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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) € a neoplasia maligna mais comum
da cavidade oral, representando de 90 a 95% dos casos, e tem, de uma maneira
geral, prognéstico ruim, com indices considerareis de metéstases, recidivas
precoces e alta taxa de mortalidade. O risco para o CCE oral esta fortemente
ligado a fatores ambientais e genéticos, como tabagismo, consumo de alcool,
infec¢des virais, exposicao a raios ultravioleta, dieta, predisposicdo genética e
imunossupressao. A cirurgia € o tratamento de primeira linha para CCE orais
pequenos e de facil acesso. Entretanto, em estadgios mais avancados, o
tratamento geralmente é combinado, sendo a cirurgia a modalidade primaria e
radioterapia ou quimioterapia como adjuvantes. Apesar dos recentes avangos
nas terapias antineoplasicas, o CCE oral continua com altas taxas de insucesso
terapéutico. A presenca de subpopulacdes de células neoplasicas malignas
indiferenciadas, chamadas células-tronco do cancer (CTC), é considerada como
a principal causa da recorréncia local, disseminacdo metastatica e resisténcia
aos tratamentos. As CTC possuem caracteristicas semelhantes as das células-
tronco dos tecidos normais, dentre as quais capacidade de autorrenovacéao e
diferenciacdo, e sdo responsaveis por iniciar o tumor e pela heterogeneidade
celular destes. A expressdo de marcadores de superficie celular é um dos
métodos empregados para identificar as CTC, sendo CD44 e CD326 marcadores
frequentemente usados para isolar estas células. A caracterizacdo das CTC
pode contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
progressédo do CCE oral e, consequentemente, para o desenvolvimento de
novas técnicas de diagnéstico e tratamentos mais eficazes que as atuais.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar subpopulacées de CTC em
linhagens celulares de CCE oral. Para isto, avaliamos, em ensaios in vitro, as
propriedades proliferativas, o potencial clonogénico, a adesdo e a migragado
celular, a producédo de proteinas associadas a transicao epitélio-mesenquimal
(TEM) e de é&cido graxo sintase (FASN), reguladora central do metabolismo
lipidico com papel critico no crescimento e sobrevivéncia de alguns tumores, por
meio de western blotting. Estudamos também a sensibilidade a drogas
antineoplasicas por meio de teste de viabilidade celular, na linhagem SCC-9
ZsGreen parental e duas de suas subpopulacdes de CTC com padrdes distintos



de expressao de CD44 e de CD326: fendtipos SCC-9 ZsG B1 (CD44* /CD326Y)
e SCC-9 ZsG E1(CD44"°w/CD326M9"). Os resultados desta dissertacdo de
mestrado evidenciam que, dentre as células estudadas, o fenétipo SCC-9 ZsG
B1 € o que tem maior potencial proliferativo, de adesédo e migratorio, além de
apresentar um perfil mais mesenquimal e ser mais sensivel a cisplatina e ao
TVB-3166, quando comparadas a linhagem celular parental e ao fen6tipo SCC-
9 ZsG EL1. Este ultimo, por sua vez, apesar de nao ter apresentado altas taxas
de proliferacdo, adeséo e migracdo quando comparado as fenétipo SCC-9 ZsG
B1, parece ser mais resistente as drogas estudadas e possuir natureza epitelial.
Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas oral. Células tronco do
cancer. CD44. CD326.



ABSTRACT

Squamous cell carcinoma (SCC) is the main malignancy that affects the oral
cavity, representing 90-95% of all cases. It has a poor overall prognosis with
substantial rates of metastasis, early relapses, and high mortality rates. The risk
for oral SCC is strongly associated to environmental and genetic factors such as
smoking, alcohol consumption, viral infections, ultraviolet radiation exposure,
diet, genetic predisposition, and immunosuppression. Surgery is the primary
mode of treatment for small and easily accessible oral SCC. However, in
advanced stages, the treatment is usually combined, being surgery the primary
modality and radiotherapy or chemotherapy its adjuvants. Despite recent
advances in anticancer therapies, oral SCC still has high rates of therapeutic
failure. Small subpopulations of undifferentiated malignant neoplastic cells,
denominated cancer stem cells (CSC), may be the main cause of local
recurrence, metastatic spread, and treatment resistance. CSC show
characteristics similar to stem cells from normal tissues, including self-renewal
and differentiation and are responsible for initiating the tumor and generating
tumor heterogeneity. The expression of cell surface markers such as CD44 and
CD326, is one of the methods used to identify and isolate CSC. The detailed
characterization of CSC may contribute to elucidate the mechanisms involved in
the progression of oral SCC and, consequently, to the development of new
diagnostic techniques and more effective treatments. Therefore, the aim of the
present study was to characterize CSC subpopulations in oral SCC cell lines. We
investigated with in vitro assays the proliferative activity, clonogenic potential, cell
migration and adhesion, the expression of epithelial mesenchymal transition
(EMT) markers and fatty acid synthase (FASN), as well as the sensitivity to
antineoplastic drugs in the parental SCC-9 ZsGreen and two CSC
subpopulations: SCC-9 ZsG Bl (CD44* /CD326) and SCC-9 ZsG
E1(CD44"°v/CD326"d"). The results of the present study show that, among the
studied cells lines, the phenotype SCC-9 ZsG B1 has higher proliferative,
adhesion and migratory potential and presents a more mesenchymal profile,
being more sensitive to cisplatin and TVB -3166. On the other hand, the
phenotype SCC-9 ZsG E1 is more resistant to the studied drugs and has an
epithelial nature.

Keywords: Cancer stem cells. CD44. CD326. Oral squamous cell carcinoma.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas (CCE) oral € uma neoplasia maligna
originaria no epitélio escamoso que reveste a cavidade oral, que pode ocorrer na
lingua, labios, gengiva, palato, assoalho da boca e mucosa jugal (Estilo et al.,
2009). O CCE ¢é a forma mais comum de céncer oral e apresenta, de uma
maneira geral, um prognostico ruim e alta taxa de mortalidade (Vitorio et al.,
2020), ocupando o décimo sexto lugar em incidéncia e mortalidade dentre todos
0s canceres, com 377.713 novos casos e 177.757 mortes em 2020
(GLOBOCAN). O CCE oral tem sido estudado separadamente dos outros CCE
de cabeca e pescoco, pois esta sujeito a fatores de risco especificos (Johnson
et al., 2000; Bertolus et al., 2012). Apesar do aspecto multifatorial da doenca, o
tabaco e alcool séo os fatores com maior potencial carcinogénico (Kowalski et
al., 2020). O risco para o CCE oral também esta fortemente ligado a
predisposicao familiar e genética, presenca de imunossupresséao, a infeccdes
virais, em CCE de orofaringe, e exposicao aos raios ultravioleta do sol, em CCE
de labio (Kumar et al., 2016).

O diagndstico precoce pode contribuir para um bom progndstico (Vitério
et al., 2020), pois tumores em estagio avancado apresentam alta chance de
recorréncia e metastases cervicais (Malik et al. 2016), com taxa de sobrevida de
5 anos considerada improvavel (Vitério et al., 2020). O uso de técnicas de
biologia molecular pode contribuir para o diagnéstico e melhorar
significativamente a deteccdo de alteracfes que sao invisiveis ao microscopio
(Fukuka et al., 2012).

A patogénese molecular do CCE é complexa e resultado de varios
mecanismos moleculares interdependentes que envolvem mais do que a
expressdo alterada de genes e proteinas especificas, compreende também
mudanc¢as nos processos metabolicos (Wei et al. 2011; Xie et al. 2012). A
iniciagdo e manutencdo de tumores malignos requerem Vvarios elementos
essenciais: autossuficiéncia em sinais estimuladores de crescimento,

insensibilidade para fatores supressores de crescimento, capacidade de invasao
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de outros tecidos e de metastatizar, potencial ilimitado de replicacéo, inducéo do
processo de angiogénese, bloqueio dos mecanismos naturais de morte celular,
desregulacéo energética, escape a resposta imune, inflamacédo como promotor
tumoral, instabilidade gendmica e mutacdo, desbloqueio de plasticidade
fenotipica, reprogramacgdo epigenética ndo mutacional, microbiomas
polimorficos e senescéncia celular (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e
Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

Apesar dos constantes e recentes avancos em relagdo aos recursos
terapéuticos para o manejo CCE oral, a sobrevida global média para pacientes
com CCE metastatico ou recorrente permanece abaixo de 1 ano (Price e Cohen,
2012). A complexidade molecular, a heterogeneidade tumoral e a presenca de
subpopulacdes de células-tronco do cancer (CTC) sdo responsaveis pelas
recorréncias locais, disseminacdo metastatica e resisténcia ao tratamento em
varios tipos de canceres (Hanahan e Weinberg, 2011), inclusive em CCE orais
(Okamoto et al., 2008; Yanamoto et al., 2014).

As CTC ou células-tronco tumorais (CTT), também conhecidas por vezes
como células iniciadoras de tumor (CIT), sdo subpopulacdes de células
neoplasicas malignas indiferenciadas presentes nos tumores e responsaveis
pela sua iniciagdo, heterogeneidade, recorréncia e resisténcia terapéutica
(Abbaszadegan et al., 2017). Estas células possuem caracteristicas
semelhantes as das células-tronco bem conhecidas nos tecidos normais,
incluindo capacidade de autorrenovacao e de diferenciacdo (Bhatia e Kumar,
2016). A capacidade aprimorada das CTC para dar origem a novos tumores
sugere que elas sejam portadoras de habilidades para evasdo da vigilancia

imunologica (Lei e Lee, 2021).

