterados (Matzuk et al., 1995).
Recentemente, um estudo com modelo animal superexpressando ativina A em
queratindcitos mostrou que estes camundongos transgénicos apresentaram uma
epiderme espessa e altamente desorganizada (Munz et al., 1999). Além disto, a
expressao tecido-especifica de INHBA foi responsavel pela alteracdo no padréao
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de expressao das queratinas nos queratindcitos ao longo do epitélio e pela
substituicdo de tecido gorduroso por tecido fibroso (Munz et al., 1999).

O mecanismo classico de acao celular das ativinas envolve a ligacdo aos
seus receptores transmembranicos que desencadeiam uma cascata de
fosforilacdo protéica intracelular. A sinalizacao das ativinas inicia-se com a ligacao
e ativacdo de receptores serina/treonina quinase tipo Il (Type Il activin receptor -
ActRlIl), ActRIIA ou ActRIIB (Mathews & Vale, 1991; Attisano et al, 1992). O
receptor ActRIIA foi inicialmente isolado a partir de células corticotropicas de ratos
marcadas com ativina A-1'?® (Mathews & Vale, 1991) e seu homélogo humano foi
clonado pouco depois (Donaldson et al., 1992). O receptor ActRIIB foi identificado
utiizando uma sequéncia de primer universal hibridizada ao dominio quinase do
receptor ActRIIA (Attisano et al., 1992). Ambos os receptores do tipo |l de ativina
apresentam  dominios  extracelulares ricos em cisteina, dominios
transmembranicos helicoidais e regides citoplasmaticas com atividade de quinase
(Tsuchida et al., 2004; Mathews & Vale, 1993). As duas formas de ActRII
apresentam alta homologia entre os dominios citoplasmaticos (75%) e homologia
moderada nas regides extracelular (51%) e transmembranica (42%). Embora
exista grande homologia entre os receptores ActRIIA e ActRIIB, o receptor ActRIIA
tem uma afinidade de 3 a 4 vezes mais baixa pelas ativinas do que o receptor
ActRIIB (Attisano et al., 1992). Apés a ligacdo da ativina a um dos seus receptores
do tipo Il, ocorre o recrutamento e subsequentemente fosforilacdo do receptor do
tipo | (Type I activin receptor - ActRl), também conhecido como receptor de ativina
quinase-like 4 (type | activin receptor-like kinase - ALK) (Deli et al., 2008).
Semelhante aos receptores do tipo I, os receptores de ativina do tipo | contém um
dominio extracelular curto, mas rico em cisteina, um dominio transmembranico e
uma regido citoplasmatica, que abrange um dominio quinase funcional
(Bondestam et al., 2001; Tsuchida et al., 1996; Attisano et al., 1993). No entanto,
os receptores do tipo | apresentam pouca homologia entre o seu dominio
extracelular comparado com os receptores do tipo Il, com a excecéo da regido rica
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em cisteina (Walton et al., 2012). Uma caracteristica distintiva dos receptores de
ativina do tipo | € que eles ndo sao capazes de se ligar a ativina na auséncia dos
receptores do tipo Il, sendo fundamentais para a formacao do complexo ActRlI
com ActRI para o progressao do sinal induzido por ativina (Attisano et al., 1993;
Wrana et al., 1992). Estudos ja demonstraram que existem, pelo menos, 7
isoformas do receptor ActRI (ten Dijke et al., 1993; Franzén et al., 1993; ten Dijke
et al., 1994; Tsuchida et al., 1996; Rydén et al., 1996). No entanto, somente ALK2
(ActRIl) e ALK4 (ActRIB) demonstram ser biologicamente funcionais (ten Dijke et
al., 1993). Além disto, ambos ActRl e ActRIB sao funcionalmente distintos e
demonstram um padrdao de expressdo de mRNA diferente em varios tecidos
(Verschueren et al., 1995; Hashimoto et al., 1998). Apbs formacdo do complexo
ligante-receptores (ativina-receptor tipo ll-receptor tipo 1) ocorre a ativacdo da
cascata de sinalizacdo mediada por proteinas Smads. Em adi¢cdo a via Smad,
ativina A pode ativar a cascata de proteinas quinase ativadora de mitose (Mitogen-
activated protein kinase - MAPKSs), com participacdao da quinase regulada de sinal
extracelular (Extracellular signal-regulated protein kinases - ERK), Proteina
quinase ativadora de mitose 38 delta (p38 mitogen-activated protein kinase - p38
MAPK) e quinase c-Jun N-terminal (c-Jun N-terminal kinases - JNK) (Chen et al.,
2006).

As proteinas Smads constituem uma familia de transdutores de sinal da
superfamilia TGF-B, sendo os Unicos fatores de transcricdo citoplasmaticos
latentes que se tornam diretamente ativos pela fosforilagdo dos aminoacidos
serina em seus receptores cognatos (Ross & Hill, 2008; Kubiczkova et al., 2012).
Estas proteinas tém um amplo espectro de atuacdo e regulam desde a ativacao
de receptores, bem como a exportacdo e a importacdo nuclear de Smads até a
atividade transcricional (Ross & Hill, 2008). As Smads podem ser classificados em
trés grupos com base na sua funcdo: Smads receptor-reguladas (receptor-
regulated Smads - R-Smads), incluindo Smad1, Smad2, Smad3, Smad5 e Smad§;
Smads mediadores comuns (common-mediator Smad - Co-Smads), incluindo
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Smad4 e Smads inibidores (inhibitory. Smads - |-Smads), incluindo Smad6 e
Smad7. (Kubiczkova et al., 2012).

A ativagédo da cascata Smad inicia-se com a ativacao e fosforilagdo do grupo
de R-Smads, no caso das ativina serd a Smad2/3 (Lagna et al., 1996; Butler et al.,
2005). O acesso aos R-Smads pelo receptor ActRI é facilitado pela proteina
auxiliar conhecida como smad ancora para a ativagao do receptor (Smad anchor
for receptor activation - SARA). Por sua vez, estas proteinas facilitam a transducao
de sinal pela formacdo de um heterocomplexo com Smad4 que promove o
transporte do complexo de Smads para o ndcleo estimulando ou suprimindo a
transcricdo dos genes-alvos (Lagna et al,, 1996; Derynck et al., 1998; Mehra &
Wrana, 2002). A Figura 3 ilustra a via de silanizacdo intracelular gerada pela

ligacdo de ativinas ao seus receptores transmembranicos.

2.4 BRegulacao da Sinalizacao Celular de Ativina A por Antagonistas

Como a ativina A regula eventos fundamentais para a homeostasia celular e
tecidual de maneira irreversivel, um controle rigido de sua ativacdo torna-se
fundamental. Existem pelo menos 3 formas distintas de regulacdo da sinalizagao
celular de ativina A, incluindo a acao de antagonistas extracelulares, co-receptores
de membrana celular antag6nicos e inibidores da via de sinalizagdo intracelular
(Nakamura et al., 1990; Winter et al., 1996; Deli et al., 2008). A Figura 3 ilustra
estas trés possiveis alternativas de regulacdo das ativinas. Diversas proteinas séo
capazes de bloquear os efeitos das ativinas, como as inibinas, folistatina, I-Smad,
proteina relacionada com a folistatina (também conhecida como follistatin-like 3 -
FSTL3), BMPs, inibidor de ativina ligado a membrana (activin membrane-bound
inhibitor - BAMBI), proteina de membrana B-glicana e o co-receptor membro da
familia de fatores de crescimento epidermal (teratocarcinoma-derived Growth
Factor - CRIPTO) (Harrison et al., 2005; Chen et al., 2006; Razanajaona et al.,
2007; Tsuchida et al.,, 2008; Tsuchida et al., 2009). Recentemente, ativina C
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também foi identificada como um antagonista da ativina A (Gold et al., 2009). O
equilibrio entre a ativacdo e a inibicdo de ativina A é fundamental para a
homeostasia celular, enquanto que desequilibrios estdo associados ao
desenvolvimento de condi¢gbes patoldgicas, incluindo doencas inflamatérias
cronicas como a artrite reumatoide (Yu et al., 1998; Gribi et al., 2001; Jones et al.,
2004), inflamacao e fibrose hepatica (Sugiyama et al.,, 1998; Patella et al., 2001;
Yuen et al., 2002; Patella et al., 2006), doengas renais (Yamashita et al., 2004),
fibrose pancreatica (Ohnishi et al., 2003), diversas doencas pulmonares
(Karagiannidis et al., 2006; Yndestad et al., 2009; Hardy et al, 2010; Van
Pottelberge et al., 2010), obesidade (Dani, 2013), doenca inflamatoria do intestino
(HObner et al.,, 1997; Dohi et al., 2005), pré-eclampsia (Spencer et al., 2006),
doencas cardiovasculares (Wu et al., 2012), diabetes mellitus tipo 2 (Ueland et al.,
2012) e o cancer (Thomas et al., 1997; Zheng et al., 1998; Kleeff et al., 1998; Wildi
et al., 2001; Chang et al., 2010).

A primeira frente de manutencao do equilibrio é fornecida por proteinas
presente no meio extracelular, as quais promovem o bloqueio da via de
sinalizagdo pela ligagdo direta com as ativinas. O melhor exemplo deste
mecanismo de inibicdo de ativina A tem a participagdao das inibinas. Inibinas se
ligam aos receptores ActRIl antagonizando competitivamente a sinalizacdo das
ativinas A e inibindo o recrutamento dos receptores ActRIl. Entretanto, tal
antagonismo requer a presencga de um co-receptor, o beta-glicano, que se liga a
inibina com alta afinidade (Mathews & Vale, 1991; Lewis et al., 2000). As inibinas
atuam por meio de um feedback negativo, que pode ser melhor explicado por meio
dos resultados observados em camundongos knock out para inibina a que
desenvolveram tumores de medula com alta expressao de ativina A, levando a
perda de peso intensa (caquexia) e ao desenvolvimento de cancer de prostata
(Risbridger et al., 2001a). A folistatina por sua vez possui a capacidade de
promover uma ligagéo de alta afinidade com as ativinas A e em menor intensidade

com as demais proteinas da superfamilia TGF-, neutralizando seus efeitos de
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maneira eficaz (Nakamura et al., 1990; Sugino et al., 1993). Portanto, enquanto o
antagonismo ativina-inibina é dependente de uma ligagdo competitiva com o
receptor ActRIl, a acdo antagonista da folistatina - assim como da proteina
relacionada a folistatina - ocorre por meio da ligacdo de alta afinidade com a
ativina, prevenindo desta forma a ligacao entre ativina e seus receptores de
membrana (Maguer-Satta et al, 2001; Bartholin et al, 2002; Tsuchida et al.,
2004). Além da folistatina, existe outro regulador extracelular de ativina A
chamado de proteina relacionada a folistatina (related protein follistatin like 1 -
FSTL1), também conhecida FSTL3 ou folistatina relacionada ao gene FLRG, que
€ capaz de inibir a bioatividade de ativina A in vivo (Hayette et al., 1998; Tsuchida
et al., 2000; Schneyer et al., 2001; Xia et al., 2004). No entanto, a auséncia de
uma regido de ligacdo a heparina confere uma fraca associacdo de FSTL3 a
membrana celular e consequentemente uma fraca inibicdo da atividade de ativina
A (Sidis et al., 2002).

O bloqueio da sinalizagdo das ativinas pode ocorrem ainda pela agédo de
proteinas associadas a membrana ou co-receptores, os quais regulam a ativacédo
dos receptores de ativina. O fator CRIPTO é um membro da familia de fatores de
crescimento epidérmico-Cripto (epidermal growth factor—Cripto - EGF-CFC) que
pode se fusionar a membrana extracelular por meio de uma ligacéao
glicosilfosfatidilinositol, funcionando como um co-receptor para a sinalizagao (Deli
et al., 2008). Este bloqueador de receptores foi encontrado superexpresso em um
grande numero de malignidades humanas, incluindo o cancer de mama, pancreas,
pulm&o, colon e bexiga (Bianco et al., 2005). Tal atividade pro-tumorigénica tem
sido sugerida como consequéncia da inibicdo das interacées de TGF-B e ativinas
A aos seus receptores (Gray et al., 2003; Gray et al., 2006). No entanto, foi
relatada uma via de sinalizacao adicional independente dos receptores de ativina
(Bianco et al., 2005). O pseudorreceptor BAMBI atua ligando-se aos receptores de
ativina tipo | e Il impedindo a ligacdo de ativinas A aos seus receptores (Harrison
et al., 2005).
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A jusante aos receptores de ativina, os sinais sédo transduzidos por Smads 2
e 3 que formam um complexo com co-Smad4. Este complexo pode ser bloqueado
pela acdo de I-Smads, como Smads 6 e 7, os quais nao sao fosforilados e
promovem a inibicdo da transducao de sinal (Imamura et al.,, 1997; Nakao et al,,
1997). Em resumo, numerosas evidéncias tém sugerido que a desregulacdo da
sinalizacdo das ativinas A frequentemente ocorre e pode contribuir para uma

progressao tumoral em diferentes tipos de canceres.

2.4.1 Folistatina

Folistatina é um dos antagonistas de ativina A no espaco extracelular mais
bem caracterizado, sendo uma molécula rica em cisteina e resultante do splicing
alternativo de dois transcritos de mRNA, FS-288 e FS-315 (Shimasaki et al., 1988;
Nakamura et al., 1990; Dowling & Risbridger, 2000). A folistatina € estruturalmente
distinta das ativinas (Dowling & Risbridger, 2000). No entanto, assim como as
ativinas, a estrutura da folistatina foi conservada durante a evolugédo das espécies,
com uma homologia génica de aproximadamente 95% entre os mamiferos
(Dowling & Risbridger, 2000). A isoforma FS-315 € a forma predominante
circulante (Phillips e de Kretser, 1998), enquanto que a variante FS-288 associa-
se com as ativinas na superficie da célula e facilita a internalizacao e degradacao
das mesmas (Hashimoto et al., 1997). A isoforma FS-288 liga-se a superficie
celular por meio de um sitio de ligagdo a heparina que permite a associagdo com o
sulfato de heparina proteoglicano (Sidis et al.,, 2005). Uma terceira isoforma (FS-
303) foi identificada como um subproduto proteolitico de FS-315, mas suas
fungbes ndo sao conhecidas (Sugino et al., 1993). Um estudo realizado por
Thompson e colaboradores (2005b) elucidou a estrutura das duas isoformas de
folistatina ligadas a ativina A, mostrando que ambas isoformas se ligam as ativinas
A nos sitios de ligacdo ao receptor. O complexo ativina-folistatina formado

geralmente consiste de um dimero de ativina A e duas moléculas de folistatina, ou
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seja, cada subunidade B se liga a uma molécula de folistatina (Winter et al., 1996;
Shimonaka et al., 1991). Folistatina também pode se ligar as inibinas (a/BA ou
a/BB) por meio de suas subunidades 3, porém com uma afinidade aparentemente
menor (Funaba et al, 1996; Krummen et al, 1993; Schneyer et al., 1994;
Shimonaka et al., 1991).