Um dos métodos empregados para identificar as CTC é baseado na
expressdo de marcadores de superficie celular (Chen et al., 2013). Destes, 0s
marcadores para CTC mais frequentemente estudados estdo CD44, CD24,
CD29, CD90, CD133, CD326 (também conhecido como molécula de adesdo
celular epitelial, EpCAM) e aldeido desidrogenase 1 (ALDH1), que também sé&o
usados para isolar estas células (Yu et al., 2012). O cluster de diferenciacéo 44
ou CD44 é uma glicoproteina transmembranica multiestrutural e multifuncional,

que interage com proteinas da matriz extracelular (Baillie et al., 2017; Senbanjo
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e Chellaiah, 2017). Esté envolvido na regulacdo de diversas vias de sinalizacéo
vitais que modulam a proliferacdo, invasdo, metastase e resisténcia a terapias
antineoplasicas (Xu et al., 2020), além de seu papel na adesdo e em varios
processos bioldgicos como ativacao de leucécitos, angiogénese e liberacdo de
citocinas, bem como processos patoldgicos, incluindo metédstase e transicao
epitélio-mesenquimal (TEM) (Hassn Mesrati et al., 2021). A molécula de adesédo
celular epitelial (EpCAM), cluster de diferenciacdo 326 (CD326) ou ainda
antigeno de superficie epitelial (ESA) € uma glicoproteina transmembranica
expressa em epitélios saudaveis e superexpressa em células malignas oriundas
da maioria dos carcinomas humanos, tanto em tumores primarios quanto em
metastases, principalmente as CTC (Went et al.,, 2003; Imrich et al., 2012;
Barbato et al., 2019; Mohtar et al., 2020). O CD326 tem papel fundamental no
crescimento e progressdo dos tumores, pois esta envolvido na modulacdo de
processos, como proliferacéo, diferenciacdo, adesao migracao e invasao celular
e TEM (Imrich et al., 2012; Gires et al., 2020).

Mediante o exposto e uma vez que existem relativamente poucos estudos
caracterizando as CTC em linhagens celulares de CCE da cavidade bucal ou de
cabeca e pescoco, no presente trabalho, investigamos as propriedades
proliferativas, o potencial clonogénico, a adesao e migracao celular, a producéo
de proteinas associadas a TEM e da enzima responsavel pela sintese endégena
de acidos graxos (FASN), assim como a sensibilidade a drogas antineoplasicas,
nas linhagens celulares derivadas de CCE de lingua SCC-9 ZsGreen e duas de
suas subpopulagdes de CTC com diferentes padrdes de expressao de CD44 e
de CD326 (Cuadra Zelaya, 2019). Esta caracterizacdo de CTC pode contribuir
para a melhor compreensao dos mecanismos envolvidos na progressédo do CCE
oral e, consequentemente, o desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico

e tratamentos mais eficazes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinoma de Células Escamosas (CCE) Oral

Cancer € um termo genérico usado para se referir a um grande grupo de
doencas que podem ter origem em quase qualquer 6rgao ou tecido, nos quais
as células passam a se multiplicar de forma desordenada, ultrapassam seus
limites anatbmicos habituais e invadem regides adjacentes e/ou se espalham
para outros 6rgaos, sendo este ultimo processo denominado metastase (WHO,
2020).

O cancer é uma das principais causas de morte em todo o mundo, sendo
responsavel por quase 10 milhées de mortes somente no ano de 2020 (WHO,
2020). Segundo a GLOBOCAN (The Global Cancer Observatory), foram
registrados 19.292.789 casos novos de cancer em 2020. O cancer oral, por sua
vez, € 0 16° colocado em incidéncia e mortalidade, com 377.713 novos casos e
177.757 mortes decorrentes da doenca, dados também de 2020. No Brasil, de
acordo com os dados da ultima estimativa do Instituo Nacional do Cancer (INCA)
para 2020, seriam registrados 15.190 novos casos e 6.605 mortes por cancer
oral. Entretanto, deve-se lembrar que o diagndstico e o tratamento do cancer
foram prejudicados pela pandemia da COVID-19. O fechamento de
estabelecimentos de salude resultou em atrasos no diagnostico e no tratamento
desta doenca, que podem levar a uma queda de curto prazo na incidéncia de
cancer, seguida por um aumento da doenca em estagios avancados e,
finalmente, maiores taxas de mortalidade. Esta consequéncia secundaria da
pandemia da COVID-19 levara varios anos para ser precisamente quantificada,
devido ao atraso na disseminac¢ao dos dados de vigilancia de base populacional
(Siegel et al., 2020).

Carcinoma de células escamosas (CCE), carcinoma espinocelular, ou
ainda carcinoma epidermoéide séao termos que se referem a neoplasias epiteliais
malignas que acometem 0Orgaos revestidos por epitélio do tipo escamoso (Yan
et al., 2011). O CCE é a neoplasia maligna mais comum da cavidade oral (Hirota

et al., 2003), representa de 90 a 95% dos casos (Panarese et al., 2018), tem uma
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taxa de sobrevida relativamente baixa e sua incidéncia estd aumentando em
algumas regides do mundo (Almangush et al., 2020). O CCE acomete também
varios outros sitios anatébmicos do corpo humano, como pele, esofago, trato
urinario, prostata, pulmdes, vagina e colo do utero, sendo, devido a esta
variedade, € a neoplasia maligna mais comum capaz de disseminacao
metastatica (Yan et al., 2011). A metastase, responsavel por 90% das mortes
relacionadas ao cancer, (Zeeshan e Mutahir, 2017), € um processo complexo de
vérias etapas por meio do qual as células tumorais deixam o tumor primario,
migram para um local distante e o colonizam para iniciar seu crescimento e gerar
um novo foco da doenca (Nassar, 2016). Evidéncias crescentes sugerem que a
metastase € iniciada por células tumorais especializadas que apresentam

propriedades de células-tronco (Oskarsson et al., 2014).

2.1.1 Etiologia

O risco para o CCE oral esta fortemente ligado a fatores ambientais e
genéticos, como tabagismo (com ou sem fumaca), consumo de alcool,
predisposicao genética, imunossupressao. infec¢des virais, principalmente em
CCE de orofaringe, e exposicao a raios ultravioleta, em CCE de labio (Kumar et
al., 2016). Por ser uma doenca com multiplas etiologias que interagem de
maneiras diferentes, é dificil determinar o papel preciso de cada uma delas de
forma independente (Reidy et al., 2011). Apesar do aspecto multifatorial da
doenca, o tabaco e alcool sdo os fatores com maior potencial carcinogénico
(Kowalski et al., 2020). O tabagismo e o consumo de alcool parecem ter um efeito
sinérgico (Koontongkaew, 2013) e, estéo presentes em cerca de 90% dos casos
(Dissanayaka et al., 2012).

O fumo de tabaco pode causar alteragcdes no sistema imune, como a
inflamacdo aumentada, desregulacdo da imunidade mediada por células T,
respostas prejudicadas a patdogenos e supresséo de funcdes de células imunes
antitumorais (Lee et al., 2012). Além da nicotina, outros produtos de tabaco
gueimados podem liberar uma mistura de mais de 7.000 substancias quimicas,
das quais pelo menos 70 sdo carcinogénicas (Hecht 2012). Ademais, podem

existir agentes carcinogénicos que ainda nao foram totalmente identificados ou
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caracterizados (Tomar et al., 2019). Além disto, o tabaco sem fumaca também
aumenta o risco de cancer oral e o desenvolvimento de lesdes potencialmente
malignas (Muthukrishnan e Warnakulasuriya, 2018). O alcool age tanto como
fator de risco local quanto sistémico, aumentando a permeabilidade da mucosa
oral por solubilizar componentes lipidicos do epitélio, causando atrofia epitelial,
interferindo nos processos de sintese e reparo do DNA, diminuindo o fluxo
salivar, afetando a capacidade do figado de lidar com compostos toxicos e/ou
potencialmente carcinogénicos e comprometendo as imunidades inata e
adquirida (Reidy et al., 2011).

Entre os outros fatores de risco para o CCE oral se destacam ainda as
infeccdes virais como cofatores associados. Como as infec¢des por Epstein Barr,
que embora ndo tenha papel direto na carcinogénese, estd associado a
imunodeficiéncia; citomegalovirus, papilomavirus humanos, principalmente

HPV-16 e HPV-18; e o virus herpes simples tipo 1 (Inchingolo et al., 2020).

O perfil mais comum para o paciente portador de CCE € o de um homem
mais velho, de nivel socioeconémico baixo (Markopoulos, 2012), fumante e
etilista crbnico (Chitapanarux et al., 2006). Entretanto, a tendéncia
epidemiologica global estda mudando, com um aumento generalizado da
prevaléncia para o sexo feminino em relacdo ao masculino, atribuida
principalmente as mudancas de habitos relacionados ao consumo de tabaco e
alcool e ao comportamento sexual (Kruse et al., 2011; Cook et al., 2014; Sarode
et al., 2020).

2.1.2 Apresentacdo clinica

A dor € um sintoma comum em CCE oral, mas geralmente surge apenas
guando as lesdes ja atingiram grandes propor¢cdes, momento em que o paciente
solicita assisténcia médica (Bagan et al., 2010). Assim, 0s carcinomas iniciais
muitas vezes passam despercebidos por serem assintomaticos (Scully e Bagan,
2009). Em lesbes tardias e maiores, 0s sintomas podem variar de leve
desconforto a dor intensa, principalmente quando na lingua, além de interferir na
fala normal, mastigacdo ou degluticido (Neville e Day, 2002; Scully e Bagan,

2009; Bagan et al.,, 2010). O CCE oral pode assumir varias formas clinicas,
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assemelhar-se a leucoplasia, leucoplasia verrucosa, eritroleucoplasia ou
eritroplasia, qualquer uma das quais pode eventualmente evoluir para uma
Ulcera de aspecto necrético com bordas endurecidas irregulares e elevadas ou
para uma massa exofitica de base ampla com uma textura superficial que pode
ser verrucosa ou relativamente lisa (Feller e Lemmer, 2012). Outros sintomas
incluem sangramento, mobilidade dos dentes, problemas na respiracéo,
dificuldade na fala, disfagia, problemas no uso de protese, trismo e parestesia
(Haya-Fernandez et al., 2004). Ocasionalmente, os pacientes podem apresentar
linfadenopatia cervical, sem outros sintomas. Em estagios terminais, 0s
pacientes podem desenvolver fistulas cutaneas, sangramento, anemia grave e

caquexia (Milian et al., 1993).