2.5 Ativina A e o Cancer

A superexpressdo de ativina A foi observada em varios tipos de canceres,
mas o0 seu papel no desenvolvimento e progressdao tumoral sdo parcialmente
conhecidos. Estudos in vivo e in vitro demonstraram que ativina A induz
crescimento, migracao e invasao celular em varios tipos de neoplasias (Yoshinaga
et al., 2004; Yoshinaga et al., 2008b). Em um estudo recente, Zhang et al. (2010)
detectaram niveis elevados de ativina A em amostras de glioblastoma quando
comparado com tecido normal. Este estudo também revelou que ativina A induz a
proliferacdo celular e a regulagdo de Smad2/3 em linhagens celulares U87 e o
tratamento destas células com folistatina resultou no bloqueio dos efeitos
induzidos por ativina A. Niveis elevados de INHBA mRNA foram associados com
um pior prognéstico em pacientes com adenocarcinoma de pulmao e eséfago e o
tratamento de diferentes linhagens celulares tumorais com ativina A exogena foi
capaz de promover o aumento da proliferacao celular (Seder et al., 2009a; Seder
et al., 2009b). O tratamento com ativina A induziu significantemente a proliferacao
e invasdo de linhagens celulares de cancer ovariano SKOV3, OCC1, OVCARS e
A2780-s (Steller et al., 2005). Imuno-expressao elevada de ativina A foi fortemente
correlacionado com amostras de adenocarcinoma endometrial com padrao

invasivo (Mylonas, 2010).
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Figura 3. Representacdo esquematica da via de sinaliza¢do da ativina A e seus
antagonistas. As quatro subunidades de ativina em mamiferos, incluindo as
principais variantes formadas por homo ou heterodimeros, sdo mostradas a
esquerda. Estas se ligam e ativam um receptor tipo Il, 0 qual recruta e fosforila um
receptor tipo | que inicia a cascata de sinalizacao via Smads ou MAPK. Proteinas
soluveis e transmembréanicas conhecidas por inibir a sinalizacao de ativina A, sédo

mostradas na parte superior direita. Adaptado de Antsiferova & Werner, 2012
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A expressado elevada de ativina A em linhagens de carcinoma esofagico
correlacionou com a capacidade invasiva das células tumorais, embora a inibicdo
desta proteina nao foi suficiente para suprimir o fenétipo tumoral (Yoshinaga et al.,
2008a). Contudo, alguns estudos demonstraram que dependendo da fase da
oncogénese, niveis elevados de ativina A bloqueia o ciclo celular (Razanajaona et
al., 2007; Chen et al., 2006). Em células T47D de cancer de mama, ativina A
promoveu a expressao de p15, que por sua vez reduziu a atividade de ciclina A e
da proteina supressora de tumor retinoblastoma (retinoblastoma tumor suppressor
protein - Rb) (Burdette et al., 2005). Em adi¢do, Zhang e colaboradores (1997)
demonstraram que expressdo de ativina A pode controlar apoptose. Mais
recentemente, Katik e colaboradores (2009) revelaram que ativina A regula a
atividade da enzima telomerase por meio de uma profunda inibicdo da expressao
da subunidade catalitica da telomerase humana (human telomerase catalytic
subunit - hTERT), sugerindo seu papel inibitério na tumorigénese. No entanto, o
exato mecanismo pelo qual ativina A exerce este efeito inibitdério ainda néo é
completamente entendido. Em conjunto, estes resultados sugerem que como
acontece com TGF-3, dependendo da fase da carcinogénese, ativina A pode
promover ou inibir a tumorigénese, em particular a proliferacdo das células
tumorais. Contudo, o efeito de ativina A na promog¢do da invasao tumoral e
disseminacgao parecem ser independentes do estagio do desenvolvimento tumoral
(Leto, 2010).

Recentemente Antsiferova e colaboradores (2011) encontraram um grande
aumento dos niveis de mMRNA de INHBA em amostras de carcinoma de células
basais e em amostras de CEC de pele comparado com o tecido epitelial normal.
No entanto, os niveis de expressdo de mRNA de folistatina nestas mesmas
amostras nao revelaram diferengas entre o epitélio normal e as amostra de cancer
(Antsiferova et al., 2011). Ativina A promove ainda angiogénese via indugéo de
VEGF e seus receptores (Flt-1 e FIK-1) e estes efeitos s&o inibidos pelo
tratamento com folistatina (Maeshima et al., 2004). Em adig&o, ativina A parece
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estar envolvida no processo de remodelacao vascular (Maeshima et al., 2004).
Interessantemente, alguns estudos sugeriram que a estimulacdo de VEGF é
provavelmente o mecanismo pelo qual ativina A promove tumorigénese (Wagner
et al., 2004; Poulaki et al., 2004). Com relacao aos efeitos pré-metastaticos, ativina
A modula a expressdao de moléculas de adesdo (Yoshinaga et al, 2004,
Yoshinaga et al., 2008b; Kang et al., 2009; Simon et al., 2009; Murakami et al.,
2010), interage com fatores de motilidade celular (Kang et al.,, 2009), induz
expressdao de N-caderina, um marcador da transicdo epitélio mesenquimal
(Yoshinaga et al., 2004), e promove a expressdo de enzimas proteoliticas
(Yoshinaga et al., 2008b; Simon et al., 2009; Kang et al., 2009), favorecendo a

invasao e metastase tumoral.
2.6 Ativina A e o Cancer Oral

Existe um numero reduzido de estudos que avaliaram os efeitos biolégicos
da expressao de ativina A em CEC orais. Shimizu et al. (2007) identificaram por
hibridizacdo genémica comparativa (Comparative genomic hybridization - CGH) a
superexpressao de INHBA localizada no brago curto do cromossomo 7 (7p14) em
linhagens celulares de cancer de cabeca e pescoco. Neste mesmo estudo
demonstraram, por meio de RT-PCR quantitativo, que os niveis de expressao de
INHBA foram significativamente maiores em tumores de cabeca e pescoco
quando comparados com tecido normal e que esta expressdo elevada
correlacionou com presenca de metastase regional e menor periodo livre de
doenca (Shimizu et al,, 2007). Posteriormente, Ye e colaboradores (2008)
encontraram que o gene INHBA estava superexpresso em amostras de CEC de
lingua quando comparado com amostras de tecido normal. Resultados obtidos por
Chang e colaboradores (2010) sugeriram que a expressao aumentada de ativina A
em CEC oral é associada com pobre diferenciacao celular e presenca de invasao
perineural e metastase regional, podendo ser um fator de risco para a progressao
tumoral. Neste mesmo estudo foi demonstrado que o silenciamento do gene

INHBA por RNA de interferéncia (RNAI) foi capaz de atenuar a proliferacao,
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migracao e invasao de células de CEC oral. Em um estudo prévio, nosso grupo
demonstrou que ativina A é expressa em niveis elevados por miofibroblastos do
estroma de CECs orais e esta expressado favorece a proliferagdo das células
tumorais, revelando o papel de ativina A na interligagdo entre o microambiente e

as células tumorais (Sobral et al., 2011).
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3. PROPOSICAO

Objetivo Geral

Avaliar a participagao do fator de crescimento ativina A na tumorigénese dos
CECs orais.

Objetivos Especificos

1. Avaliar a expressdo imuno-histoquimica de ativina A em CECs orais e
correlacionar 0s seus niveis de expressdo com as variaveis clinico-

patoldgicas, de recorréncia e sobrevida.

2. Estudar os efeitos biolégicos produzidos pelos niveis aumentados de ativina
A sobre a modulacao da proliferagéo, apoptose, adesao, migracao, invaséo e
transicao epitélio mesenquimal na linhagem celular HACAT de queratinécitos

imortalizados, mas nao transformados.

3. Estudar os efeitos biologicos produzidos pela reducao dos niveis celulares de
ativina A sobre a modulacdo da proliferacdo, apoptose, adesédo, migracao,
invasdo e transi¢do epitélio mesenquimal nas linhagens de CEC oral SCC-9 e
LN2.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacao do Comité de Etica

Todos os experimentos deste estudo foram realizados de acordo com as
normas relativas a ética em pesquisa envolvendo seres humanos sob deliberacéao
do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Piracicaba —
UNICAMP (protocolo n° 031/2011; anexo).

4.2 Amostras para a Analise Imuno-histoquimica

O presente estudo avaliou 115 amostras de CECs orais, distribuidas em 2
laminas de microarranjos teciduais (tissue microarray - TMA) com 1 mm de
didametro de area por amostra em duplicata. A construcao dos TMAs e das laminas
(cortes de 4 uym de espessura) foi realizada como descrito em Coutinho-Camillo et
al. (2010). Todos os pacientes foram diagnosticados e tratados no Departamento
de Cirurgia de Cabeca e Pescogo e Otorrinolaringologia do Hospital A.C.
Camargo, Sao Paulo. As informacbes clinicas, demograficas, de tratamento,
recorréncia e sobrevida foram coletadas dos prontuarios médicos e as
caracteristicas histopatolégicas, incluindo grau de diferenciacao tumoral (Anneroth
et al.,1987), infiltracdo vascular e infiltracdo neural foram determinadas por meio
da analise de todas as laminas coradas com hematoxilina e eosina disponiveis
dos tumores. Todas as recorréncias foram confirmadas histopatologicamente e a
sobrevida livre de doencga foi determinada como o periodo entre o tratamento
inicial e a confirmagcdo da recorréncia, enquanto que a sobrevida global foi o
periodo entre o diagndstico do paciente e morte ou a dltima visita de
acompanhamento.
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4.3 Imuno-Histoquimica
4.3.1 Reacao de Imuno-histoquimica

A reagdo de imuno-histoquimica foi realizada por meio da técnica
estreptavidina-biotina-peroxidase. Inicialmente os cortes de TMA foram
desparafinizados, hidratados em solugées com concentracdes decrescentes de
etanol (100%, 90%, 70% e 50%) e lavados. O procedimento para a recuperacao
antigénica foi realizado em solugao aquosa de 10 mM acido citrico pH 6,0 e
panela de pressédo elétrica por 15 min apdés o inicio da pressdo. Seguindo o
resfriamento do material, a inativacdo da peroxidase enddgena foi realizada com a
incubagado com perdxido de hidrogénio 0,1% por 5 min. Apds lavagem em solucéo
salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS), os cortes foram incubados com o
anticorpo primario policlonal anti-ativina A (Human/Mouse/Rat Activin A Affinity
Purified Polyclonal Ab, Goat IgG, R&D Systems, EUA) na diluicdo de 1:20 em
camara umida por 18 h a 4°C. Apds a incubacdo com o anticorpo primario, 0s
cortes foram lavados em PBS e o anticorpo secundario conjugado a peroxidase foi
entdo adicionado (Strept AB Complex/HRP Duet, Dako, EUA) durante 30 min a
37°C. Em seguida foi realizada a exposicdo ao sistema amplificacdo (Strept AB
Complex/HRP Duet, Dako, EUA) por 30 min a 37°C. A revelagéo foi realizada em
solugédo contendo 120 mg de 3,3 diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma-
Aldrich, EUA) diluido em 200 ml de PBS, 2 ml de peréxido de hidrogénio (10
volumes) e 2 ml de dimetilsulféxido (DMSO) a 37°C durante 3 min. A contra-

coloracgao foi realizada com hematoxilina de Carrazi durante 5 min.

4.3.2 Digitalizacao e Analise da Marcacao Imuno-histoquimica

A analise da marcacdo imuno-histoquimica foi realizada com o auxilio do
Aperio Scan Scope GL Slide Scanner (Aperio Technologies, EUA). O algoritmo

“positive pixel count V9” foi utilizado para estabelecer uma pontuagao qualitativa
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(baixa e alta expressdo) para a expressao citoplasmatica de ativina A. Este
método de pontuacdo levou em consideracdo a intensidade de pixels e a
porcentagem de células marcadas. O calculo da intensidade de marcagao (IM) foi
determinada segundo orientagbes fornecidas em estudo prévio realizado por
Chang et al. (2010). Resumidamente, as intensidades de marcacgao forte, média,
fraca e negativa foram pontuadas como 3, 2, 1 e 0, respectivamente, e a
porcentagem de células para cada intensidade foi estimada a partir da intensidade
total de pixels de cada marcacao. A pontuagéo resultante foi calculada por meio
das somas das porcentagens de células marcadas multiplicadas pela pontuacéao
estabelecida para cada intensidade de marcacao, obtendo-se uma pontuacao
minima possivel igual a 100 e maxima de 300. Por exemplo, um caso com 20% de
marcacao fraca, 30% de marcacdo moderada e 50% de marcacéao forte teria uma
IM igual a 230 (20 x 1 + 30 x 2 + 50 x 3 = 230). A fim de evitarmos qualquer
influéncia da marcacao gerada pelo estroma tumoral, somente as areas de células
epiteliais tumorais foram delimitadas e submetidas a analise (Figura 4). As
amostras foram divididas em dois grupos (baixa e alta expresséo de ativina A) a
partir da mediana da pontuacéo (IM = 239).