2.1.3 Caracteristicas histopatolégicas

O CCE oral € uma neoplasia maligna derivada do epitélio escamoso
estratificado da mucosa oral (Tumuluri et al., 2002). Histologicamente, a leséo
passa por varias fases até a formacdo de um tumor. A carcinogénese pode estar
associada a lesdes potencialmente malignas (Rivera e Venegas, 2014). No
entanto, nem todas as lesdes reacionais ou potencialmente malignas resultam
no desenvolvimento subsequente de neoplasias malignas (Neville e Day, 2002).
O CCE oral se origina como uma displasia epitelial e € caracterizado pela
proliferacdo alterada de células escamosas displasicas na superficie da camada
epitelial, que posteriormente degrada regides da membrana basal subepitelial. A
degradacdo da membrana basal resulta em invasao localizada e invasédo a
distancia, pela emissdo de metastases (Rivera e Venegas, 2014). A invasdo
pode comecar como células isoladas, pequenos grupos ou pequenas ilhas
epiteliais e, entdo, progredir para uma grande infiltragdo na submucosa ou tecido
0sseo. O processo de invasao da origem aos dois sinais clinicos mais classicos
do CCE oral e outros tumores: lesdes endurecidas e fixas ao exame clinico.
Ainda ha um terceiro sinal clinico importante, a ulceracdo superficial do tumor,
causada pela falta de suprimento sanguineo e/ou trauma mecénico (Speight e
Farthing, 2018). A capacidade de metastase esta diretamente associada ao grau
de diferenciacé@o das células tumorais e a arquitetura tanto do tecido neoplésico

como do epitélio normal adjacente (Sapp et al., 2004).
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2.1.4 Classificagbes dos CCE

O estadiamento e a gradacao do CCE oral sdo pré-requisitos ja muito bem
estabelecidos para o seu manejo clinico, pois influenciam a estratificacdo de
risco e representam O primeiro passo para um tratamento personalizado
(Almangush et al., 2020). A classificacdo de Tumores Malignos — TNM, 82 edicéo,
publicada pela Unido Internacional contra o Cancer (UICC), utiliza, para
descrever a extensdo anatomica da doenca, trés componentes: "T" descreve a
extensdo do tumor primario, "N" refere-se & auséncia ou presenca de metastases
em linfonodo(s) regional(is) e "M" representa a auséncia ou presenca de
metastases a distancia. A adicdo de numeros a estes trés componentes indica a
extensdo da doenca, utilizando-se desta forma TO, T1, T2, T3, T4; NO, N1, N2,
N3 e MO, M1 (Huang e O'Sullivan, 2017). Essa classificacao é importante para o
planejamento do tratamento, estimativa do risco de recorréncia e avaliacao da
sobrevida geral. Entretanto, essa classificacdo considera apenas a extensdo
anatdmica da doenca e ndo os demais fatores prognosticos, como comorbidade
ou tratamento (Patel e Lydiatt, 2008)

A gradacao histologica dos tumores sugerida pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS, 2017) baseia-se na diferenciacdo citolégica das células
tumorais e no numero de mitoses. Utiliza-se de trés graus descritivos de
diferenciacéo: bem diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau 2)
e pouco diferenciado (grau 3), entretanto, este modelo ignora fatores como
padrao de crescimento tumoral e reacdes estromais e relacdo tumor-estroma,

tem pouco valor para o prognéstico (Almangush et al., 2020).

Ha ainda outra classificacdo conhecida como Budding and Depth of
Invasion (BD) (Almangush et al., 2015), que tem como base a profundidade de
invaséo e a presenca de ninhos de células tumorais no fronte do tumor. Células
individuais ou pequenos grupos de células parecem indicar progndéstico ruim

devido a sua maior capacidade de invasao (Longo et al., 2021).
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2.1.5 Caracteristicas moleculares

Existem processos fundamentais, conhecidos como “hallmarks do
cancer”, envolvidos na manutencdo de qualquer malignidade, que incluem
autossuficiéncia em sinais estimuladores de crescimento, insensibilidade para
fatores supressores de crescimento, invasao de outros tecidos e capacidade de
metastatizar, potencial ilimitado de replicacao, inducdo a angiogénese, bloqueio
dos mecanismos naturais de morte celular, desregulacéo energética, escape a
resposta imune, inflamag&o como promotor tumoral, instabilidade genémica e
mutacdo, desbloqueio de plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética
nao mutacional, microbiomas polimérficos e senescéncia celular (Hanahan e
Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011; Hanahan, 2022).

O CCE oral é uma doenca heterogénea e complexa que surge devido a
disfuncdo de mdltiplas vias de sinalizagcdo molecular (Hsu et al., 2020).
Oncogenes e genes supressores de tumor constituem os genes reguladores do
crescimento celular. Qualquer alteracédo ou expressao inadequada desses genes
pode induzir a neoplasia (Sugerman et al., 1995). As vias de sinalizac&o celular
nao sao isoladas umas das outras, mas interconectadas formando redes de
sinalizacdo complexas (Jain e Hamid, 2020). Os oncogenes podem ser
classificados de acordo com o0s papéis de suas contrapartes normais
(protooncogenes) nas vias bioquimicas que regulam o crescimento e a
diferenciacéo, incluindo fatores de crescimento (TGF, FGF, PDGF), receptores
de superficie celular (EGFR, FGFR), vias de transducdo de sinal intracelular
(RAS), fatores de transcricdo (Myc, Fos, Jun), proteinas do ciclo celular (ciclinas
e proteinas quinases dependentes de ciclina) e inibidores de apoptose (Bcl-2)
(Jain e Hamid, 2020). Algumas funcdes dos oncogenes na carcinogénese estao

exemplificados abaixo.

O TGF-B (fator de crescimento transformante beta) pode funcionar tanto
como supressor de tumor quanto como promotor de tumor (Cui et al., 1996;
Akhurst e Derynck, 2001; Inman, 2011; Wendt et al., 2012). Em tecidos
saudaveis e em muitos tumores em estagio inicial, o TGF-f € um importante
regulador do crescimento. No entanto, em tumores avancgados, as vias de
sinalizacdo do TGF-$ estdo severamente desreguladas e, em vez de inibir a

tumorigénese, o TGF- promove o crescimento e progressao tumoral (Akhurst e
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Derynck, 2001; Pasche, 2001; Langenskiold et al., 2008; Massagué, 2008;
Padua e Massagué, 2009; Inman, 2011; Zhao et al., 2012). Esse paradoxo se
reflete na clinica, onde, em canceres em estagio inicial, os niveis de TGF-f3 estao
positivamente associados a um prognéstico favoravel. No entanto, em tumores
avancados, altos niveis de TGF-3 no microambiente tumoral estdo associados a
um prognostico desfavoravel e a predicédo de recorréncia apoés terapia inicial ou
falha terapéutica (Shariat et al., 2001; Langenskiold et al.,, 2008; Padua e
Massagué, 2009; Zhao et al., 2012; Principe et al., 2014).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) exerce funcdes
criticas na fisiologia das células epiteliais (Schlessinger, 2014). E
frequentemente mutado e/ou superexpresso em diferentes tipos de CCE, sendo
alvo de multiplas terapias (Yarden e Pines, 2012). As func¢des mais bem
caracterizadas do EGFR estdo no contexto da ativacdo dependente de ligante e
quinase, ou seja, a via de sinalizagdo EGFR ‘candnica’ (Lemmon e Schlessinger,
2010). No entanto, existem funcdes, tanto dependentes quanto independentes
de quinase, que atuam na regulagéo da autofagia e do metabolismo (Tan et al.,
2016). Essas funcdes “nao candnicas” sdao geralmente induzidas por estresses
celulares e ambientais. Estas vias de estresse sdo ativadas em células malignas,
fornecendo a elas uma vantagem de sobrevivéncia e resisténcia a terapia (Jutten
et al., 2013; Tan et al., 2016).

RAS é um dos oncogenes mais frequentemente alterados geneticamente
e, quando desregulada, pode ativar as duas principais vias de sinalizacao,
PI3K/Akt e MAPK, que levam a proliferacéo e sobrevivéncia celular (Murugan et
al., 2012).

As quinases dependentes de ciclina (CDK) e seus parceiros regulatérios
coordenam a progressao do ciclo celular. Células malignas geralmente
dependem da sinalizagdo de CDK aumentada, que impede a funcdo dos
reguladores do ciclo celular, como os inibidores de quinases dependentes de
ciclina (CDKIs), levando ao aumento das taxas do ciclo celular, proliferagédo
celular, bem como instabilidade genémica e cromossémica (Galeta et al., 2016).

Quando ha alteracdo ou desequilibrio na proporcao de distribuicdo de

proteinas pro e anti-apoptoticas, resultando na superexpressao de membros da



25

familia Bcl-2 anti-apoptoticas, a morte celular apoptética é inibida (Coutinho-
Camillo et al., 2016). A expressédo de Bcl-2 é regulada positivamente no CCE
oral (Arya et al., 2016). O aumento da expressdo de Bcl-2 ndo é essencial
apenas para iniciar o CCE oral (Kannan et al., 1998; Loro et al., 2002), mas
também parece influenciar a progressdo da doenga, pois aumenta a taxa de
sobrevivéncia das células neoplasicas, permitindo que novas mutacdes
genéticas ocorram, conferindo-lhes maior resisténcia a quimioterapia e

radioterapia (de Sousa et al., 2009).