4.4 Cultura de Células

Este estudo inicialmente utilizou as linhagens celulares HaCAT, SCC-4, SCC-
9, SCC-15, SCC-25 e LN2. A HaCAT representa uma linhagem de queratindcitos
imortalizados mas nao transformados (BouKamp et al., 1988). As linhagens SCC-4
(CRL-1624), SCC-9 (CRL-1629), SCC-15 (CRL-1623) e SCC-25 (CRL-1628) séo
provenientes de CECs de lingua humanos e foram adquiridas da American Type
Culture Collection (ATCC, EUA).
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IMUNO-HISTOQUIMICA INTENSIDADE DE INTENSIDADE DE
PIXELS MARCAGAO
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Figura 4. Imagem representativa de 2 amostras deste estudo apresentando
amostras classificadas com fraca e alta expressao de ativina A. A intensidade de
marcacao (IM) foi calculada com o auxilio do software positive pixel count V9 e a
mediana dos valores de IM foi utilizada para dividir os grupos.

A linhagem metastatica LN2, derivada das células SCC-9, foi estabelecida
em nosso laboratério a partir de modelo xenografico em camundongos nudes que
desenvolveram metastases em linfonodos axilares apds injecdo ortotdpica da
linhagem tumoral SCC-9. Esta linhagem metastatica foi estabelecida a partir de
uma segunda geracado de metastases e foi mantidas nas mesmas condicdes da
linhagem parental. A linhagem HaCAT foi cultivada em meio de Eagle modificado
por Dulbecco’s (DMEM; Invitrogen, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS; Cultilab Ltda, Brasil), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich, EUA) e
antibioticos (Invitrogen, EUA). As linhagens celulares de CEC oral foram cultivadas
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em meio de cultura composta por partes iguais de DMEM e meio Ham’s F12
(DMEM/F-12; Invitrogen, EUA), suplementado com 10% de FBS, 0,4 ug/ml de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich, EUA) e antibioticos. Todas as linhagens foram

mantidas a 372C em atmosfera contendo 5% de CO- e 95% de umidade.

4.5 Analise da Expressao Génica por RT-PCR quantitativo (QRT-PCR)
4.5.1 Isolamento de RNA Total

Células cultivadas em frascos de 25 cm? com 60% de confluéncia foram
lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 400 g por 3 min. Posteriormente,
os precipitados celulares foram incubados com 700 ul do reagente TRIzol
(Invitrogen, EUA) e mantidos por 5 min em temperatura ambiente. Apés adicao de
140 pl de cloroférmio para cada tubo, uma agitagédo vigorosa por 15 s foi realizada.
Em seguida, os tubos foram centrifugados por 15 min a 9000 g a temperatura de
4°C. A fase aquosa da solucéao foi transferida para tubos novos e 350 pl de alcool
isopropano foi adicionado para precipitacdo do RNA. Esta mistura foi
homogeneizada, incubada em temperatura ambiente por 10 min e centrifugada a
9000 g a 4°C por 10 min. Apés centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado de RNA foi lavado com 700 ul de 75% etanol gelado. Ap6s nova
centrifugacao a 6000 g a 4°C por 5 min, o precipitado foi seco, ressuspendido em
agua livre de DNases e de RNases e estocados a temperatura de -80°C até o

momento de sua utilizagéo.

4.5.2 Analise da Concentracao e Integridade do RNA

A concentracdo de RNA total foi determinada pelas absorbéancias (Abs) com
comprimento de onda de 260 nm e 280 nm em espectrofotdmetro Nanodrop 2000c
(Thermo Fisher Scientific, EUA), sendo que Absasonm igual a 1 foi equivalente a 40

33



pMg/ml de RNA total e a razdo Absaeonm/AbSzsonm fOi @aproximadamente igual a 1,9. A
pureza e integridade do RNA isolado foram confirmadas por eletroforese em gel
de agarose a 1,2% contendo 1,8 ml de formaldeido na concentragéo de 37% e 0,2
Mg de brometo de etidio. Dois microgramas de RNA foram misturados com tampé&o
de aplicagéo (solucao aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25%
xilenocianol) e aquecidos durante 5 min a 65°C. ApGs a separacao eletroforética o
gel foi documentado com o sistema Kodak Digital ScienceTM equipado com a
camera digital DC40 (Eastman Kodak Co., EUA). Figura 5 representa um dos géis
confeccionados durante a realizacao deste estudo.

4.5.3 Sintese de cDNA

Previamente a sintese do cDNA, 2 ug de RNA total foram incubados com 1
unidade da enzima desoxirribonuclease | (DNase |, Amp Grade; Invitrogen, EUA)
por 10 min em temperatura ambiente para eliminagdo de contaminantes de DNA
gendmico. Inibicdo da DNase foi realizada pela adigdo de 1 ul de EDTA a 25 mM
pH 8 (Invitrogen, EUA) e aquecimento a 65°C por 10 min. A sintese do cDNA foi
realizada em 2 etapas. Na primeira etapa, foi adicionado 1 pl de Oligo-dT (0,5
mg/ml; Invitrogen, EUA) e 1 yl da mistura de dNTPs a 10mM (Invitrogen, EUA).
Ap0és incubacao por 5 min a 65°C e resfriamento da amostras em gelo por 1 min,
foi adicionado uma mistura de 4 ul de tampao de sintese (200 mM Tris-HCI pH 8,4
e 500 mM KCI), 2 ul DTT a 0,1 M e 1 ul da enzima RNaseOUT (Invitrogen, EUA)
que foi incubada por 2 min a 42°C. Ao final desta incubagéo foi adicionado 1 ul da
enzima Superscript Il RT (Invitrogen, EUA), seguida da incubagao por 50 min a
42°C e por 15 min a 70°C.
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4.5.4 Reacao de gRT-PCR

Todas as reagdes de qRT-PCR realizadas neste estudo foram realizadas
pelo método de quantificagdo relativa ao gene normalizador GAPDH. As reagdes
foram preparadas em triplicatas usando o sistema de deteccado SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Inglaterra) no aparelho StepOnePlus Real
Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) em um volume final de 25 pl. Um pl
do cDNA resultante foi amplificado na reagcéo contendo 12,5 pl de SYBR® Green,
9,5 ul de agua livre de DNases e de Rnases e 1 ul de cada primer em uma
concentragao final de 200 nM (Tabela 1). As condigbes de amplificagdo foram 2
min a 50°C para a ativacao da enzima AmpErase, 10 min a 95°C para a ativacao
da enzima AmpliTag gold DNA polymerase, seguidos de 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C durante 15 s e 1 min a 60°C para pareamento dos primers e
extensdo. Ao final da amplificacdo, uma etapa adicional de dissociacao foi
realizada (40 ciclos com um decréscimo de 1°C a cada 15 s, iniciando-se em
95°C) para a geracao de uma curva de dissociacao (curva de melting) necessaria

para confirmacao da especificidade da amplificacao.

4.6 Tratamento com Ativina A e Folistatina recombinante

Para acessar os efeitos bioldégicos produzidos pelos niveis aumentados de
ativina A, a linhagem HaCAT foi incubada com a proteina recombinante ativina A
(Recombinant Human/Mouse/Rat Activin A; R&D Systems, EUA) em
concentracoes crescentes (0, 1, 10 e 100 ng/ml) em meio de cultura suplementado
com 0,1% de FBS por um periodo de 24 h. Adicionalmente, a linhagem tumoral
LN2 foi tratada com folistatina recombinante (Recombinant Human Follistatin 288;
R&D Systems, EUA), o inibidor endbégeno de ativina A, nas concentragdes de 0, 1,
10 e 100 ng/ml em DMEM/F-12 (Invitrogen, EUA) suplementado com 0,1% de FBS
por um periodo de 24 h. Os tratamentos foram realizados em ftriplicatas e as
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concentragdes testadas foram selecionadas a partir de estudo realizado
previamente (Seder et al., 2009a; Seder et al., 2009b).

28S RNAr —
18S RNAr —

“Small’ RNAs —

Figura 5. Gel de agarose corado com brometo de etideo utilizado para avaliagao
da integridade das amostras de RNA total. Amostras representativas de RNA total
purificado de células néo tratada (canaleta 1) ou tratadas com ativina A por 24 h
(canaletas 2, 3 e 4), demonstrando a proporcéo ideal das bandas referentes as

subunidades maior (28S) e menor (18S) do RNA ribossémico e “small” RNAs.

Tabela 1. Pares de primers utilizados nos ensaios de gRT-PCR.

Gene Primer Sense (5’-3’) Primer Antisense (5’-3’)
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGCAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC
INHBA CCCCTTTGCCAACCTCAAA CATGGACATGGGTCTCAGCTT
E-caderina ACAGCCCCGCCTTATGATT TCGGAACCGCTTCCTTCA
N-caderina TGGGAATCCGACGAATGG CGTACGGCGCTGGGTATC

Vimentina GGCTCGTCACCTTCGTGAAT TCAATGTCAAGGGCCATCTTAA
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4.7 Transducao da Linhagem Celular LN2 com Particulas Lentivirais

A neutralizacdo estavel e especifica do mRNA de INHBA humano nas células
LN2 foi obtida pela transducdo de particulas lentivirais (MISSION® shRNA
Lentiviral Transduction Particles, Sigma-Aldrich, EUA). Lentivirus especificos,
contendo uma construgcéo para a expressao de oligonucleotideos com estrutura de
short hairpin contra 0 mRNA de ativina A (shRNA-INHBA), e inespecificos,
contendo a sequéncia embaralhada (shRNA-Scramble), foram utilizados. A
sequéncia alvo de oligonucleotideos para INHBA foi
5AGACCCATGTCCATGTTGT3’ (NM_002192).

Neste ensaio, as células LN2 foram cultivadas em placas de 12 pocos até
atingirem 50% de confluéncia. No momento da transdug&o viral, o meio foi
removido completamente e substituido por meio DMEM/F-12 fresco,
suplementado com 10% de FBS e acrescido de 8 pg/ml de polibrene para um
volume final de 500 pl. Em seguida, as LN2 foram inoculadas com vetores
lentivirais em multiplicidade de infeccao igual a 1,5 (MOI = 1,5) e incubadas por 8
h a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Completado o periodo de incubacéo
foi adicionado 2 ml de meio DMEM/F-12 acrescido de 10% de FBS e as células
foram incubadas por um periodo adicional de 16 h. As células foram entao lavadas
com PBS e cultivadas em meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS por 48 h. A
selegdo das células transduzidas foi realizada com 1 pg/ml de puromicina
(Invitrogen, EUA) por 10 dias para a geracéo de células estaveis. A eficiéncia da
neutralizacao foi realizada por reacoes de gqRT-PCR e ELISA.

4.8 Analise Morfoldgica das Culturas Celulares

A morfologia das células HaCAT tratadas com ativina A e folistatina e das
células LN2 com niveis reduzidos de ativina A foi documentada periodicamente
com o microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Japao).
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4.9 Ensaio de Imunoabsorcao Ligado a Enzima (ELISA)

Para determinar a concentragdo de ativina A secretada pelas linhagens
transduzidas, o ensaio indireto de ELISA foi utilizado. Meio de cultura DMEM/F-12
sem soro foi adicionado a um poco de uma placa de 24 pocos contendo 1X10°
células. Apds 24 h o meio foi coletado e o niumero de células em cada pogo foi
contado. O meio de cultura foi utilizado para sensibilizar placas de ELISA de 96-
pocos por overnight a 4°C. Apds a sensibilizacao os pocos foram lavados e os
sitios ligantes nao especificos foram bloqueados com BSA a 3% em PBS por 2 h.
Apoés 3 lavagens com solugdo de PBS contendo Tween 20 a 1%, foi adicionado o
anticorpo primario monoclonal anti-ativina A (Human/Mouse/Rat Activin A (bA
Subunit) MAb (Clone 69403), Mouse IgG1, R&D systems, EUA) na diluicdo de
1:100 por 2 h. Apos outra etapa de lavagem, foi adicionado anticorpo secundario
anti-mouse conjugado com peroxidase na concentracao de 1:1000 por 1 h. As
reagoes foram reveladas pela adicdo de 200 ul da solugdo de 0,2 mg/ml de O-
fenilenodiamina em 0,1 M de tampéao fosfato-citrato pH 5.0 contendo 0,05% H202.
A reacao foi finalizada pela adicdo de 2 N H2SO4 e a absorbéancia avaliada a 490

nm utilizando um leitor automatico de ELISA (Ultramark™

Microplate Imaging
System, Bio-Rad, EUA). A producao de ativina A foi normalizada pelo niumero de

células de cada poco.

4.10 Analise da Apoptose e Necrose Celular

Para acessar as taxas de apoptose e morte por necrose, 3x10° células foram
cultivadas em placas de 6 pocos. Posteriormente foram realizados os tratamentos
descritos no item 4.6 ou exposicdo a 10% de FBS nas células transduzidas.
Transcorrido o periodo de 24 h as células foram tripsinizadas, transferidas para
tubos estéreis e centrifugadas por 4 min a 400 g. As células precipitadas foram
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resuspendidas em 100 ul de tampéao de ligacédo (10 mM de HEPES pH 7,4, 140
mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl,) contendo 1 ul de anexina-V FITC e 0,5 ul de 7-
AAD PerCP (BD Biosciences, EUA). A mistura foi incubada por 15 min no escuro a
temperatura ambiente. Apds incubacdo, o material foi centrifugado e lavado com
tampao de ligacdo antes de fixar com 0,1% paraformaldeido. A porcentagem de
células positivas para anexina-V ou 7-AAD foi determinada pela leitura de 10.000
eventos em citometria de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, EUA). Gréficos tipo
dot plot foram utilizados para a quantificacdo de células exclusivamente positivas
para anexina-V (apoptose) ou 7-AAD (necrose), excluindo da quantificacdo as

células que apresentaram dupla marcagao.

Adicionalmente, o potencial inibitério da ativina A foi verificado pela inducéo
de apoptose com estaurosporina (Invitrogen, EUA). Para tanto, as células HaCAT
foram plaqueadas e tratadas com ativina A nas mesmas condi¢gdes mencionadas
anteriormente. Ap6s 20 h de tratamento com a proteina recombinante foi
adicionado 0,03 uM de estaurosporina em cada pogo e as células foram
novamente incubadas até completar as 24 h. Completada as 24 h, as células
foram marcadas com anexina V-FITC e 7AAD.

4.11  Proliferacao e Ciclo Celular

Proliferagdo celular foi avaliada por ensaios de incorporagdo de
bromodeoxiuridina (BrdU) e distribuicdo celular nas fases do ciclo celular pela
marcagao com iodeto de propideo (PI).

4.11.1 Incorporacao de BrdU

Células foram plaqueadas na concentragdo de 1x10* células por poco em
uma placa de cultura de 96 pocos e cultivadas a 37°C em atmosfera Umida

39



contendo 5% de CO,. ApGs 24 h, as células foram cultivas por 48 h na auséncia
de FBS para promocao do sincronismo celular. Transcorrido o periodo de 24 h dos
tratamentos ou exposicdo a 10% de FBS nas células transduzidas, BrdU foi
adicionado na concentragéo final de 10 uM por poco e as células foram incubadas
por 2 h. Ap6s o periodo de incubacédo, o meio contendo BrdU foi removido e as
células foram fixadas por 30 min a temperatura ambiente com etanol 70% gelado.
Em seguida, a incorporagdo de BrdU nas células em proliferagcdo foi quantificada
pelo de ensaio de ELISA como descrito pelo fabricante (Kit Cell Proliferation
ELISA, BrdU (colorimetric), Roche, Alemanha). Apés terminar a reacédo com 25 pl
de 1 M H2SOq4 por pocgo, absorbancia foi lida em comprimento de onda de 450 nm
(referéncia: 690 nm) em leitor de ELISA (Ultramark™ Microplate Imaging System,
Bio-Rad, EUA).

4.11.2 Analise do Ciclo Celular

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular foi determinada apdés
marcagdo com Pl. Para realizar o ensaio, 3x10° células foram plagqueadas em
placas de 6 pocos com meio de cultura suplementado com 10% de FBS. Apés 48
h, o meio de cultura foi trocado por meio fresco nao suplementado com FBS para
promover a sincronizacao das células. Transcorrido o periodo de 24 h para os
tratamentos ou exposicao a 1% de FBS nas células transduzidas, as células foram
lavadas com PBS, tripsinizadas e fixadas em etanol 70% gelado por 12 h a -20°C.
Para a marcacado das fases do ciclo celular, as células foram coradas com 50
Mg/ml de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich, EUA) e mantidas no escuro a 4°C por
pelo menos 1 h. As amostras devidamente marcadas foram adquiridas em
citbmetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, EUA). Um minimo de 10.000
eventos foi analisado para cada amostra. Para a determinacao da porcentagem de
células em cada fase do ciclo, utilizou-se o programa ModFit LT™ (BD
Biosciences, EUA).
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4.12 Analise dos Marcadores da Transicao Epitélio Mesenquimal

Para avaliagdo da TEM a expresséo de E-caderina, N-caderina e vimentina
foram avaliadas por qRT-PCR e western blot. As reagdes de qRT-PCR foram
realizadas como descrito no item 4.5 utilizando sequéncias de primers especificas
(Tabela 1). A expressao das proteinas foi avaliada por western blot como descrito

abaixo usando os anticorpos primarias relacionados na Tabela 2.

4.13 Western Blot

Para realizagao da andlise protéica, placas 100 mm? contendo as células em
70% a 80% de confluéncia foram lavadas 2 vezes com PBS gelado.
Posteriormente, foram adicionados 5 ml de PBS gelado e as células foram
destacadas das placas com o auxilio de um “cell scraper” (Costar, EUA) e
transferidas para um tubo de 15 ml que foi centrifugado a 400 g por 5 min. Os
precipitados celulares foram incubados com 100 pl de tamp&o de lise contendo
10% de sacarose, 1% de Triton X-100, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 137 mM de
NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA e inibidores de proteases (Roche,
Alemanha) no gelo por 30 min, sendo homogeneizados a cada 10 min. Apés este
periodo, o material foi centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4°C e os
sobrenadantes coletados. As concentragdes de proteina total foram quantificadas
pelo método de Bradford (Sigma-Aldrich, EUA) com comprimento de onda de 595
nm em espectrofotbmetro Nanodrop 2000c. Quantidades padronizadas de
proteina total para as reagdes de cada anticorpo foram separadas
eletroforeticamente em um gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de soédio a
10% (SDS-PAGE) com tampéao redutor e foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas por 2 h com 10% de leite
desnatado em PBS contendo 0,1% de Tween-20 e incubadas com um dos
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anticorpos primarios por 2 h. Apés 3 lavagens consecutivas com solugédo de PBS
com 0,01% de Tween-20, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase por 1 h. Os anticorpos foram diluidos solugao
de 5% leite desnatado em PBS. ApGs uma nova série de lavagens, as membranas
foram reveladas usando o ECL kit de quimioluminescéncia para Western blot (GE

Healthcare, Austria).

4.14 Ensaio de Adesao Celular aos Componentes da Matriz Extracelular

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com proteinas da matriz
extracelular (colageno tipo I, fibronectina e laminina - BD Biosciences, EUA) em
concentragdo de 10 pg/cm? por 1 h em temperatura ambiente. Apds o periodo de
sensibilizacdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS e posteriormente
bloqueadas com 1% BSA por 30 min em temperatura ambiente, para eliminar
areas que nao foram eventualmente coberta pelas proteinas. Em seguida, as
placas foram novamente lavadas com PBS e 5x10* células resuspendidas em 50
ul de meio de cultura foram adicionadas a cada pog¢o e incubadas por 2 h a 37°C
em atmosfera a 5% de CO,. Apbés o periodo de incubacdo as células nao
aderentes foram removidas por sucessivas lavagens com PBS. As células que
permaneceram aderidas foram fixadas com solucéo de 10% formalina por 30 min
em temperatura ambiente. As células aderidas foram coradas com 1% azul de
toluidina em solugdo aquosa de 1% bdrax por 5 min. Apds lavagem para remogao
do excesso de corante, 100 yl da solucdo aquosa de 1% SDS foi adicionada e
incubada por 5 min. O conteudo de cada pogo foi homogeneizado e absorbancia a
650 nm foi medida em leitor de ELISA. Foram realizados 3 ensaios independentes
contendo 5 replicatas de cada uma das proteinas, 5 replicatas somente
bloqueadas com 1% BSA como controle negativo de adesao e 5 replicatas sem
qualquer tratamento e sem aplicacao das células como branco da reacao.
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Tabela 2. Anticorpos primdrios usados nos experimentos de western blot.

Anticorpo Clone Fornecedor Diluicao
E-caderina Sc-7860 Santa Cruz 1:2000
N-caderina 8C11 BD Biosciences 1:2500
Vimentina 3B4 DAKO 1:200
p21WAF1/Cip1 C-19 Santa Cruz 1:200
p27P 57 BD Biosciences 1:500
pi1gkea G-6 Santa Cruz 1:100
Cdk2 M2 Santa Cruz 1:15000
Cdk4 C-22 Santa Cruz 1:25000
Cdk6 C-21 Santa Cruz 1:1000
Ciclina E M-20 Santa Cruz 1:1000
Ciclina D1 DCS-6 Calbiochem 1:200
B-actina AC-15 Sigma-Aldrich 1:30000

4.15 Ensaio da Gota em Suspensao (Hanging Drop Assay)

Alteracdes morfolégicas observadas em microscépio de contraste de fase
associadas aos resultados encontrados na analise dos marcadores da TEM
sugeriram a possivel participacdo de ativina A na regulacdo do contato célula-
célula. Para confirmar esta hipétese foi realizado o ensaio da gota em suspensao
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(Hanging Drop Assay) com o objetivo de comparar a formagdo de agregados
celulares nas linhagens LN2-shControle e LN2-shRNA-INHBA, como descrito
previamente (Alam et al, 2012). Resumidamente, 2x10* células foram
resuspendidas em uma gota de 27 pl de meio de cultura suplementado com 10%
de FBS que foi colocada sobre a tampa de uma placa de 35 mm. Em seguida, foi
adicionado PBS no compartimento inferior da placa para manter a umidade e a
tampa contendo as gotas foi adequadamente reposicionada. As suspensdes foram
incubadas por 16 h a 37°C em atmosfera a 5% de CO; (Figura 6). Os agregados
celulares formados em 5 diferentes gotas foram visualizados no microscépio
confocal LEICA TCS SP5 (Leica Microsystems) por meio de imagens sequenciais
em Z (Z-stack).

ik
Apés 16 horas

Figura 6. Esquema da preparacdo dos agregados celulares usando a técnica da
gota em suspenséo. Adaptado de Suzuki et al. (2012)
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4.16 Ensaio de Invasao e Migracao Celular

Os ensaios de invasdo e migracao foram realizados no sistema transwell
com e sem Matrigel, respectivamente. Em esséncia, para avaliarmos o potencial
de invasao os insertos de 6,5 mm de didametro com membrana de policarbonato
contendo poros de 8,0 uym (Transwell®; Corning, EUA) receberam uma fina
camada de Matrigel diluido 1:1 em meio de cultura (50 ul; BD Biosciences, EUA) e
foram incubados a 37°C por 2 h. Durante este periodo, células cultivadas na
auséncia de FBS por 48 h foram tripsinizadas e levadas a uma suspensédo de
8x10* células/200 pl de meio de cultura sem FBS. A camara inferior do sistema
recebeu 500 pl de meio de cultura acrescido de fator quimiotatico, enquanto que a
camara superior recebeu 200 pl da solugédo de células. Quando o objetivo foi
avaliar o efeito de ativina A ou folistatina, como fator quimiotatico foi utilizado 10
ng/ml da proteina em associacao a 10% de FBS na camara inferior, enquanto que
para as células transduzidas com as particulas virais receberam 10% de FBS
como fator quimiotatico. Apds o periodo de 72 h, o numero de células que
invadiram o Matrigel e se localizaram na porcédo inferior da membrana de
policarbonato foi determinada por coloracdo com azul de toluidina. Os ensaio de
migracao foram realizados nas mesmas condi¢des, no entanto, por um periodo de

24 h e sem cobertura de Matrigel.

4.17 Avaliacao de Filopodios e Lamelipddios

Células (2x10* células por poco) foram plaqueadas em laminas de cultura de
8 pocos (Lab-Tek, Thermo Scientific, EUA) e cultivadas a 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de CO.. Posteriormente, as células foram fixadas em solucéo
de 4% paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 10 min a temperatura
ambiente. A permeabilizacao foi realizada com 0,5% Triton X-100 (Acros Organics,
New York, EUA) em tampao fosfato durante 10 min. Para a visualizagdo dos

filamentos de actina e nucleos celulares foram utilizados, respectivamente,
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faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EUA) na diluicdo de 1:200 e
DRAQ5™ (Biostatus Ltd, Inglaterra) na diluicdo de 1:1000. Apés montagem de
laminula de vidro com meio de montagem contendo 40% glicerol, as marcagdes
foram examinadas em microscépio confocal LEICA TCS SP5 (Leica Microsystems,
Alemanha) e a contagem de filopddios e lamelipddios foi realizada em 20 células.

4.18 Analise Estatistica

Para determinar a correlagdo entre a positividade de ativina A e os
parametros clinico-patoldgicos e de recorréncia dos tumores, noés utilizamos o
teste qui-quadrado. Sobrevida global e sobrevida livre de doenca foram estimadas
pelo método de Kaplan-Meier e o risco de ocorréncia (hazard ratio, HR) foi
avaliado por analise multivariada de Cox.

Todos o0s experimentos in vitro foram repetidos, pelo menos, 3 vezes e
expressos como media + desvio padrdo. Analise de variancia complementada com
o teste de Tukey foi utilizado para comparar os efeitos induzidos pelos tratamentos
com ativina A e folistatina recombinantes e o teste T de Student no formato
bicaudal foi aplicado para verificar os efeitos do silenciamento de INHBA nas
células LN2.

O nivel de significancia empregado foi de 5% (p < 0,05). As analises

estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad Prism 6.
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5. RESULTADOS

5.1 Correlacao entre a Expressao de Ativina A e as Caracteristicas Clinico-
Patoldgicas dos CECs Orais

A marcagdo imuno-histoquimica de ativina A em amostras de CEC oral
revelou uma intensa expressao citoplasmatica nos queratinécitos tumorais. Em
algumas amostras, uma fraca positividade nuclear pode ser observada nas células
tumorais. Além disto, foi observada discreta marcacdo em algumas células do
estroma, incluindo células inflamatérias, células mesenquimais fusiformes e
células endoteliais. A especificidade do anticorpo foi certificada pela marcagéo
imuno-histoquimica em uma amostra de CEC que ndo recebeu o anticorpo
primario. O padrdo de marcacdo imuno-histoquimica para ativina A encontrado
neste estudo pode ser observado na Figura 7.

O perfil epidemiolégico dos pacientes (n=115) deste estudo revelou que a
maioria foi do sexo masculino (n=92, 80%), com idade média de 55 anos (variacao
de 30 a 90 anos) e apresentavam histéria de consumo de bebidas alcodlicas (91
pacientes, 79,13%) e de tabaco (106 pacientes, 92,17%). A regido da cavidade
oral acometida pelo tumor primario foi predominantemente a lingua (n=82, 71,3%),
seguida do assoalho da boca, gengiva, mucosa jugal, regido retromolar e labio
(n=33; 28,7%). Os pacientes foram classificados segundo o sistema de
estadiamento TNM e agrupados como se segue: T1 + T2 (n=42, 36,5%), T3 + T4
(n=73, 63,4%), assim como NO (n=50, 43,4%) e N+ (n=65, 56,5%). Todos os
pacientes foram estadiados como MO no momento do diagnéstico. Os tumores
foram classificados de acordo com o grau histolégico de diferenciacdo (Anneroth
et al.,1987) e posteriormente agrupados em bem e moderadamente diferenciados
(n=61, 53%) e pobremente diferenciados (n=54, 46,9%). Depois do tratamento, os
paciente foram acompanhados mensalmente para avaliacdo de recorréncia da

doencga que foi observada em 50 casos (43,4%).

47



Os resultados da correlagédo entre a expressao imuno-histoquimica de ativina
A e as caracteristicas clinico-patolégicas dos CECs orais estdo descritos na
Tabela 3. A alta expressdo de ativina A correlacionou significantemente com
estadio N, mostrando que ~67% dos casos com expressdo aumentada de ativina
A apresentavam linfonodo metastatico no momento do diagnéstico comparado
com ~47% dos casos com baixa expressao (p=0,034). Foi observada, ainda, uma
correlacdo significante entre a expressdo aumentada de ativina A e o grau de
diferenciacdo das células tumorais (p=0,013). Aproximadamente 60% dos
pacientes com alta expressao de ativina A apresentaram tumores pobremente
diferenciados, enquanto que 40 pacientes com baixa expressao de ativina A

(63,5%) apresentaram tumores bem ou moderadamente diferenciados (p=0,013).