E importante ressaltar aqui que os oncogenes ndo séo suficientes para
promover a transformacdo maligna no CCE oral e parecem ser apenas 0S
iniciadores do processo. A inativacao de genes supressores de tumor também é
um evento importante que leva ao desenvolvimento de malignidades. Este
mecanismo de inativacdo pode ser devido a mutacOes pontuais, delecdes,
hipermetilacéo e rearranjos cromossémicos (Jain e Hamid, 2020). O gene que
codifica a proteina p53 € um importante supressor tumoral e regulador de varias
vias de sinalizacao importantes envolvidas no processo de carcinogénese (Rivlin
et al., 2011; Riaz et al., 2014). A proteina p53 induz respostas celulares
adaptativas e protetoras por meio da ativacdo da transcricdo de genes cuja
atividade previne a proliferacao de células danificadas geneticamente, inducéo
de parada do ciclo celular seguida de reparo de DNA ou morte por apoptose,
caso 0 dano nao seja reparavel, preservando assim a integridade do genoma
(Partridge et al., 2007). A superexpressao de formas da proteina p53 aberrante
é freqientemente observada em CCE orais, como resultado de mutagao pontual
ou delecdo em sua sequéncia génica (Ragos et al., 2018). O gene que codifica
p53 foi encontrado mutado em alta porcentagem de casos de CCE oral
(aproximadamente 70%) (Singh et al., 2016), mutacfes estas associadas a

reducdo da sobrevida nestes pacientes (Ragos et al., 2018).

Embora venham sendo estudados e estejam muito presentes no CCE
oral, ainda ndo existe um marcador molecular ou combinacdo de marcadores
moleculares para estes tumores. Além disto, ndo ha comprovacao de relacéo
direta entre a presenca destes marcadores com a progressao tumoral e
prognéstico. Portanto, até o momento nenhum marcador pode ser recomendado

para ser utilizado na clinica (Gupta et al., 2016; Almangush et al., 2017).
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2.1.6 Tratamento

O objetivo principal do tratamento € erradicar o CCE, prevenir sua
recorréncia e, na medida do possivel, restaurar a forma e a funcdo das partes
afetadas (Feller e Lemmer, 2012). O tratamento do CCE oral geralmente requer
0s servicos de uma equipe multidisciplinar (Lorch et al., 2009; Shah e Gil, 2009).
A maioria dos CCE orais em estagios inicial ou tardio € tratada cirurgicamente
com margens livres de 1 a 2 cm (Chi et al., 2015). A cirurgia € o tratamento de
primeira linha para CCE orais pequenos e acessiveis. Entretanto, em estagios
mais avancados, geralmente o tratamento € combinado, com a cirurgia como
modalidade primaria e radioterapia ou quimioterapia como adjuvantes (Shah e
Gil, 2009; Braakhuis et al., 2010; Chi et al., 2015). A linfadenectomia cervical, por
sua vez, € normalmente realizada quando a invaséo e colonizagéo linfonodal é
evidente ou quando h& um risco elevado de metastase regional oculta (Chi et al.,
2015). A quimioterapia padrédo de tratamento para CCE orais metastaticos tem
sido realizada por meio de regimes contendo cisplatina ou carboplatina. Esses
medicamentos tém atividade como agentes Unicos, mas sao mais comumente
usados em combinacao com outras drogas quimioterapicas, como 5-fluorouracil,

docetaxel, paclitaxel e cetuximabe (Hartner, 2017).

2.2 Células-Tronco do Cancer (CTC)

As células-tronco do cancer (CTC) ou células-tronco tumorais (CTT),
também conhecidas como células iniciadoras de tumor (CIT), foram identificadas
pela primeira vez na leucemia mieloide aguda no final do século passado
(Lapidot et al., 1994) e estdo sendo a cada ano que passa mais estudadas em
varios tipos de tumores sélidos humanos (Ailles e Weissman, 2007). Reya e
colaboradores introduziram o termo “célula-tronco do cancer” pela primeira vez
em 2001, como constituintes de pequenos subconjuntos de células neoplasicas
capazes de iniciar um tumor (tumorigénese), manter a populacdo de células
tumorigénicas (autorrenovacao) e também de manter a heterogeneidade das
células que formam o tumor (pluripoténcia) (Abbaszadegan et al., 2017). Pela
capacidade a elas atribuida de iniciar os tumores, podem ser consideradas de

maneira analoga a “sementes” do cancer (Liu et al, 2020).
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As CTC recebem esse nome pois, em alguns aspectos, sdo semelhantes
as ceélulas-tronco residentes em tecidos normais (Shackleton, 2010). Uma célula-
tronco de um tecido normal deve possuir duas habilidades para desempenhar
sua funcdo natural: autorrenovacao e diferenciacédo. A autorrenovacao vem do
potencial de, em uma divisdo celular, uma célula-tronco gerar outra célula-tronco
com o0 mesmo potencial de desenvolvimento e replicacdo, permitindo a
manutencdo de um conjunto de células indiferenciadas especificas no 6rgéao ou
tecido. A diferenciacao, neste caso, é a producao de células filhas que se tornam
células especificas do tecido em que as células-tronco residem (Lobo et al.,
2007). Além disto, as células-tronco parecem possuir refinado controle
homeostético, ou seja, capacidade de modular e equilibrar a diferenciacdo e a
autorrenovacdo de acordo com estimulos ambientais e restricdes genéticas
(Dalerba et al., 2007).

A hipétese das CTC ¢é compativel com os varios estagios da
carcinogénese oral, incluindo iniciagdo, progressdo, modulacdo do
microambiente e, finalmente, metastase (Swain et al., 2020). Desta forma, pode-
se considerar que as neoplasias malignas ndo sado simples expansodes
monoclonais de células em rapida e descontrolada divisdo, mas sim
relativamente semelhantes a “6rgdos anormais”, sustentados por uma populagao
doente de células-tronco (CTC), com as capacidades de autorrenovagado e

diferenciacéo aberrantes (Reya et al., 2001).

Diferentes modelos tém sido propostos para explicar como uma neoplasia
de natureza maligna ja estabelecida se propaga. Os mais classicos incluem o
modelo da evolugéo clonal ou estocastico, o modelo das CTC e o modelo de
interconversdo (Shackleton, 2010). O modelo da evolucdo clonal propde que
maioria das neoplasias se origina de uma Unica célula e que a progressao
tumoral é resultante da selecdo de uma subpopulacédo mais agressiva, dentro do
clone de origem (Nowell, 1976). De acordo com o modelo das CTC, apenas um
subconjunto especifico da populacdo de células malignas (CTC de vida longa) é
capaz de sustentar o crescimento tumoral in vivo, diferente de todos os outros
subconjuntos (células tumorais mais diferenciadas de vida curta). Trés
observagbes parecem definir a existéncia das populagdes de CTC: 1. apenas

uma minoria de células malignas dentro de cada tumor é dotada de potencial
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tumorigénico, quando transplantadas para camundongos imunodeficientes, 2. as
células malignas tumorigénicas sao caracterizadas por um perfil distinto de
marcadores de superficie e podem ser isoladas de forma diferencial e
reprodutivel das popula¢des ndo tumorigénicas por meio de citometria de fluxo
ou outros procedimentos de imunosselecdo e 3. os tumores cultivados a partir
de células tumorigénicas isoladas contém populacbes mistas de células
malignas (tumorigénicas e nao tumorigénicas), recriando assim toda a
heterogeneidade fenotipica do tumor original (Dalerba et al., 2007). Por fim, o
modelo de interconverséo, que foi proposto para explicar as diferencas entre as
células no modelo CTC, supde que as células podem se interconverter entre
estados ativamente malignos e relativamente quiescentes, o que pode estar

associado a diferencas fenotipicas entre as células (Gupta et al., 2009).

2.2.1 Origem das CTC

Existem hoje algumas hipdteses que tentam explicar a possivel origem
das CTC. Elas podem surgir por mutacdes em células-tronco e/ou células
diferenciadas, por meio de fuséo entre células, por transferéncia horizontal de
genes ou ainda como consequéncia da reprogramacdo metabdlica
(Nimmakayala et al., 2018; Atashzar et al., 2019). Acredita-se que alteracdes
intrinsecas e extrinsecas ao microambiente tumoral das células-tronco,
juntamente com mutacfes e regulacdes epigenéticas, sdo 0s principais

responsaveis pelo desenvolvimento de CTC (Bao et al., 2013).

Além do conhecimento cientifico em processo de solidificacdo de que as
CTC sao importantes para a iniciagdo e manutencdo tumoral, ainda nao é
possivel dizer se as neoplasias malignas se originam a partir de células-tronco
que acumularam mutacfes genéticas que favorecem o feno6tipo maligno ou se
células ja com caracteristicas de malignidade frente a algum estimulo se
desdiferenciam e adquirem fenoétipos semelhantes aos das células-tronco
(Croker e Allan, 2008).
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2.2.2 CTC, Transicao Epitélio-Mesenquimal (TEM) e Metéstase

Um dos processos mais importantes associados com a heterogeneidade
e a origem das neoplasias malignas é a chamada transicao epitélio-mesenquimal
(TEM), que corresponde a um processo pelo qual uma célula de natureza
epitelial perde a adesdo com suas células vizinhas e adota uma morfologia
mesenquimal, o que permite que ela migre por longas distancias em meio ao

tecido conjuntivo que forma o estroma tumoral (Nassar e Blanpain, 2016).