A expresséao de ativina A elevada foi associada com menor sobrevida global
e sobrevida livre de doenca em pacientes com CECs orais, como pode ser
observado pela curvas de Kaplan-Meier (Figura 8). A analise univariada revelou
que 55,7% dos pacientes com CECs orais apresentando alta expresséo de ativina
A estavam vivos apo6s 5 anos do tratamento comparados com 67,9% dos casos
com baixa expressdo (p=0,01). A mesma correlagdo foi observada entre a
expressao aumentada de ativina A e a sobrevida livre de doenga em 5 anos
(p=0,0039).

Para confirmar o fator preditivo de ativina A foi aplicado a analise
multivariada pelo método de regressdo de Cox (Tabelas 4 e 5). Esta analise
revelou que a expressdao aumentada de ativina A é um fator independente
associado com menor sobrevida livre de doenca em 5 anos com um HR de 1,74
(95% 1C: 1,39-2,97; p=0,016). No entanto, uma perda da significancia foi
observada quando a expressdo de ativina A foi correlacionada com sobrevida
global na analise multivariada (HR: 1,52; 95% IC: 0,32-1,86; p=0,23). Para
sobrevida global, estadio N, infiliragdo vascular e recorréncia foram indicadores
independentes de prognéstico (Tabela 4), enquanto que para sobrevida livre de
doenca os fatores preditivos, além de expressao imuno-histoquimica de ativina A,
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foram estadio T, estadio N, infiltracdo vascular, infiltracdo neural e recorréncia
(Tabela 5).

Figura 7. Imagens representativas da reacdo imuno-histoquimica para ativina A.

A) Amostra representativa de CEC oral mostrando baixa intensidade de marcagéo
(aumento 40X). B) Amostra representativa de CEC oral mostrando alta intensidade
de marcacao (aumento 40X). C) Maior aumento demonstrando a expressao de
ativina A no estroma tumoral (aumento 100X). D) Amostra de CEC usada como
controle negativo da reacao (auséncia do anticorpo anti- ativina A) (aumento 40X).
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Tabela 3. Correlagédo entre a expressao imuno-histoquimica de ativina A e as
variaveis clinico-patolégicas dos CECs orais.

Expressao de ativina A

Parametros Baixa Alta Valor de p
n (%) n (%)

Idade
< 55 anos 33 (52,4) 27 (51,9) 0,96
> 55 anos 30 (47,6) 25 (48,1)

Género
Masculino 51 (80,9) 41 (78,8) 0,78
Feminino 12 (19,1) 11 (21,2)

Etnia
Caucasiano 54 (85,7) 47 (90,4) 0,44
N&o caucasiano 9 (14,3) 5(9,6)

Habito de fumar
Nao 4 (6,3) 5(9,6) 0,51
Sim 59 (93,7) 47 (90,4)

Habito de beber
Nao 10 (15,9) 14 (26,9) 0,14
Sim 53 (84,1) 38 (73,1)

Localizacao
Lingua 46 (73) 36 (69,2) 0,65
Outros 17 (27) 16 (30,8)

Estadio T
T1+T2 23 (36,5) 19 (36,5) 0,99
T3+ T4 40 (63,5) 33 (63,5)

Estadio N
NO 33 (52,4) 17 (32,7) 0,034
N+ 30 (47,6) 35 (67,3)

Grau Histopatolégico
BD + MD 40 (63,5) 21 (40,4) 0,013
PD 23 (36,5) 31 (59,6)

Infiltracdo Vascular
Nao 36 (59) 35 (67,3) 0,36
Sim 25 (41) 17 (32,7)

Infiltracao Neural
Nao 39 (62,9) 34 (65,4) 0,78
Sim 23 (37,1) 18 (34,6)

Recorréncia
Nao 36 (57,1) 29 (55,8) 0,88
Sim 27 (42,9) 23 (44,2)

BD: Bem diferenciado, MD: Moderadamente diferenciado, PD: Pobremente
diferenciado.
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Figure 8. Curvas de Kaplan-Meier com estimativas da sobrevida global e livre de
doenga em 5 anos comparando os individuos com alta e baixa expressado. A) O
periodo de sobrevida global apdés 5 anos dos pacientes com tumores
apresentando baixa expressao de ativina A foi maior que a de pacientes com alta
expressao (p=0,01). B) O periodo de sobrevida livre de doenga foi igualmente
maior em pacientes com tumores apresentando baixa expressao de ativina A
comparado com tumores de alta expresséo (p=0,0039).
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Tabela 4. Andlise multivariada da sobrevida global dos pacientes com CECs orais.

Parametros Sobrevida HR (IC de 95%) / valor de p
global em Univariada Multivariada
5 anos (%)

Idade

< 55 anos 60,9 Referéncia Referéncia

> 55 anos 63,5 0,99 (0,61-1,63) /0,99 1,00 (0,70-1,14) / 0,96
Sexo

Masculino 59,1 Referéncia Referéncia

Feminino 73,6 0,79 (0,26-1,33) /0,45 0,92 (0,66-1,27) / 0,61
Etnia

Caucasiano 63,6 Referéncia Referéncia

N&o caucasiano 52,1 1,49 (0,97-2,01) / 0,11 1,21 (0,72-1,38) / 0,98
Localizacao

Lingua 62,5 Referéncia Referéncia

Outros 60,9 1,05 (0,60-1,82) /0,86 0,98 (0,69-1,37) / 0,90
Estadio T

T1/T2 77,6 Referéncia Referéncia

T3/T4 53,1 1,55 (0,96-2,15) /0,09 1,18 (0,72-1,61) / 0,37
Estadio N

NO 70,8 Referéncia Referéncia

N+ 49,7 2,5(1,89-4,10) /0,002 1,76 (1,22-2,55) / 0,026
Grau histologico

BD + MD 68,6 Referéncia Referéncia

PD 55,2 1,6 (0,99-2,2) / 0,07 1,15 (0,66-1,37) / 0,81
Infiltragao vascular

Nao 71,5 Referéncia Referéncia

Sim 451 4,2 (3,61-4,84) /0,0002 2,74 (1,84-4,09) / 0,001
Infiltragao neural

Nao 62,7 Referéncia Referéncia

Sim 58,8 1,26 (0,65-1,87) /0,23 0,52 (0,14-1,20) / 0,48
Recorréncia

Nao 74,9 Referéncia Referéncia

Sim 43,5 2,88 (2,26-3,49) / 2,37 (1,60-3,51) /

0,0004 0,0001

Ativina A

Baixa expressao 67,9 Referéncia Referéncia

Alta expressao 55,7 1,74 (1,4-2,35) / 0,01 1,52 (0,32-1,86) / 0,23

BD: Bem diferenciado, MD: Moderadamente diferenciado, PD: Pobremente
diferenciado.
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Tabela 5. Andlise multivariada da sobrevida livre de doenga dos pacientes com
CECs orais.

Parametros Sobrevida HR (IC de 95%) / valor de p
livre de Univariada Multivariada
doenca em
5 anos (%)
Idade
< 55 anos 53,8 Referéncia Referéncia
> 55 anos 53,4 0,97 (0,59-1,59) /0,92 0,78 (0,08-1,48) / 0,93
Sexo
Masculino 50,8 Referéncia Referéncia
Feminino 64,7 0,71 (0,62-2,31) /0,40 0,99 (0,71-1,38) / 0,97
Etnia
Caucasiano 56,7 Referéncia Referéncia
N&o caucasiano 37,4 2,27 (1,75-2,79) /0,14 1,12 (0,78-1,62) / 0,53
Localizacao
Lingua 52,9 Referéncia Referéncia
Outros 51,4 1,03 (0,46-1,61) /0,92 0,87 (0,15-1,60) / 0,64
Estadio T
T1/T2 70,9 Referéncia Referéncia
T3/T4 43,7 3,08 (2,43-3,62) / 0,006 2,27 (1,85-4,89) /0,023
Estadio N
NO 65,1 Referéncia Referéncia
N+ 44,7 3,56 (2,96-4,16) / 0,003 1,95 (1,34-2,84) / 0,001
Grau histoloégico
BD + MD 59,2 Referéncia Referéncia
PD 48,6 1,62 (1,00-2,23) /0,12 1,01 (0,70-1,45) / 0,95
Infiltracao vascular
Nao 63,2 Referéncia Referéncia
Sim 37,9 8,00 (7,38-8,61) / 3,04 (2,03-4,57) / 0,001
0,0009
Infiltracao neural
Nao 58,6 Referéncia Referéncia
Sim 45,8 2,62 (2,01-3,23) /0,018 1,87 (1,05-4,64) / 0,042
Recorréncia
Nao 74,9 Referéncia Referéncia
Sim 12,7 9,31 (8,69-9,92) / 3,56 (4,68-9,11) /
<0,0001 <0,0001
Ativina A
Baixa expressao 62,3 Referéncia Referéncia
Alta expressao 45,2 3,56 (2,95-4,17) / 1,74 (1,39-2,97) / 0,016
0,0039

BD: Bem diferenciado, MD: Moderadamente diferenciado, PD: Pobremente diferenciado.
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5.2 Andlise da Expressao de INHBA nas linhagens celulares

queratinécitos normais e tumorais

Inicialmente, por meio de gqRT-PCR, nés caracterizamos a expressao de
ativina A em linhagens celulares de CEC oral e na linhagem de queratindcitos
HaCAT. A expressdo de INHBA foi significantemente maior nas linhagens
celulares de CEC oral em comparacdo a linhagem HaCAT, com excecao da
linhagem SCC-4 (Figura 9). Embora a linhagem SCC-4 tenha demonstrado maior
expressdo que a linhagem HaCAT, a diferenca nédo foi estatisticamente
significante. Interessantemente, a linhagem celular metastatica LN2 revelou uma
expressao de ativina A de aproximadamente 2,5 vezes maior que a sua linhagem
parental SCC-9 (p=0,02). A partir destes resultados, nds escolhemos as linhagens
HaCAT e LN2 por apresentarem os menores e 0s maiores niveis de expressao de

ativina A, respectivamente, para realizacdo dos ensaios funcionais.

15 - x

12 -

Expressao relativa

HaCAT SCC-4 SCC-15 SCC-25 SCC-9 LN2
Figura 9. Expressdo de INHBA nas linhagens celulares de queratindcito normal
(HaCAT) e CEC oral (SCC-4, SCC-15, SCC-25, SCC-9 e LN2 metastatica). As
linhagens celulares de CEC apresentaram uma expressao significantemente maior
de INHBA comparado com HaCAT, com excecdo da linhagem SCC-4. Os valores
foram normalizados pelos niveis de GAPDH e sdo expressos em relacdo aos
niveis de HaCAT. *p<0,05; **p<0,01
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5.3 Caracterizacao da Morfologia das Células Tratadas com Ativina A e
Folistatina e das Células com Niveis Reduzidos de Expressao de Ativina A

Analisado a influéncia de ativina A sobre a morfologia celular, ndo foi
possivel observar nenhuma diferenga entre as células HaCAT controle e tratadas
com ativina A recombinante, independente da concentracdo. Similarmente, a
linhagem LN2 tratada com folistatina n&o apresentou alteragcdes morfoldgicas
visiveis com 24 h de exposicdo (dados ndo mostrados). No entanto, as células
LN2 que sdo compostas por células fusiformes, de citoplasma volumoso,
prolongamentos citoplasmaticos evidentes e crescimento disperso, demonstraram
alterac6es morfolégicas apds silenciamento estavel de INHBA. Apés a transducéao
das particulas lentivirais e aquisicdo de resisténcia ao antibiético de selecédo, as
células LN2 adquiriram o formato mais arredondado com reducdo dos
prolongamentos citoplasmaticos e tamanho aparentemente menor (Figura 10). A
eficiéncia do silenciamento de ativina A foi avaliada pelo ensaio de qRT-PCR e
ELISA. O ensaio de qRT-PCR demonstrou uma redugdo de aproximadamente
90% (p<0,001) nos niveis de expressado de ativina A em relagdo as células LN2-
shScramble, enquanto que a quantidade de proteina mostrou uma reducao de
~80% em relacdo ao controle. A Figura 11 representa a média de trés ensaios
independentes de gRT-PCR e ELISA.
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Figure 10. Alteragdes morfologicas das células LN2 apo6s transducado estavel de
particulas lentivirais. Imagens em aumento de 40X da linhagem LN2 controle (A) e
LN2 com reduzida expressédo de INHBA (B). Imagem aproximada em aumento de
100X mostrando detalhes das linhagens LN2 controle (C) e silenciada (D).
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Figura 11. Analise da expressao de ativina A por gRT-PCR e ELISA. A linhagem
LN2-shINHBA apresentou uma redugao significante de ativina A comparada com
as células controle, em ambos os ensaios. ***p<0,001

56



5.4 Efeitos de Ativina A sobre a Apoptose e Necrose Celular

As taxas de morte celular por apoptose e necrose foram investigadas por
dupla marcagcdo com anexina V-FITC/PE e 7AAD-PerCP com posterior deteccao
por citometria de fluxo. Os resultados revelaram que a ativina A recombinante foi
capaz de inibir significantemente a apoptose das células HaCAT nas
concentracdes de 10 e 100 ng/ml em relacdo ao controle sem tratamento com
ativina A (Figura 12A). Células na presenca de 10 ng/ml de ativina A tiveram uma
reducéo de 50,7% nas taxas de apoptose em relacdo as células controle (p<0,05)
e uma reducdo ainda mais significante foi observada para as células na presenca
de 100 ng/ml de ativina A, sendo que a reducdo no numero de células em
apoptose foi de 71,6% (p<0,01). Além disto, uma redugéo significante na morte
por necrose celular foi observada nas concentracdes de 1 ng/ml (reducdo de
34,6%; p<0,01), 10 ng/ml (reducao de 39,3%; p<0,001) e 100 ng/ml (reducéao de
62,6%; p<0,001). A fim de confirmar o potencial inibitério de ativina A sobre as
taxas de apoptose, nés realizamos o tratamento concomitante das células HaCAT
com ativina A recombinante e estaurosporina (STS) na concentracdo de 0,03 puM.
Ativina A foi capaz de reduzir significantemente a apoptose promovida por STS em
um padrao dose dependente (Figura 13).