A marca registrada da TEM é a regulacao positiva da proteina N-caderina,
seguida pela regulacéo negativa de E-caderina, sendo este processo controlado
por uma rede complexa de vias de sinalizacéo e fatores de transcricao (Loh et
al., 2015). Os fatores de transcricdo indutores de TEM podem ser classificados
com base em sua capacidade de inibir a expressdo de E-caderina, direta ou
indiretamente. Dentre os repressores diretos de E-caderina conhecidos até o
momento incluem-se proteinas da superfamilia SNAIL, como SNAI1 (SNAIL),
SNAI2 (SLUG) e SNAI3 (SMUC), proteinas da familia ZEB, como ZEB1 (TCF8)
e ZEB2 (SIP1) e os fatores de transcricdo bHLH E47 e KLF8 (Kruppel Like Factor
8). Fatores de transcri¢cdo da familia TWIST, como as proteinas TWIST (TWIST1
e TWIST2), as proteinas GSC e SIX1, o fator bHLH E2-2 e a proteina FOXC2
reprimem indiretamente a transcricdo da E-caderina (Puisieux et al., 2014). A
vimentina, que é expressa por células mesenquimais normais, também foi
reconhecida como um marcador para a TEM. A expressdo aumentada de
vimentina j& foi descrita em varios canceres de natureza epitelial e, embora a
TEM esteja associada a varios eventos tumorigénicos, o papel particular da
vimentina nos eventos subjacentes que regem estes processos permanecem
desconhecidos (Satelli e Li, 2011).

A superexpressao de fatores de transcricédo indutores de TEM né&o apenas
reforca o estabelecimento ou aquisicdo de um fenétipo mesenquimal de caréater
migratorio, como também parece exacerbar o potencial de iniciagdo tumoral das
linhagens celulares (Batlle e Clevers, 2017). Evidéncias experimentais sugerem
que a TEM, aléem de desempenhar um papel fundamental no processo de
metédstase de tumores humanos, esta intimamente relacionada a funcdo das
CTC (Mani etal., 2008; Thiery et al., 2009; Babaei et al., 2020).
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Entretanto comprovar a necessidade da TEM para metéstases in vivo tem
sido tecnicamente desafiador e esfor¢os recentes para evidenciar a contribuicéo
funcional da TEM para metastases produziram resultados inesperados (Mittal,
2018), como achados clinicos que mostram que metastases a distancia exibem
um fendtipo epitelial (Chaffer et al., 2005; Tarin et al., 2005; Thompson et al.,
2005; Chaffer et al., 2007; Prudkin et al., 2009; Yates, 2011). Tais observacdes
levantaram a possibilidade de que as células tumorais possam se disseminar
como células epiteliais e colonizar érgdos distantes sem sofrer TEM (Mittal,
2018). Para explicar essa incongruéncia, argumenta-se que as células tumorais
migratorias, apds passarem pela TEM, formam as metastases em 0Orgaos
distantes, e depois podem recuperar suas caracteristicas epiteliais pelo processo
inverso, denominado de transicdo mesenquimo-epitelial ou TME (Kusoglu e
Biray Avci, 2019).

A TEM pode ser ainda parte de um status celular de alta plasticidade que,
além das caracteristicas migratorias descritas, permite que as células escapem
da quimioterapia, se adaptem, pelo menos em parte, a hipdxia e outros desafios

inerentes ao microambiente tumoral (Chaffer et al., 2016).

2.2.3 Metabolismo das CTC

Em células sométicas, as mitocondrias representam a principal fonte de
producdo de energia por meio do ciclo do &cido tricarboxilico em associacéo a
fosforilacdo oxidativa (OXPHOS). Varias fontes de carbono, como piruvato,
glutamina e acidos graxos, podem alimentar o ciclo do acido tricarboxilico para
produzir equivalentes redutores (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato -
NADH; flavina adenina dinucleotideo - FADH2) que séo posteriormente usados
como doadores de elétrons para a cadeia transportadora de elétrons. O
transporte de elétrons pelos diferentes complexos desta cadeia gera uma forca
proton-motriz, a qual é utilizada pela enzima ATP sintase (complexo V) para
gerar energia na forma de ATP (Chandel, 2015).

As células malignas, no entanto, sdo caracterizadas por altas taxas de
proliferacéo e, portanto, precisam adaptar seu metabolismo celular para fornecer

suporte constante para a divisdo celular, gerando ATP de maneira rapida e
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sustentada para manter o estado energético, o aumento da biossintese de
macromoléculas e uma regulacéo rigida do estado redox celular (Vander Heiden
et al., 2009). Células com fendtipo maligno também evitam os controles de
checkpoint que, sob condic¢des fisioldgicas, inibem a proliferagdo em condi¢des
metabolicas desafiadoras comumente encontradas no microambiente tumoral.
Para atender a todas estas necessidades biolégicas, ocorre uma reprogramacao
da maquinaria metabdlica durante o crescimento do tumor e frente aos desafios
encontrados durante o processo metastatico (Sancho et al., 2016). As células
tumorais passam a producdo de ATP que era via OXPHOS para um processo
de glicolise, mesmo ainda possuindo concentracfes de oxigénio suficientes no
microambiente tumoral, o que recebe o nome de efeito Warburg (Warburg,
1956). Como resultado, grande parte das células transformadas obtém uma
quantidade substancial de sua energia por meio da glicélise aerébica, que é mais
rapida do que a OXPHOS, porém menos eficiente em termos de quantidade de
ATP gerado por unidade de glicose consumida, resultando em uma taxa
anormalmente alta de absorcdo de glicose. Nestas circunstancias, a glicose
também é metabolizada através da via das pentoses fosfato (PPP) e outras vias
alternativas (Vander Heiden et al, 2009), que produzem grandes quantidades de
NADPH reduzido e outras macromoléculas para gerar os blocos de construcéo
necessarios para sustentar as altas taxas de divisao celular (Sancho et al., 2016).
As caracteristicas metabdlicas das CTC sao heterogéneas. Ao contrario das
células tumorais ndo CTC (maior parte da massa celular que compdes 0s
tumores solidos, chamadas de bulk tumoral), que utilizam principalmente a
glicolise, as CTC podem exibir fenétipos metabdlicos glicoliticos ou fenétipos
predominantemente dependentes de OXPHOS (Hammoudi et al., 2011; Emmink
et al.,, 2013). Enquanto alguns estudos relatam que as CTC utilizam
preferencialmente a glicélise, outros trabalhos mostram que elas também podem
contar com a OXPHOS (Ciavardelli et al., 2014; Pasto et al., 2014). Estas células
conseguem reprogramar seu metabolismo, no sentido do favorecimento da
glicdlise ou do metabolismo oxidativo, para se adaptarem as mudancas
ambientais, o que é considerado crucial para aumentar a capacidade
compensatoria antioxidante e sustentar o processo de autorrenovacgéo (Al-Hajj
et al., 2003; Yasumoto et al., 2016). Os mecanismos biolégicos que modulam
esta plasticidade metabdlica ndo sdo conhecidos na atualidade e algumas
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evidéncias experimentais indicam que ela estad intimamente relacionada ao

microambiente tumoral (Sancho et al., 2016).

Além disto, um crescente nimero de dados da literatura apoia a visédo de
gue alteracdes no metabolismo lipidico, incluindo um aumento na captacdo de
acidos graxos, lipogénese de novo, formacao de goticulas lipidicas e oxidacéo
mitocondrial de acidos graxos estdo envolvidas na regulacdo das funcdes das
CTC (Liu et al., 2022). A &cido graxo sintase (FASN), proteina multienzimética
que funciona como um regulador central do metabolismo lipidico, est4 envolvida
na sintese de acidos graxos pela conversao de malonil-CoA e acetil-CoA em
palmitato e tem sua atividade frequentemente aumentada nas CTC (Wakil, 1989;
Menendez e Lupu, 2007; Yadav et al., 2020). Tais cadeias de &cidos graxos
alongadas sao componentes estruturais das membranas e sua sintese de novo
€ altamente ativada em células tumorais em comparacao com tecidos normais
(Kuhajda, 2000; Mashima et al., 2009; Yadav et al., 2020). Ha relatos que apoiam
0 aumento da atividade e expressdo da FASN em varios canceres humanos,
como de mama (Jensen et al., 1995; Alo et al., 1996), ovario (Gansler et al.,
1997), cancer de prostata (Epstein et al., 1995; Shurbaji et al., 1996), oral
(Krontiras et al., 1999; Agostini et al., 2004), colorretal (Rashid et al., 1997),
endometrial (Pizer et al., 1998), renal (Horiguchi et al., 2008) e retinoblastoma
(Camassei et al., 2003; Vandhana et al., 2011). Um estudo ainda demonstrou
gue uma dieta rica em lipideos aumenta especificamente o potencial metastatico
de células que expressam altos niveis do receptor de acidos graxos CD36, e o
blogueio deste receptor inibe as metastases, quase completamente, em modelo
ortotépico de CCE oral. Estes resultados indicam que as CTC dependem
particularmente dos lipideos da dieta para promover a metastase. (Pascual et
al., 2017).

2.2.4 Isolamento, identificacdo e caracterizacao das CTC

Considerando o envolvimento das CTC na recidiva tumoral e na
resisténcia aos tratamentos radioterapicos e quimioterapicos hoje disponiveis, a
identificacdo destas subpopulacdes celulares em neoplasias malignas se torna

imperativa para o desenvolvimento de terapias que, de maneira eficaz, eliminem



33

o tumor e previna suas recidivas locais e metastases regionais ou para 0rgaos
distantes (Moghbeli et al., 2014). No entanto, obter uma precisa definicdo dos
perfis moleculares completos e especificos das CTC existentes nos mais
variados tipos de céancer tem sido uma grande barreira, decorrente
principalmente das dificuldades inerentes ao isolamento de populac¢des puras de
CTC e indisponibilidade de métodos totalmente confidveis para a caracterizacao
destas (Jariyal et al., 2019).

O primeiro estudo experimental que realizou o isolamento de CTC foi o de
Bonnet e Dick (1997), no qual os autores isolaram uma subpopulacéo
CD34*CD38 a partir de células de leucemia mieloide aguda, a qual tinha
habilidade de iniciar e reproduzir a doenga camundongos imunodeficientes,
diferentemente das células CD34*CD38* e CD34. Alguns anos depois deste
trabalho pioneiro, Al-Hajj e colaboradores identificaram e isolaram CTC a partir
de amostras de céancer de mama, utilizando como marcadores as moléculas
CD44 e CD24 (Al-Hajj et al., 2003).