Resultados opostos foram observados no tratamento da linhagem tumoral
SCC-9 com folistatina. O bloqueio de ativina A via folistatina foi capaz de induzir a
morte celular por apoptose (aumento de ~80%; p<0,01) e por necrose (~220%;
p<0,01) na concentracdo de 100 ng (Figura 12B). Similarmente, as células
tumorais com a expressdao estavel de shINHBA apresentaram um aumento
significativo no numero de células em apoptose (aumento de 76,3%; p<0,001) e
necrose (aumento de 59,3%; p<0,01) (Figura 12C).
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Figura 12. Determinacédo dos indices de apoptose e necrose pela marcacdo com

anexina V e 7-AAD. A) Tratamento das HaCAT com ativina A recombinante

promoveu o bloqueio da apoptose e necrose. B) Efeito oposto foi observado no

tratamento da linhagem SCC-9 com 100 ng/ml de folistatina. C) As células SCC-9

com expressao reduzida de ativina A demonstraram um aumento significante do

namero de células em apoptose e necrose. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Figura 13. Confirmagédo do potencial inibitério da apoptose pela ativina A em
células tratadas com estaurosporina (STS). A) Graficos representativos
destacando o bloqueio progressivo e dose dependente da apoptose em células
HaCAT tratadas com ativina A. B) Média + desvio padrdao de 3 ensaios
independentes demonstrando uma reducédo significante da apoptose pelo

tratamento com ativina A em todas as concentragdes. *p<0,05; **p<0,01
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5.5 Efeitos de Ativina A sobre a Proliferacao Celular

Com a finalidade de compreender a participagdo de ativina A na
tumorigénese dos carcinomas orais, ensaios proliferativos, incluindo o indice de
incorporagao de BrdU e a distribuicdo das células nas fase do ciclo celular pela
marcagao com PI, foram realizados. O tratamento da linhagem HaCAT com ativina
A recombinante n&o foi capaz de influenciar a proliferagéo desta linhagem em um
periodo de 24 h (Figura 14A). Similarmente, ndo foi observada nenhuma diferenca
estatisticamente significante na distribuicdo das fases do ciclo celular entre as
células controle e as tratadas com ativina A (Figura 15A).

Em contrapartida, o bloqueio de ativina com folistatina recombinante nas
células LN2 foi capaz de reduzir significantemente o indice de incorporagéo de
BrdU (Figura 14B). Houve uma reducao de aproximadamente 30% da marcacao
pelo BrdU no grupo tratado com 100 ng/ml de folistatina comparado ao grupo
controle (p<0,001). No entanto, a avaliagdo da distribuicdo das fases do ciclo
celular ndo indicou nenhuma alteragdo estatisticamente significante entre o
controle e as células tratadas com folistatina (Figura 15B). A redug&o nos niveis de
transcrito de INHBA também foi significantemente associada a uma reducao na
capacidade proliferativa das células LN2, como revelado pelo ensaio de
incorporacao de BrdU (Figura 14C). Em comparagéo com as células transduzidas
com a sequéncia controle (shRNA scramble), o indice de incorporacdo de BrdU
das células com niveis reduzidos de INHBA foi significantemente reduzido em
~60% (p<0,001). O bloqueio da proliferagao celular induzido pela silenciamento
estavel de INHBA levou a um aumento no numero de células nas fases G0/G1 do
ciclo celular (aumento de 21,1%; p<0,001), que foi acompanhado por uma reducao
no numero de células na fase S (reducgéo de 16,7%:; p<0,01) (Figura 16).

Para caracterizar de que maneira a inibicdo de INHBA reduz a proliferacao
das células LN2-shINHBA, nés analisamos a expressao de diversas proteinas
envolvidas na fase G1 do ciclo celular. O primeiro grupo de proteinas analisadas

60



6Ink4a 1 WAF1/Cip1

foram as proteinas inibidoras de cdk (cdk inhibitors — cki) p1 , p2 e
p27XP1. Concordando com os dados mostrados na Figura 16, onde o
silenciamento de INHBA resultou em inibicdo da proliferagcao celular, foi verificado
aumento significativo nos niveis das 3 proteinas avaliadas. As quinases
dependentes de ciclinas (cyclin-dependent kinases — cdks) sdo enzimas que agem
na promogao a progressao do ciclo celular. Dentre as diversas cdks, avaliamos os
efeitos da inibicao de INHBA sobre cdk2, cdk4 e cdk6. Contudo, nenhuma
alteracdo no conteudo proteico das cdks estudadas foi identificada. As ciclinas
constituem um grupo diverso de proteinas que se acumulam durante a interfase e
sao destruidas na mitose, sendo que a ciclina D e E sdo necessarias para a
transicdo de G1 para S, por se ligarem as cdk4/cdk6 e cdk2, respectivamente.
Diante deste contexto, era esperado uma reducdo nos niveis de ciclina D e E,
visto o acumulo de células LN2-shINHBA na fase G0/G1 do ciclo celular (Figura
16). No entanto, o silenciamento de INHBA promoveu um discreto aumento do
conteudo proteico de ciclina D e n&do alterou ciclina E. A Figura 17 apresenta
imagens representativas de um ensaio de western blot para checagem do
conteudo proteico das proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, utilizando

extrato proteico total das linhagens LN2-shScramble e LN2-shINHBA.
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Figura 14. Efeito de ativina A sobre o indice de incorporacdao de BrdU. A) O
tratamento com ativina A recombinante por um periodo de 24 h nao foi capaz de
alterar o potencial proliferativo das células HaCAT. B) Por outro lado, o tratamento
com 100 ng/ml de folistatina recombinante promoveu uma redugdo na
incorporacdo de BrdU pelas células LN2. C) O bloqueio estavel de INHBA na

linhagem LN2 inibiu significantemente a proliferacao celular. ***p<0,001
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Figura 15. Influéncia de ativina A na distribuigao celular nas fases do ciclo celular.
N&o houve influéncia significante dos tratamentos na distribuicdo das células nas
fases do ciclo celular. A) Tratamento com ativina A na linhagem HaCAT e B)
tratamento com folistatina na linhagem LN2.
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Figura 16. Analise do ciclo celular apds silenciamento estavel de INHBA na
linhagem LN2. A) Imagens representativas das linhagens LN2-shScramble e LN2-
shINHBA apos 48 h de carenciamento (0% FBS) e 24 h de estimulo proliferativo
(1% FBS). B) Média *= desvio padrao de 3 experimentos independentes,
demonstrando um significante acamulo (66,2%) de células nas fases GO/G1 do
ciclo celular nas linhagens LN2-shINHBA com consequente reducao (16,7%) no

numero de células na fase S do ciclo celular. **p<0,01; ***p<0,001
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Figura 17. Ativina A controla a expressédo de proteinas envolvidas na transicdo
G1-S do ciclo celular. Imagens representativas das reagdes de western blot com
extrato protéico de LN2-shScramble e LN2-shINHBA para os inibidores p16"3,
p21WAFICPT o no7KP1 "o nara os promotores da transicdo G1 para S, incluindo
cdk2, ckd4, cdk6, ciclina E e ciclina D.
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5.6 Influéncia de Ativina A sobre Marcadores da TEM

Para investigarmos a relagcdo da perda de identidade epitelial induzida por
ativina A, nds avaliamos a expressdo de marcadores da TEM. A transigdo de
células epiteliais para células mesenquimais, uma chave do programa
embrionario, é evocado durante a invasdo e metastase tumoral e varias moléculas
capazes de regular TEM em células tumorais tém sido identificadas (Kalluri &
Weinberg, 2009; Polyak & Weinberg, 2009; Dave et al., 2012). Portanto, para
verificar se ativina A induz TEM, reacdes de qRT-PCR e western blot para os
principais marcados epiteliais e mesenquimais foram realizadas. As células
HaCAT tratadas com ativina A recombinantes mostraram uma perda da identidade
epitelial com uma redugédo significante na expressdo de E-caderina nas
concentragdes de 1 ng/ml (reducao de ~40%) e 10 ng/ml (reducéo de ~22%) e um
aumento na expressao dos marcadores mesenquimais N-caderina (aumento de
~34%) e vimentina (aumento de ~83%) na concentragcdao de 100 ng/ml (Figura
18A). Analise de western blot confirmou o switch das caderinas especialmente na
concentracdo de 100 ng/ml (Figura 18B). Em nenhuma das condigdes testadas, foi
possivel a detecgdo de vimentina nas células HaCAT por ensaios de western blot.

Interessantemente, o tratamento da linhagem tumoral LN2 com folistatina
recombinante resultou em uma reversdo do fenédtipo mesenquimal observado
nesta linhagem (Figura 19A). A expressdo de E-caderina aumentou
significativamente na presenca de 1 e 10 ng/ml (aumento de ~100% e ~140%,
respectivamente). Os marcadores mesenquimais N-caderina e vimentina em
concentracdes menores de folistatina demonstraram um aumento da expresséao (1
ng/ml, p<0,001), ao passo que uma reducao significante da expressao de N-
caderina nas concentragcdes de 10 e 100 ng/ml (reducdo de ~30% e ~20%
respectivamente) e vimentina na concentracdo de 10 ng/ml (~20% de reducéo,
<0,01) foram reveladas. Reacdes de western blot demonstraram apenas um
discreto switch das caderina com 100 ng/ml de folistatina e uma perda significante
de vimentina em todas as concentracées (Figura 19B). O efeito do silenciamento
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endégeno de INHBA na linhagem LN2 demonstrou resultados similares aos
encontrados pelo tratamento com folistatina (Figura 20A).

Diante das alteragcdes morfolégicas e de expressao dos marcadores de TEM
pela linhagem LN2-shINHBA, foi realizado o ensaio da gota em suspensdo com o
intuito de avaliar o ganho de adeséo célula-célula induzido pelo silenciamento do
gene INHBA. Neste ensaio foi possivel observar a formacdo de pequenos
agregados celulares no grupo controle (LN2-shScramble) comparado com a
formacao de um grande agregado celular formado pelas células LN2-shINHBA
(Figura 20B). Estes achados sao concordantes ao resultados encontrados na
analise da TEM e da analise da alteracao morfolégica em cultura celular.
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Figure 18. Ativina A induz a expressdo de marcadores da transicao epitélio
mesenquimal nas células HaCAT. A) gRT-PCR demonstrando reducéao significante
de E-caderina nas concentracdes de 1 e 10 ng/ml e aumento de N-caderina e
vimentina nas concentracées de 100 ng/ml de ativina A recombinante. B) O switch
das caderinas também foi observado em andlise de western blot. **p<0,01;
***p<0,001
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Figure 19. Bloqueio de ativina A com folistatina promove a transi¢cdo epitélio
mesenquimal das células LN2. A) Reagdo de gRT-PCR demonstrando que
folistatina, o antagonista de ativina A, induziu a expressédo de E-caderina e reduziu
a expressao de N-caderina e vimentina. B) Western blot confirmando o switch das
caderinas e reducgao de vimentina. **p<0,01; ***p<0,001
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Figure 20. Silenciamento de ativina A nas células LN2 foi acompanhado por uma
perda de marcadores de transicdo epitélio mesenquimal. A) Observa-se um
aumento da expressao do marcador epitelial E-caderina e redugcdo de marcadores
mesenquimais na linhagem LN2-shINHBA em comparacédo a linhagem controle
(LN2-shScamble). B) Ensaio da gota em suspensdo mostrando formagédo de
pequenos agregados celulares no controle e um uUnico grande agregado nas
células LN2-shINHBA. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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5.7 Efeito de Ativina A na Adesao Celular a Proteinas da Matriz
Extracelular

A influéncia de ativina A na adesao celular foram testadas em superficies
tratadas com colageno tipo |, fibronectina e laminina. Superficies ndo tratadas
foram utilizadas como controle negativo de adesdo e seus valores foram
descontados daqueles obtidos pela adesao a superficie tratada. A adeséao celular
foi facilitada na presencga dos 3 componentes da matriz extracelular e um aumento
significante da ades&o foi induzida por ativina A recombinante em relacdo as
células HaCAT nao tratadas (Figura 21A). Ativina A promoveu um aumento da
adesao ao colageno tipo | maior que 100% em todas as concentracdes (p<0,001).
A adeséao a fibronectina foi aumentada em ~60% e ~40% nas concentra¢des de 10
e 100 ng/ml de ativina A recombinante, respectivamente. Similarmente, a adesao
a laminina foi significantemente aumentada nas concentracdes de 10 e 100 ng/ml
(~40%, p<0,05 e ~90%, p<0,001; respectivamente). Efeito antagonista foi
observado pela linhagem LN2 tratada com folistatina, que apresentou uma
reducao significante da adesdo aos componentes da matriz extracelular (Figura
21B). Foi observado uma reducéo significante da adesao celular ao colageno tipo |
e fibronectina nas concentracdes de 10 e 100 ng/ml, enquanto que uma reducgao
da adesdao a laminina foi observada somente na concentragdo de 10 ng/ml
(reducao de ~20%, p<0,05). Contudo, o silenciamento estavel de INHBA revelou
um aumento significante na adesdo aos 3 componentes da matriz extracelular
(Figura 21C). A adesdo da linhagem LN2-shINHBA foi ~35% maior para o
colageno tipo | (p<0,001), ~55% maior para fibronectina (p<0,001) e ~20% maior
para laminina (p<0,01).
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Figura 21. Ensaio de adeséao celular aos componentes da matriz extracelular. A)

Ativina A aumentou a adesdo de células HaCAT ao colageno tipo | (COL 1),

fibronectina (FBN) e laminina (LAM). B) Folistatina promoveu efeito antagonista

nas linhagens LN2. C) Silenciamento do gene INHBA levou a um aumento

significante de ades&do a todos os componentes da MEC. *p<0,05; **p<0,01;

***n<0,001
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5.8 Influéncia de Ativina A sobre a Motilidade e Invasao Celular

O potencial invasivo gerado pela ativina A foi determinado por meio do
ensaio Transwell/Matrigel, enquanto que a avaliagdo do potencial migratorio foi
verificada usando o mesmo sistema sem a cobertura com Matrigel. Nestes
ensaios a concentragdo intermediaria de 10 ng/ml foi utilizada para gerar a
influéncia quimiotatica juntamente com 10% de FBS. Ativina A foi capaz de
modular a capacidade invasiva e de migracdo das células HaCAT, aumentando
em aproximadamente 120% a invasao e 40% a migragao celular (Figura 22). Por
outro lado, a linhagem LN2 demonstrou reducédo no potencial invasivo (~20% de
reducao; p<0,01) e de migracdo (~10% de reducéo; p<0,01) na presenca de
folistatina como agente quimiotatico (Figura 22). Similarmente, as células LN2-
shINHBA demonstraram reducdo significante do potencial invasivo (~10% de
reducao; p<0,05) e migratério (~25% de reducao; p<0,001) em relacdo as células
LN2-shScramble (Figura 22).