A separacdo das CTC das outras populacbes de células malignas é
geralmente realizada por citometria de fluxo, por meio de ensaios conhecidos
como de “side population”, pela avaliacdo da atividade da enzima aldeido
desidrogenase (ALDH) e pela capacidade de crescimento como esferas
flutuantes em meio de cultura sem a adicdo de componentes do soro. A
caracterizacao fenotipica tem sido feita por meio da avaliacdo da expressao de
marcadores especificos para células-tronco, para fatores de transcricdo e outros
marcadores de superficie supostamente especificos, além da verificacdo da
guimiorresisténcia, da multipoténcia e da tumorigenicidade (Tirino et al., 2013;
Moghbeli et al., 2014; Jariyal et al., 2019; Abbaszadegan et al., 2017). Como
pode ser observado pelo descrito acima, marcadores moleculares de superficie
celular sédo importantes para identificar, caracterizar e isolar as CTC. Entretanto,
a literatura tem mostrado que marcadores universais parecem nao existir para
esta finalidade, sendo diversas moléculas utilizadas, de forma individual ou em
combinacdo. A presenca de marcadores de CTC esta na dependéncia do tipo de
tumor de origem, das linhagens celulares analisadas e também do tempo de

cultivo em laboratério (Tirino et al., 2013). Os biomarcadores de CTC mais
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utilizados, até o presente momento, parecem ser CD44, CD133 e CD326 (Han
et al., 2020).

2.25 CTC no CCE oral

Varios tecidos compartilham com o sangue a necessidade de renovacao
continua ou ciclica. Dentre eles estdo a pele e todos os principais epitélios do
trato gastrointestinal (boca, faringe, esdfago, estdbmago e intestino), os epitélios
respiratérios (laringe, traqueia, brénquios e pulmdes) e os epitélios dos sistemas
reprodutor e geniturinario (mama, ovario, vagina, Utero, bexiga e préstata)
(Dalerba et al., 2007). Pesquisas realizadas com diversos tipos de cancer,
incluindo os CCE orais, conseguiram identificar CTC usando marcadores
moleculares. Como até o momento parece nao existir um marcador especifico
ou Unico para identificar de maneira definitiva populagces de CTC, aliado ao fato
de que existem varios subtipos fenotipicamente distintos de CTC dentro dos CCE
orais e de outras neoplasias malignas, a procura por estas células depende da

aplicacdo combinada de véarios marcadores (Baillie et al., 2017).

NANOG, OCT4 e SOX2 parecem ser 0s principais marcadores de células-
tronco embrionéarias e tém sido relacionados com o processo de iniciagdo do
CCE oral, por terem sua expressdo aumentada em distdrbios orais
potencialmente malignos e também CCE da cavidade oral (Swain et al., 2020).
Além disto, poucos estudos observacionais com tecidos de origem humana
relatam a expressdo destas trés moléculas nas células da mucosa oral
morfologicamente normal (Fu et al., 2016; Baillie et al., 2017; Swain et al., 2020).
Outro marcador de células-tronco embrionarias, o STAT3, desempenha um
papel critico em células pluripotentes por promover a proliferacdo celular e a
resisténcia a morte por apoptose, induzir a angiogénese, a invasao e a migracao
celular. Em CCE orais, a expressdo de STAT3 parece ocorrer dentro de uma
subpopulacdo de células arranjada em ninhos que também produzem CD44,
NANOG e SOX2 (Balillie et al., 2016; Balllie et al., 2017; Timofeeva et al., 2020).
Dentre os marcadores de superficie para CTC, c-MET, Musashi-1, ALDH1 e os
clusters de diferenciacdo (CD) CD44, CD326 (ou EpCAM), CD24, CD133,
CD117, CD24 e CD147 sédo os principais estudados no CCE oral. Outros
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marcadores de células-tronco, como Bmil, Klf4, LGR5, RAS (do sistema renina-
angiotensina) também estéo sendo estudados neste tipo de carcinoma (Patel et
al., 2014; Balllie et al., 2017; Varun et al., 2019; Tahmasebi et al., 2020).

2.2.6 CD44

O CD44 é uma proteina expressa tanto em neoplasias malignas soélidas
quanto nas de origem hematoldgica (Walcher et al., 2020). Foi descrito pela
primeira vez como um marcador de CTC no cancer de mama (Al-Hajj et al., 2003)
e foi também o primeiro marcador para CTC identificado em CCE orais e de
cabeca e pescoco (Prince et al., 2007). Consiste numa glicoproteina
transmembréanica multiestrutural e multifuncional, que interage com proteinas da
matriz extracelular e tem como principal ligante o acido hialurénico (Baillie et al.,
2017; Senbanjo e Chellaiah, 2017; Hassn Mesrati et al., 2021).

O gene que codifica CD44 estd mapeado no locus cromossdémico 11p13
(Goodfellow et al., 1982) e é formado por 20 éxons divididos em dois grupos:
éxons constantes, de 1 a 5 e de 16 a 20 e éxons variaveis, de 6 a 15. A
combinacéo destes éxons por splicing alternativo gera isoformas distintas em
funcéo e estrutura, sendo a menor e a0 mesmo tempo mais expressa a chamada
isoforma padrdo CD44 (CD44s — “standard”), que contém os dez éxons
constantes e ndo possui nenhum dos éxons variaveis. As isoformas variaveis de
CD44 (CD44v) diferem de CD44s pela insercao ou remocao de éxons entre 0s
éxons 5 e 16 (Loh et al., 2015; Senbanjo e Chellaiah, 2017; Hassn Mesrati et al.,
2021). CD44s é expressa pela maioria das células dos vertebrados, enquanto as
isoformas CD44v sao produzidas apenas em condi¢ces especificas (Yan et al.,
2015). As células dos CCE frequentemente expressam diversas isoformas
variantes de CD44, particularmente quando em estagio avancado (Yan et al.,
2015). As ceélulas tumorais que expressam CD44 podem aderir a matriz
extracelular por meio de seus ligantes, como acido hialurdnico, sulfato de
condroitina, fibronectina, laminina, como as lamininas 10 e 11, e colageno,
incluindo o colageno IV e o colageno XIV (Sneath e Mangham, 1998; Turley e
Naor, 2012; Petreaca e Martins-Green, 2013), desempenhando um papel

fundamental na comunicacdo com o microambiente (Yan et al., 2015). Por ser
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uma proteina envolvida no processo de adesao celular, CD44 pode atuar nas
interacbes célula-célula e célula-matriz extracelular, motilidade, migracao,
diferenciacéo, sinalizacdo celular e também regulacdo da transcricdo génica
(Mishra et al., 2019ca). As células que superexpressam CD44 possuem
caracteristicas de CTC, como autorrenovagdo e TEM, bem como resisténcia a

guimioterapia e radioterapia (Senbanjo e Chellaiah, 2017; Mishra et al., 2019).

2.2.7 CD326 (EpCAM ou ESA)

A molécula de adeséo celular epitelial (EpCAM), CD326 ou ainda antigeno
de superficie epitelial (ESA) € uma glicoproteina transmembranica expressa pela
maioria dos carcinomas humanos (Went et al., 2003; Barbato et al., 2019), mas
também pelas células epiteliais morfologicamente normais, com exceg¢édo do
epitélio escamoso, dos hepatdécitos e dos queratindcitos (Patel et al., 2014). Este
foi o primeiro antigeno associado a uma neoplasia maligana humana, quando
detectado em células de carcinoma colorretal por meio de anticorpos
monoclonais, entdo chamado de antigeno 17-1A (Herlyn et al., 1979). O gene
que codifica o0 CD326 humano esté localizado no brago curto do cromossomo 2,

na regido 2, na banda 1 (2p21) e é composto por 9 éxons (Gires et al., 2020).

Em células normais, CD326 esta presente nos espacos intercelulares e,
portanto, menos acessivel aos anticorpos do que o CD326 produzido pelos
tecidos tumorais, homogeneamente distribuido nas superficies celulares (Munz
et al., 2009). Este biomarcador tem sido usado para o isolamento de CTC em
amostras de pacientes com carcinomas colorretal, de pulmao, de préstata, de
mama e de colo do utero (Jariyal et al., 2019). Com relacdo ao CCE de cabeca
e pescoco, 0 aumento da expressdo de CD326 ja foi observado tanto em
hiperplasias epiteliais sem displasia quanto em tumores propriamente ditos,
sugerindo sua possivel participacao no processo de carcinogénese (van der Gun
et al., 2010). A associacdo entre este marcador e caracteristicas clinico-
patolégicas dos CCE orais é ainda nebulosa. Um estudo especifico sobre CCE
de lingua sugeriu uma relacéo direta entre a expressao de CD326 e a presenga
de tumores de maior tamanho e pouco diferenciados, além de presenca de

metastases linfonodais, entretanto, trabalhos mais recentes com CCE orais
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indicaram uma associagéo entre diminuigdo da sua expressdo com tumores de
maior tamanho e presenca de metastases linfonodais (Patel et al., 2014). O
CD326, portanto, podera ser considerado, apés estudos mais abrangentes e
detalhados, como um potencial indicador prognéstico e candidato para
abordagens de imunoterapia em pacientes portadores de CCE orais (Tahmasebi
et al., 2020).

2.2.8 CTC e suarelacdo com o tratamento para o CCE oral

As recidivas dos tumores primarios e as metastases regionais ou a
distancia apds o tratamento hoje realizado continuam sendo os principais
problemas clinicos no manejo e controle do CCE oral. Evidéncias experimentais
bastante recentes tém sugerido que os fen6menos de resisténcia terapéutica e
de disseminacdo metastitica sdo dependentes da presenca das CTC
(Shahoumi, 2021). Por esta razdo, novas estratégias terapéuticas direcionadas
para a eliminacao destas células estdo sendo estudadas em laboratorios de todo
o mundo para, no futuro, serem utilizadas, em combinacdo com as terapias
convencionais, para prevenir a recidiva, evitar a formacdo de metastases e
combater a quimio e radiorresisténcia (Shahoumi, 2021). A cirurgia associada a
radioterapia e a quimioterapia € o principal tratamento para os CCE orais e capaz
de reduzir significativamente o tamanho total do tumor (Baillie et al., 2017).
Entretanto, as CTC, em tese resistentes a radioterapia e aos agentes
guimioterapicos como cisplatina, carboplatina, doxetaxel, paclitaxel, etoposideo,
gencitabina e 5-fluorouracil (Okamoto et al., 2008; Zhang et al., 2009; Song et
al., 2010; Yanamoto et al., 2011; Noto et al., 2013; Nor et al., 2014; Han et al.,
2014), sao enriquecidas numericamente dentro da populacdo total de células
malignas durante e apds o tratamento, o que pode explicar, pelo menos em
parte, as frequentes recorréncias loco-regionais e metastases na presenca de
tratamentos tdo agressivos (Baillie et al., 2017). Assim, o conhecimento
detalhado do conceito das CTC inspira o desenvolvimento de estratégias de
tratamento inovadoras para tumores recidivantes ou nédo, visando diminuir o
volume da massa tumoral e ao mesmo tempo exterminar as CTC (Batlle e
Clevers, 2017).
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Algumas caracteristicas bioldgicas peculiares das CTC, apesar de
complexas e ndo completamente conhecidas até o presente momento, podem
ser futuros alvos para terapias especificas contra o céancer. Para isto, €
necessario um profundo conhecimento sobre a heterogeneidade metabdlica que
ocorre dentro dos tumores, dos diversos microambientes tumorais e dos nichos
das CTC (Huang et al.,, 2021). O aparente aumento da dependéncia do
metabolismo lipidico em CTC derivadas de alguns tipos de neoplasias malignas,
como gliomas, carcinoma hepatocelular e cancer de mama (Vlashi et al., 2011,
Bartesaghi et al., 2015; Chen et al., 2016; Wang et al., 2018), torna este ultimo
um alvo promissor na tentativa de elimina-las (Yi et al., 2018). O aumento da
sintese endogena de lipideos tem sido bem descrito nas células que compde a
massa tumoral (bulk) em diversas neoplasias malignas humanas, inclusive o
CCE oral. A enzima anabdlica acido graxo sintase (FASN) é superexpressa em
varios canceres humanos e sua inibicdo farmacolégica ou knockdown reduz a
proliferacdo das células malignas, induz a morte por apoptose e € capaz de
diminuir o tamanho de xenoenxertos de CCE orais (Agostini et al., 2014). A
inibicdo da FASN com orlistat diminui o numero de linfonodos cervicais
metastaticos em modelo ortotépico de CCE de lingua oral (Agostini et al., 2014).
Nosso grupo de pesquisa demonstrou recentemente também que TVB-3166, um
inibidor reversivel da atividade de FASN, tem propriedades antineoplasicas em
células de CCE oral inibindo a viabilidade e reduzindo as taxas de proliferacéo,
promovendo a parada do ciclo e morte celular, além de modular os fenbmenos

de migracao e adesao (Aquino et al., 2020).

As causas da resisténcia terapéutica observadas nas CTC podem ser
explicadas, pelo menos em parte, pelos dados publicados por alguns grupos de
pesquisa. Por exemplo, as CTC parecem ndo serem sensiveis aos
guimioterapicos comuns, pois estas células permanecem no estagio GO do ciclo
celular (Yang et al., 2020). As CTC resistem a radioterapia por conterem baixas
guantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS), devido a eficiente
eliminacdo destes ultimos, o que promove a proliferacdo celular e as protege de
danos permanentes ao DNA, RNA e outras macromoléculas essenciais (Wang
et al.,, 2013). Além disto, a expressdao aumentada dos transportadores ABC
(ABCB1, ABCC2 e ABCG2) em CTC contribui para a resisténcia a diversas
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drogas, pois estas moléculas bombeiam o0s quimioterapicos para 0 meio
extracelular (Cho e Kim, 2020).

O objetivo central da terapia molecular € encontrar um alvo terapéutico,
gue pode ser DNA, RNA, proteina ou outras moléculas, cuja atividade possa ser
modulada pelo tratamento e isto inviabilize a célula maligna (Huang et al., 2021).
Potenciais alvos terapéuticos em CTC do CCE oral parecem residir nas
caracteristicas de autorrenovagdo, no “nicho” onde elas se encontram, no
fendmeno da TEM e nos diversos marcadores em estudo atualmente (Liu et al,
2020). O regulador de autorrenovacdo BMI1, altamente expresso em CTC de
CCE oral, quando blogueado em xenoenxertos, resulta na interrupcdo da
progressao tumoral. Além disto, 0 mesmo trabalho mostrou que o inibidor de
BMI1 tem efeitos terapéuticos em tumores resistentes a cisplatina e parece
reduzir metastases iniciadas por CTC circulantes (Hu et al., 2019). As CTC
residem em nichos, que sdo regides anatomicamente distintas dentro do
microambiente tumoral; nas quais elas conseguem manter suas principais
propriedades, como a plasticidade metabdlica e ao mesmo tempo se proteger do
sistema imunoldgico, o que facilita seu potencial metastéatico (Plaks et al., 2015).
A aplicacdo de drogas antiangiogénicas, visando atacar os nichos das CTC, em
combinacdo com drogas convencionais, pode ser uma estratégia terapéutica
promissora, porém, varios estudos ainda sdo necessarios neste campo (Liu et
al, 2020). Estratégias de ataque relacionadas a TEM nas CTC séao alternativas
que podem melhorar o prognéstico dos CCE, um estudo, por exemplo ja
demonstrou que a metformina inibe as CTC, embora seu alvo molecular no

processo de TEM néo seja claro (Vazquez-Martin et al., 2010; Du e Shim, 2016).

Por fim, os marcadores de CTC podem ser alvos em potencial para
terapias direcionadas. Anticorpos monoclonais constituem a melhor estratégia
devido a sua especificidade e baixa toxicidade para o paciente (Huang et al.,
2021). Exemplos classicos deste tipo de abordagem sdo o uso de trastuzumab
para canceres de mama HER2* (Derakhshani et al., 2019) e de cetuximab para
carcinomas colorretais que expressam EGFR, os quais sdo bem descritos na
literatura (Fornasier et al., 2018;). Anticorpos monoclonais anti-CD44 inibem o
crescimento e a disseminacdo metastatica de tumores pancreaticos

transplantados em camundongos e sua combinag&o com a radioterapia poderia
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reduzir a recidiva tumoral (Li et al., 2014). Em ensaios pré-clinicos com grupos
de pacientes portadores CCE de cabeca e pescoco, foi demonstrado que a
aplicacdo combinada de anticorpos monoclonais anti-CD44v6 e DM1, que € um
farmaco sintético derivado de maitansina e atua nos microtubulos de células
tumorais, em conjunto com a radiagdo, pode melhorar significativamente o

controle da progresséao tumoral (Lopus, 2011; Gurtner et al, 2012).

Um problema enfrentado para este tipo de terapia é que os marcadores
de superficie expressos por CTC também podem ser encontrados em células
normais, o que impede, em grande parte, a realizagdo de um tratamento

realmente especifico (Huang et al., 2021).
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3 PROPOSICAO

3.1. Proposicgéo geral

Caracterizar a linhagem celular de CCE de lingua SCC-9 ZsGreen e duas
de suas subpopulacdes de CTC com diferentes padrbes de expressdo de CD44
e de CD326.

3.2. Proposicdes especificas

Investigar as propriedades proliferativas, o potencial clonogénico, a
adesdao, a migracao celular e a producdo de FASN e de proteinas associadas a
TEM e, além da sensibilidade a cisplatina e ao TVB-3166, na linhagem parental
SCC-9 ZsG e em duas subpopula¢bes dela derivadas, os fenoétipos SCC-9 ZsG
B1 (CD44* /CD326%) e SCC-9 ZsG E1 (CD44"°"/CD326Md"),
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células

Foram utilizadas no presente estudo células da linhagem SCC-9 ZsGreen
(SCC-9 ZsG), além de duas subpopulacdes dela derivadas, denominadas SCC-
9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1.

Para obtencdo da linhagem SCC-9 ZsG (Agostini et al., 2014), foi
realizada a transducdo com o vetor retroviral pLNCX2 (Clontech), que contém a
sequéncia que codifica a proteina verde fluorescente ZsGreen, em células SCC-
9. As células SCC-9 (numero de catalogo CRL-1629) foram adquiridas da
American Type Culture Collection (ATCC) e séo provenientes de um CCE
primario de lingua, de um paciente do sexo masculino com 25 anos de idade. As
subpopulacdes SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1 (Cuadra Zelaya, 2019) foram
isoladas por meio de ensaios de imunofenotipagem pela técnica de
imunofluorescéncia direta em citdmetro de fluxo. A imunomarcacéo foi realizada
com anticorpos dirigidos contra CD44 e CD326 e a selegao feita a partir de 6
gates realizados para o isolamento de diferentes fenétipos, dentre os quais 0s
fendtipos B (CD44'/CD326°) e E (CD44"°%/CD326"9"), aqui chamados de SCC-9
ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1, respectivamente.