Muitas células s&o capazes de mover-se sobre um substrato sélido por meio
da extensdo de uma camada fina de citoplasma, conhecida como lamelipddio, e
prolongamentos citoplasmaticos longos e delgados, chamados de filopodios
(estruturas temporéarias formadas por filamento de actina). Existe uma intima
relacdo entre nimero de lamelipddios e filopddios a capacidade de mobilidade e
invasdo celular. Para confirmarmos que ativina A é capaz de induzir migracao e
invasdo celular, o numero de filopddios e lamelipddios nas linhagens celulares
LN2-shScramble e LN2-shINHBA foi determinada (Figura 23A). As células LN2-
shScramble apresentaram uma média de 35,8 filopdédios por 20 células, enquanto
que as LN2-shINHBA reduziram o numero para 15,4 filopddios por 20 células
(Figura 23B). Similarmente, as células LN2-shINHBA reduziram o numero de
lamelipddios de 9,7 para 5,0 em relagédo ao controle (Figura 23B). Estes resultados
podem indicar uma redugao da motilidade celular ap6s silenciamento de ativina A.
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Figura 22. Ativina A foi capaz de induzir invasdo e migracao celular. Efeito de 10
ng/ml de ativina A na invasao (A) e migracdo (B) das células HaCAT. Em C é
demonstrado o efeito de 10 ng/ml de folistatina sobre a invasdo das células LN2,
enquanto que D reporta o efeito de folistatina sobre a migracao das células LN2. A
linhagem LN2-shINHBA mostrou uma reducgdo significante na capacidade de
invasdo (E) e migracdo (F) em relacdo a linhagem controle LN2-shScramble.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
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Figura 23. Avaliacdo da motilidade celular pela contagem de filopédios e
lamelipddios. A) Imagem representativa da marcagédo pela faloidina conjugada
com Alexa fluor 488 nas células LN2-shScramble e LN2-shINHBA. B) Contagem
de filopddios (cabecga da seta) e lamelipddios (ponta da seta) revelou uma reducao
significante nas células LN2-shINHBA em relacdo ao controle, confirmando a

diminuigdo da motilidade celular. ***p<0,001
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6. DISCUSSAO

O sistema de estadiamento TNM ainda é o principal marcador prognostico
para pacientes com CEC oral apesar de seu valor limitado, tendo em vista que
muitos pacientes com o0 mesmo estadio da doenca podem apresentar uma
evolugao clinica e um tempo de sobrevida distintos (Bitu et al., 2012). Além disto,
este sistema ndo permite a identificacao das caracteristicas biolégicas das células
tumorais e, portanto, ndo € capaz de individualizar o prognostico (Oliveira &
Ribeiro-Silva, 2011). Nos ultimos anos progressos significativos foram obtidos na
identificacdo e compreensdo de biomarcadores progndsticos relacionados a
grande maioria dos céanceres, incluindo os CECs orais. No entanto, nenhum
biomarcador identificado, até o momento, em CECs orais é usado rotineiramente

na pratica clinica e a busca por novos marcadores ainda se faz necesséria.

A superexpressao de ativina A foi descrita em varios tumores, mas o seu
papel biolégico nas células cancerosas e a contribuigdo para o desenvolvimento e
progressao tumoral ndo foram elucidados. Os estudos que avaliam a expressao
de ativina A no CEC oral sdo escassos e sugerem que esta proteina pode ser um
marcador bioldgico promissor. Portanto, uma analise mais profunda e funcional de
ativina A pode determinar se este fator € um potencial alvo diagndstico ou
terapéutico no CEC oral. Interessantemente, dependendo da origem do tumor,
ativina A pode exercer tanto efeitos pro-tumorigénicos com anti-tumorigénicos.
Assim, em tumores em que ativina A atua como inibidor do crescimento, as células
tumorais provavelmente devem adquirir resisténcia para permitir a progressao
tumoral. Ao passo que naqueles tumores em que ativina A atua na estimulagao do
crescimento, a sustentacdo da sua sinalizagdo promove a tumorigénese
(Risbridger et al., 2001b). Por exemplo, ativina A exerce um efeito inibitério do
crescimento em carcinomas de mama, figado, prostata e pancreas (Antsiferova &
Werner, 2012). Contudo, ativina A & um fator mitogénico, favorecendo o
crescimento e expansao tumoral, em tumores de testiculo e ovario (Risbridger et

al., 2001b; Antsiferova et al., 2011). Diante destes fatores, o presente estudo foi
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desenvolvido para verificar o valor prognéstico da expressado imuno-histoquimica
de ativina A em amostras de CEC oral e avaliar os efeitos desta superexpressao

na carcinogénese oral.

Shimizu e colaboradores (2007) foram os primeiros a demonstrarem niveis
alterados de ativina A em CECs de cabeca e pescoco. Estes autores, por meio de
CGH em linhagens celulares, demonstraram a amplificacdo de varias regides
cromossdmicas, incluindo o I6cus 7p15-p13 que contém o gene que codifica as
subunidades de ativina A. Este estudo demonstrou ainda que a expressao de
ativina A é correlacionada com a presenca de metastase regional e com uma
menor sobrevida livre de doenca. Por meio de reacdes imuno-histoquimicas,
Chang e colaboradores (2010) demonstraram que ativina A €& expressa
principalmente no citoplasma das células tumorais, mas uma marcagéo nuclear foi
evidente em algumas amostras. Curiosamente, além das células tumorais, células
presentes no estroma tumoral apresentaram positividade para ativina A, incluindo
células inflamatoérias, endoteliais e mesenquimais com aspecto fusiforme (Chang
et al.,, 2010; Antsiferova et al., 2011). As células mesenquimais fusiformes podem
representar miofibroblastos (também chamados de fibroblastos associados ao
carcinoma). Tal hipétese é amparada por um estudo prévio, o qual demonstrou
que miofibroblastos presentes no estroma tumoral sdo capazes de regular a
proliferacao de células do CEC oral por meio da sintese de ativina A (Sobral et al.,
2011). Interessantemente, a imuno-marcag¢ao nuclear para ativina A foi relata em
células espermatogénicas durante as fases iniciais da espermatogénese de ratos
(Blauer et al., 1999; Barakat et al., 2008) e nas células epiteliais do tubo uterino
humano (Bahathiq et al., 2002). Este padrao distinto de marcagao (citoplasmatico
e nuclear) sugere um pleomorfismo funcional para ativina A, que pode estar

associado ao tipo celular ou a fungao especifica da proteina.

Os resultados do presente estudo demonstraram que todas as amostras de
CEC oral avaliadas (n=115) foram positivas para ativina A e a marcacéo
citoplasmatica foi a predominante. A expressao elevada de ativina A nas células
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tumorais correlacionou significantemente com a presenca de metastase regional
(estadio N), tumores com um padrdo histopatolégico pobremente diferenciado e
demonstrou ser um fator preditivo independente de um menor periodo de
sobrevida livre de doenca em 5 anos. Similarmente, Chang e colaboradores
(2010) encontraram uma correlacdo significante entre a expressdao imuno-
histoquimica de ativina A e as caracteristicas clinico-patoldgicas, incluindo estadio
N, padréo histopatologico e invasdo perineural. Neste mesmo estudo, os pacientes
com CECs orais cujos tumores superexpressavam ativina A demonstraram menor
sobrevida global e livre de doenca em analise univariada. Diferentemente dos
resultados do presente estudo, a associacado de ativina A com menor sobrevida
global e livre de doenca em 5 anos nao resistiu a analise multivariada (Chang et
al., 2010). Adicionalmente, a superexpressao de ativina A também foi associada
com canceres de colo de utero em estagios avancados (estadio 1V) (Wildi et al.,
2001) e com metastases linfonodais e prognostico desfavoravel de pacientes com
carcinomas de células escamosas do es6fago (Yoshinaga et al., 2003). Assim, 0s
resultados deste estudo corroboram aos achados encontrados na literatura, os
quais sugerem que ativina A é um potencial marcador de progndstico

independente em pacientes com CEC oral.

Diversos estudos in vivo e in vitro tém demonstrado que ativina A controla
eventos bioldgicos importantes para a tumorigénese. No presente estudo, a
participacdo de ativina A na morfologia, proliferacdo, morte celular, adeséo, perda
da identidade epitelial, migracao e invasao foi verificada por meio de ensaios com
ganho ou perda de fungédo. O primeiro resultado in vitro deste estudo revelou a
existéncia de um padrdo distinto de expressdao de entre a linhagem de
queratindcito imortalizado, mas nao transformado HaCAT e as linhagens oriundas
de CECs orais (SCC-9, SCC-15, SCC-25 e LN2). Similar aos nossos resultados,
diferencas no padrdo de expressao de ativina A foram demonstradas por imuno-
histoquimica em outras linhagens celulares tumorais, incluindo células de

carcinoma cervical (HelLa), carcinoma hepatocelular (HepG2) e cancer de mama
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(MCF-7, HS578T, MDA-MB436, MDA-MB231, MDA-MB453 e MDA-MB459)
(Razanajaona et al., 2007). Além disso, inumeros estudos demonstraram que a
expressao de ativina A no tecido sadio ou em linhagens celulares ndo tumorais €
ausente ou reduzida (Yang et al., 2007; Seder et al., 2009a; Seder et al., 2009b;
Chang et al., 2010). Esta diferenca no padrdo de expressdo de ativina A &
facilmente compreendida, tendo-se em vista que linhagens celulares tumorais
provavelmente carregam alteracdes genéticas oriundas das lesdes a partir das
quais tiveram origem ou do proprio subcultivo no laboratério. Sendo assim, o
acumulo destas alteracdes provavelmente contribui para uma alterada expressao
e para um descontrole nos mecanismos de regulacdo de ativina A.
Interessantemente, a analise de western blot utilizando extratos celulares néo foi
capaz de detectar a proteina. Estudos anteriores relataram o0 mesmo insucesso
(Razanajaona et al., 2007; Chang et al., 2010). Esta auséncia de marcagédo pode
ser explicada pela conformacao do dimero de ativina A, que quando no citoplasma
celular ainda esta covalentemente associado ao seu pro-dominio N-terminal,
mascarando o sitio de ligagdo do anticorpo anti-ativina A. Por outro lado, as
reacdes de ELISA funcionaram adequadamente quando usamos o sobrenadante
contendo os fatores liberados no meio pelas células.

Simon e colaboradores (2009) observaram que o bloqueio da via de
sinalizag&o de ativina A induz significantes mudangas morfoldgicas em diferentes
linhagens de células epiteliais de cancer de prostata. As células tornaram-se
arredondadas com prolongamentos citoplasmaticos menores, tamanho
aparentemente reduzido e de facil destaque da placa (Simon et al., 2009). Em
nosso estudo, embora nenhuma alteragdo morfolégica foi atribuida aos
tratamentos com ativina A e folistatina recombinantes, o silenciamento estavel de
INHBA na linhagem LN2 revelou alteragdes morfolégicas semelhantes aquelas
relatadas por Simon e colaboradores (2009). Isto indica que provavelmente a
auséncia de ativina A possa ser responsavel por alterar o metabolismo celular ou

0 padrao de expressao de proteinas do citoesqueleto, alterando desta maneira a

80



estrutura celular. Tal mudanca na morfologia celular pode sugerir uma alteracéo
no padrao de interagdo destas células com moléculas do microambiente tumoral
ou mesmo com outras células, interferindo na adesédo e motilidade celular, como

revelado neste estudo.

Durante a carcinogénese sao evocados eventos biolégicos normalmente
ativos em processos fisioldgicos. No entanto, diferentemente do que acontece nos
processos fisioldgicos, estes eventos ndo sao autolimitados, resultando em um
crescimento desordenado e eventual invasdo dos tecidos adjacentes (Schéafer &
Werner, 2008). Apesar da enorme variabilidade do cancer, evidéncias
demonstram que a resisténcia a morte por apoptose ou morte por mecanismos
nao-apoptoticos sdo caracteristicas marcantes da maioria dos tumores malignos
(Okada & Mak, 2004). De fato, a analise do processo de tumorigénese revela que
a capacidade de resistir a morte pode ser adquirida por diferentes mecanismos e
acontecer em varios momentos do desenvolvimento tumoral. E interessante notar
que, dependendo do tipo celular, ativina A pode exercer um papel pré-apoptotico
ou anti-apoptotico (Schwall et al.,, 1993; Hully et al., 1994; Wang et al., 1996;
Ishisaki et al., 1998; Kanamaru et al., 2002; Schulz et al., 2008; Wang et al., 2009;
Rosenberg et al,, 2010). Neste estudo, ativina A demonstrou bloquear a morte
celular, tanto por apoptose quanto por necrose. A exposicao das células HaCAT a
ativina A recombinante demonstrou uma redugéo significante da morte celular por
apoptose e necrose, sendo este efeito claramente controlado por folistatina e pelo
silenciamento de ativina A na linhagem tumoral. Mais importante, o tratamento
com ativina A foi capaz de proteger as células da morte celular induzida por
estaurosporina, uma droga conhecidamente associada com a ativacdo das vias
intrinsecas e extrinsecas da apoptose. Da mesma forma, Rosenberg e
colaboradores (2010) demonstraram que ativina A na concentracdo de 100 ng/ml
aumenta o numero de osteoblastos em cultura por meio da reducdo da taxa de
morte celular por apoptose e necrose sem afetar o indice de proliferacdo. No
entanto, outros estudos tém demonstrado efeitos opostos aos encontrados neste
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estudo, atribuindo um efeito anti-tumorigénico a ativina A (Schwall et al., 1993;
Hully et al., 1994; Wang et al., 1996; Kanamaru et al., 2002; Wang et al., 2009).
Por exemplo, foi demonstrado que ativina A nao apenas altera o equilibrio entre
proteinas pré-apoptéticas (Bcl-Xs, Bad, Bax) e anti-apoptoticas (Bcl-2), mas
também aumenta os niveis de expressao de caspase-3, PARP e pERK, resultando
na apoptose de células de adenocarcinoma de pulmao (Wang et al., 2009). Por
outro lado, embora ativina A exerca um papel pro-apoptético sobre hepatdcitos,
pacientes com hepatocarcinoma apresentam niveis elevados de ativina A
circulante (Schwall et al., 1993; Hully et al.,, 1994, Pirisi et al., 2000; Yuen et al.,
2002). Esta divergéncia de resultados pode ser justificada pelo uso de
metodologias distintas entre os estudos e pelo fato de ativina A apresentar efeitos
bioldgicos variaveis nos diferentes tipos de tumores o que dificulta uma
comparacao entre os estudos.

E amplamente reconhecido que diferentes linhagens celulares necessitam de
fatores de crescimento presentes no FBS para o crescimento in vitro e que fatores
circulantes presentes no soro sdo fundamentais para o crescimento de células
tumorais in vivo. Os resultados deste estudo demonstraram que ativina A
recombinante associada a baixas concentracbes de FBS ndo € capaz de
aumentar o potencial proliferativo da linhagem nao-tumorigénica HaCAT. Ao passo
que a neutralizacédo de ativina A, pela folistatina recombinante ou bloqueio estavel
com shINHBA, reduziu significantemente as taxas de proliferagdo celular. Estes
achados indicam que ativina A é necessaria, mas nao suficiente para estimular a
proliferacdo celular de células epiteliais. Igualmente, Simon e colaboradores
(2009) demonstraram que ativina A isoladamente ndo é capaz de induzir a
proliferacdo de células derivadas de adenocarcinoma de préstata; no entanto, o
bloqueio da sinalizacdo de ativina A é determinante para a reducdo da
proliferacdo. Chang e colaboradores (2010) demonstraram que a capacidade de
proliferacdo das linhagens tumorais orais OC-3 e SCC-4, apds o silenciamento de
ativina A por RNAI, foi significantemente reduzida. Efeito semelhante foi observado
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em células de adenocarcinoma de pulmao (Seder et al., 2009a; Seder et al.,
2009b). Além disto, foi demonstrado que RNAI contra proteinas a jusante da via de
sinalizagdo de ativina A, como Smad3, produzem uma reducdo da proliferacdo
celular (Kang et al., 2009). Portanto, € provavel que os efeitos de ativina A sobre a
proliferacao celular ocorram via Smads, as quais sao responsaveis pelo controle
da expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular. Contudo, outros estudos
apontam ativina A como um supressor de tumor que pode inibir a proliferacdo
celular em diversos tumores, incluindo aqueles derivados do figado, pancreas,
mama e prostata (Schwall et al,, 1993; Hully et al.,, 1994; Takabe et al., 1999;
Cocolakis et al., 2001; Ho et al., 2004). No estudo de Cocolakis e colaboradores
(2001), por exemplo, ativina A induziu a inibicdo da proliferacdo em linhagens
celulares de cancer de mama pela ativagdo da via p38 MAPK. Neste contexto,
esta bem reconhecido que membros da familia TGF-B funcionam como
supressores tumorais nos estagios iniciais da tumorigénese. No entanto, muitas
células tumorais parecem escapar deste efeito inibitério por meio da aquisi¢céo de
mutagcdes nos genes de componentes da cascata de sinalizacdo do TGF-S,
incluindo seus receptores e Smads (Massagué, 1998). Provavelmente algumas
células tumorais também desenvolvem mecanismos semelhantes para anular o

efeito antiproliferativo de ativina A.

A progressao pelas fases do ciclo celular é resultado de uma sequencia de
ativacbes e inibicbes de cdks, as quais sao controladas pelos niveis e
disponibilidade de ciclinas e cdkis (Carnero, 2002; Malumbres & Barbacid, 2001;
Fecher et al., 2009). Caso haja alguma alteracao nesses parametros, as células
podem interromper a proliferacdo e/ou entrar em morte por apoptose. Dois
complexos principais sdo formados com a finalidade de dar inicio ao processo de
progressao da fase G1 do ciclo celular e sao constituido por ciclina D/cdk4/cdk6 e
ciclina E/cdk2. Neste momento, p16™4 p21WAFICIPT o no7KPT 530 fatores que
inibem a progressao do ciclo celular, pois formam complexos com cdks (Li et al.,
2006; Masamha, 2009; van Riggelen & Felsher, 2010). No presente estudo
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demonstramos que o silenciamento de ativina A na linhagem LN2 promoveu um
aumento na expressdo de p21WAFVCRT no7KP1 o K162 resultando no actimulo
de células na fase GO/G1 do ciclo celular. Concomitantemente, um discreto
aumento de ciclina D pode ser notado, indicando que ainda existe uma
estimulacdo da proliferacdo que parece estar sendo controlada pelos niveis
aumentados de ckis. Estes resultados indicam que ap6s o silenciamento estavel
de ativina A houve um controle da proliferagdo do ciclo celular pelo aumento de
proteinas ckis.

A perda do contato célula-célula, reorganizacao do citoesqueleto de actina e
expressao de varias proteases de degradacdo da membrana basal e tecido
conjuntivo intersticial sdo eventos bioldgicos que ocorrem em queratinécitos
durante a embriogénese e outros processos fisiologicos (Antsiferova & Werner,
2012). Estes eventos sao coordenados pela reativagdao do processo de TEM que
também é frequentemente visto em estagios avancados da carcinogénese. No
entanto, durante eventos fisiolégicos o processo de TEM € parcial e reversivel,
mostrando apenas uma perda parcial da identidade epitelial dos queratindcitos
envolvidos (Schéafer & Werner, 2008). Em contraste, as células tumorais que
sofrem TEM frequentemente adquirem uma morfologia fusiforme (fibroblastos-
like), mostrando grande perda do contato célula-célula e um aumentando da
expressao de marcadores mesenquimais, como a vimentina (Thiery et al., 2009;
Kalluri & Weinberg, 2009). Além disto, MMPs e outras enzimas proteoliticas
produzidas por células epiteliais e do estroma sao envolvidas na degradacao da
MEC, aumentando a motilidade celular e invasdo no cancer (Thompson et al.,
2005a; Kalluri & Weinberg, 2009; Polyak & Weinberg, 2009; Lim & Thiery, 2012).
Baseado nestas evidéncias, os resultados do presente estudo revelaram que o
fator de crescimento ativina A é capaz de promover TEM, alterando a adeséao
célula-célula e adesao aos componentes da MEC, induzindo motilidade celular e
consequentemente migracdo e invasdo. A exposicdo da linhagem HaCAT a
proteina recombinante ativina A foi responsavel pela perda da identidade epitelial
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desta linhagem celular, caracterizada pela alteragcdo do padrao de expressao de
alguns marcadores da TEM. Os niveis aumentados de ativina A foram
relacionados com a reducdo da expressdo de E-caderina e 0 aumento de N-
caderina, processo conhecido como switch das caderinas, além de induzir o
aumento da expressao do marcador mesenquimal vimentina. Interessantemente, a
linhagem tumoral LN2 tratada com folistatina recombinante ou expressando niveis
reduzidos de ativina A mostrou ser capaz de recuperar sua identidade epitelial. Tal
reversdo do fendtipo maligno da linhagem LN2 foi certificada pelo aumento da
expressao do marcador epitelial E-caderina e concomitante reducéo da expressao
de N-caderina e vimentina. Diante destas observacbes e das mudancas
morfolégicas observadas em cultura, foi demonstrado que a linhagem LN2
aumentou sua adesao célula-célula apds o silenciamento estavel de ativina A. Por
tanto, podemos sugerir que o0 bloqueio de ativina A facilita a adesédo entre as
células, dificultando a migracdo e invasdao das células tumorais como foi
constatado neste estudo. Estudo anterior realizado por Yoshinaga e colaboradores
(2004) demonstrou que as expressdes de N-caderina e ativina A em tecidos de
carcinoma esofagico sao significativamente correlacionadas, sugerindo que ativina
A pode mediar a expressdo de N-caderina neste tecido. Por outro lado, a
expressao de E-caderina foi fracamente correlacionada com a expressao de
ativina A (Yoshinaga et al., 2004). De fato, existem varios estudos que apontam a
expressdo de N-caderina como um fator independente e associado as
caracteristicas invasivas de células tumorais in vitro. No carcinoma de mama, por
exemplo, niveis elevados de N-caderina promovem a migracdao de células de
carcinoma, independentemente da presenca ou auséncia de E-caderina (Nieman
et al., 1999). Similarmente, o switch das caderinas e a promocdo de migracao
celular pelo aumento da expressao de N-caderina foi relatado em melanomas e
adenocarcinomas de mama e préstata (Tran et al.,, 1999; Hazan et al., 2000; Li et
al., 2001). Os resultados deste estudo mostraram ainda que o tratamento com
ativina A foi capaz de facilitar a adesao celular ao colageno tipo |, fibronectina e
laminina. Este efeito pode explicar a redugdao nas taxas de apoptose observadas
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no tratamento com ativina A recombinante nas células HaCAT. Adicionalmente, o
estudo de Munz e colaboradores (1999) mostrou que ativina A é capaz de
estimular a produgéo de proteinas da MEC, tais como fibronectina e colageno do
tipo I. Contudo, nés encontramos que o tratamento com folistatina recombinante
tem um efeito oposto ao da ativina A, ao passo que o silenciamento estavel
igualmente induziu um aumento da adesdo as componentes da MEC. Estes
resultados contraditérios refletem um efeito inespecifico de ativina A sobre o
controle da adesdao aos componentes da MEC, dificultando uma conclusao

concreta acerca deste fendétipo.

Uma caracteristica importante revelada neste estudo € que ativina A é capaz
de afetar a motilidade celular e induzir migracdo e invasdo de queratindcitos
normais. Estes achados in vitro sdo concordantes com os resultados observados
na analise imuno-histoquimica para ativina A, que mostrou correlacao significante
com estadio N. Além disto, os resultados demonstraram que a motilidade e
invasdo celular induzidas por ativina A foram reguladas pelo antagonista
enddgeno folistatina e pelo silenciamento estavel na linhagem LN2. Um estudo
recente realizado por Chang e colaboradores (2010) revelou resultados similares
aos encontrados neste estudo, onde a migragcao e invasao das linhagens tumorais
OC-3 e SCC-4 foram significantemente atenuadas pela transfeccdo de siINHBA.
Adicionalmente, ativina A induz a expressdo de MMP-7, a qual é relatada como
indutora de invasao celular no cancer esofagico (Yoshinaga et al., 2004 Yoshinaga
et al., 2008b). O efeito regulador de folistatina sobre ativina A foi demonstrado pela
reducdo de metastase em modelo de rato portador de cancer de pulméo tratado
com folistatina recombinante (Ogino et al, 2008). Curiosamente, a
superexpressao de folistatina tem sido relatada em melanomas, hepatocarcinomas
e CECs orais, mas a correlacao entre os niveis de expressao de folistatina e a
funcdo de ativina A ainda ndo foi detalhadamente analisada (Rossmanith et al.,
2002; Stove et al., 2004; Grusch et al., 2006; Chang et al., 2010). Contudo, foi
demonstrado que um antagonismo diferencial de ativina A pode ocorrer por meio
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da sua ligacdo com uma folistatina tipo selvagem ou mutante (Schneyer et al.,
2008). Esta descoberta pode ajudar a explicar por que a superexpressao de
folistatina também foi associada com os estagios avangcados dos carcinomas.
Neste contexto, os dados da TEM e adesao célula-célula e a MEC suportam a
regulacdo de MMPs e outros fatores controladores da migragdo e invaséo,
sugerindo um papel importante para a ativina A na progressao tumoral. No
entanto, o verdadeiro mecanismo envolvido na superexpressao de ativina A ainda

nao foi completamente esclarecido e necessita de investigagdes mais profundas.

Vale a pena destacar que o presente estudo apresenta limitacbes. Uma
delas € a nao confirmacdo do estado de fosforilacdo de Smad2/3 apds o
tratamento com folistatina. Assumindo que o efeito de folistatina é associado com
a inibicdo da via de sinalizagdo da ativina A, € esperado uma redugdo nos niveis
de fosforilacdo de Smad2/3 apds o tratamento com folistatina e também nas
células estavelmente silenciadas com as moléculas de shRNA. Outra deficiéncia
deste estudo € a auséncia de estudos in vivo que comprovem os achados in vitro,
fortalecendo o papel de ativina A na tumorigénese oral.

Em conjunto, os resultados apresentados neste estudo demonstram que
ativina A é capaz de orquestrar importantes eventos biol6gicos da tumorigénese
dos CECs orais. Portanto, o melhor entendimento da participacdo de ativina A
neste tumor pode ser de grande relevancia na identificagdo de um possivel alvo

terapéutica ou indicador prognastico.
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7. CONCLUSAO

7.1 A expressdo imuno-histoquimica de ativina A foi correlacionada com estadio N,
diferenciacao histopatoldgica do tumor e menor sobrevida livre de doenga dos
pacientes com CEC oral.

7.2 Ativina A reduz a morte celular por apoptose e necrose e ameniza o efeito de
estaurosporina na indugcado da morte celular por apoptose.

7.3 O bloqueio da expressao de ativina A resultou em uma redugéo da proliferacéo
das células tumorais LN2, o qual foi associado com uma expressdao aumentada
dos inibidores de quinase (p21KP!, p27WAPICP1 o K16'"™42) 4a fase GO/G1 do ciclo

celular.

7.4 Ativina A é capaz de modular a adesédo celular a moléculas da MEC e a
expressao de marcadores da TEM, favorecendo a migracéo e invasao celular.

7.5 A relacdo entre a elevada expressao de ativina A em amostras de CEC e o
pior prognéstico, associada aos achados in vitro deste estudo, sugerem que

ativina A pode ser um potencial marcador tumoral.
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