Todas as linhagens foram cultivadas em frascos plasticos (Corning) de 25
cm? ou 75 cm?, em meio de cultura DMEM/F-12 (Invitrogen) com suplementacéo
de 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab), 400ng/mL de hidrocortisona
(succinato soédico de hidrocortisona, Eurofarma) e solucdo antibidtica e
antimicética (Gibco, Life Technologies TM) em uma diluicdo de 1:100, mantidos
a 37°C em atmosfera contendo 95% de umidade e 5% de CO: e substituido por
meio novo a cada intervalo de 48 horas. As células foram cultivadas até em torno
de 70% da capacidade da superficie dos frascos, momento em que 0 meio era
retirado do frasco e as células lavadas com solugédo salina tamponada com
fosfato autoclavada (PBS, pH 7,4). Depois disto, as células eram tratadas com
27 pL/cm? de tripsina a 2% (0,25% Trypsin-EDTA, Gibco, Life ThecnologiesTM)

por aproximadamente 5 minutos, até o desprendimento de todas da superficie



43

de cultura, o que foi acompanhado em microscépio de contraste de fase invertido
(Nikon Eclipse TI). Entdo, a acdo da tripsina foi interrompida pela adicdo de meio
com 10% de SFB em um volume pelo menos trés vezes maior do que o volume
de tripsina utilizado. A suspensdo de células em tripsina e meio era a seguir
transferida para tubos conicos de plastico estéreis de 15 mL (Corning) e
centrifugada (centrifuga Excelsa Modelo 206 BL, FANEM) a 900 xg por 3
minutos. Logo apds, o sobrenadante era descartado e o pellet ressuspendido em
meio de cultura suplementado com 10% de SFB, a partir da qual era realizada a
contagem de células em camara de Neubauer, para entdo semea-las para 0s
experimentos desta dissertacdo, manté-las em cultura ou congela-las, visando
sempre manter um estoque no menor numero de passagens possivel. Para o
congelamento, as células eram suspendias em solucdo de 10% de di-metil
sulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) e 90% de SFB e 1 mL desta suspenséo
acondicionado em tubos criogénicos (Nunc'™) e estocados em freezer a -80 °C
ou em tambores contendo nitrogénio liquido. Para o descongelamento, os tubos
criogénicos eram incubados em banho de agua a 37 'C, as células rapidamente
transferidas para tubos plasticos estéreis de 15 mL contendo 9 mL de meio com
10% de SFB e entdo centrifugados a 900 xg, por 3 minutos, quando os pellets
eram ressuspendidos em meio contendo 10% FBS e as células cultivadas em
novos frascos de cultura. As linhagens celulares estudadas foram subcultivadas
por até no maximo dez passagens apOs o descongelamento e entdo
descartadas, para evitar quaisquer alteraces fenotipicas decorrentes da longa

permanéncia em cultivo.

Durante todos os procedimentos descritos acima, foram tomados todos 0s
cuidados para a manutencdo da esterilidade. Além disso, as células eram
testadas periodicamente para a presenca de Mycoplasma spp. por meio de

reacoes em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR).

4.2 Analise da proliferacéo celular

Para avaliar a proliferacdo celular nas diferentes linhagens aqui
estudadas, 5 x 102 células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 ou SCC-9 ZsG E1 foram
ressuspendidas em 250uL de meio DMEM/F-12 contendo 10% de SFB e
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semeadas em cada poco de placas de 96 poc¢os. Apos 24 horas de incubacéo,
0s pocos foram lavados com PBS e 0 meio substituido por DMEM/F-12 livre de
SFB e as células entdo incubadas por mais 24 horas, para a sincronizacao dos
ciclos celulares. Nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas, as células foram lavadas
com 250uL de PBS e incubadas com 80uL de tripsina a 2% a 37 °C, por até 5
minutos e/ou até que todas as células estivessem desprendidas do fundo das
placas de cultura. A tripsina foi inativada com 250uL de meio DMEM/F-12
suplementado com 10% de SFB, a suspensdao transferida para tubos plasticos
de 1,5 mL (Kasvi), os quais foram centrifugados a 900 xg por 3 minutos
(centrifuga modelo 5430 R, Eppendorf), os pellets ressuspendidos em 120uL ou
220uL de meio, dependendo da quantidade de células obtida, e 10uL desta
suspensao utilizados para contagem em camara de Neubauer. Todas as
contagens foram feitas em duplicatas e os experimentos repetidos trés vezes de

maneira independente.

4.3 Ensaio clonogénico

Para avaliar a formacdo de colbnias nas linhagens estudadas neste
trabalho de dissertacdo de mestrado, 500 células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG Bl e
SCC-9 ZsG E1 foram ressuspendidas em 2 mL de meio DMEM/F-12 com 10%
SFB e semeadas em placas de cultura de 6 poc¢os. As células foram mantidas
por 10 e 14 dias e o meio foi trocado a cada 48 horas. ApoOs este periodo, as
colénias formadas por cada linhagem celular foram fotografadas, o meio
removido e cada poco lavado com 2 mL de PBS. Em seguida, 1 mL de
paraformaldeido a 4% (Exodo Cientifica) foi colocado em cada poco, onde
permaneceu por 1 hora, quando foi removido e 0s poc¢os entdo lavados mais
uma vez com 2 mL de PBS. Na sequéncia, cada poco recebeu 500 uL de solugao
de cristal violeta a 0,1% (Merck) por 15 minutos, periodo apés o qual foi
removido, os pocos lavados abundantemente com agua destilada e deixados
para secar por cerca de 12 horas. Depois disto, as placas foram scaneadas por
meio de aparelho transiluminador (UVITEC,Cambrigde) e as colbnias contadas
com o auxilio do software Image J. Segundo Franken et al. (2006), para ser

considerada uma colbnia, esta dever ter pelo menos 50 células e, por esse
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motivo, as placas também foram observadas em microscopio invertido de
contraste de fase e as colonias com aproximadamente este niumero de células
foram identificadas e a média de suas areas utilizada como o valor minimo a ser
considerado nas andlises comparativas. Os experimentos aqui descritos foram
repetidos trés vezes de maneira independente e cada experimento foi realizado

em duplicatas para cada linhagem estudada.

4.4 Analise da adesao celular

Para avaliar a adesdo das linhagens estudadas no presente trabalho
utilizamos uma matriz extracelular preparada a partir de leiomiomas humanos,
denominada de miogel e desenvolvida por Salo e colaboradores (2015) e
gentilmente cedida ao Prof. Dr. Ricardo Della Coletta para utilizacdo em nosso
trabalho. Para estes experimentos, placas de cultura de 96 pocos foram
sensibilizadas com 10 pg/uL de miogel diluido em PBS enquanto pogos controle,
utilizados para testar especificidade da adesdo ao miogel, foram mantidos
apenas com PBS. As placas foram entdo embaladas com papel aluminio e
guardadas na geladeira a 4°C. Ap6s 24 horas, os pocos foram lavados duas
vezes com PBS e receberam solucdo de albumina sérica bovina (BSA, Pentex
Miles) diluida a 3% em PBS e incubadas durante 2 horas a 37 °C. Paralelamente,
6 x 10% células de cada linhagem celular foram cultivadas em 2 mL meio
DMEM/F-12 com 10% de SFB em placas de 6 pocos e, apés 24 horas do
plagueamento, os meios foram substituidos por DMEM/F-12 livre de SFB, o que
foi seguido de incubacao por mais 24 horas para sincronizar os ciclos celulares.
Em seguida, as células foram incubadas com DMEM/F-12 suplementado com
10% de SFB durante mais 48 horas, tripsinizadas, e 3 x 10 células SCC-9 ZsG,
SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1 ressuspendidas em 200 yL de meio DMEM/F-
12 com 3% de BSA, semeadas em cada poc¢o das placas de 96 pocos
previamente sensibilizadas como descrito acima e mantidas a 37 °C por 1 hora.
ApoOs a adesao celular, os pocos foram lavados duas vezes com PBS, para
remocdo das células ndo aderentes, e as células que permaneceram aderidas
fixadas com 200 uL de paraformaldeido a 4% durante 15 minutos e coradas com

70 L de cristal violeta a 0,1% por 10 minutos. Depois disto, as células foram
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abundantemente lavadas com &gua destilada para remocdo do excesso de
corante e os pocos fotografados. A seguir, o corante contido nas células aderidas
de cada poco foi solubilizado e homogeneizado com 100 yL etanol absoluto e as
respectivas absorbancias mensuradas em espectrofotdmetro calibrado para o
comprimento de onda 655 nm (iMarkTM Microplate Absorbance Reader,
BioRad). Os experimentos foram realizados em triplicatas e repetidos duas vezes

de maneira independente.

4.5 Migracao celular

A capacidade de migracéo das células SCC-9 ZsG e suas subpopulacbes
foi avaliada por meio do ensaio de migracdo em monocamada (Liang et al.,
2007), utilizando o método de “scratch”. Com este protocolo, as taxas de
migracao celular podem ser estimadas a partir da criacdo de uma area livre de
células na monocamada confluente (“ferida”), seguida da captura de imagens em
intervalos de tempo curtos e regulares, o que permite quantificar o potencial
migratério (Yarrow et al., 2004). Para isto, cerca de 2,4 x 10° células foram
cultivadas em meio DMEM/F-12 contendo 10% SFB em cada poco de uma placa
de 24 pocos e incubadas a 37 °C por 16 horas para formacdo de uma
monocamada confluente. Uma “ferida” foi criada em cada pog¢o raspando-se uma
ponteira estéril de 200uL e os pogos lavados por trés vezes com PBS, sendo
depois disto adicionado meio DMEM/F-12 suplementado com 2% de SFB. As
células foram incubadas por mais 24 horas e fotomicrografias em microscépio
de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti-S) realizadas nos tempos 0 e 16 horas. A
migragdo celular foi analisada com auxilio do software Image J (National
Institutes of Health), a partir da medida da &rea livre de células entre as bordas
da “ferida”, e os valores obtidos normalizados em relacdo ao tempo 0 de cada
linhagem. Foram realizadas duplicatas amostrais e 0s experimentos repetidos

quatro vezes de maneira independente.
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4.6 Experimentos de western blotting

As quantidades da proteina FASN e de proteinas associadas ao processo
de TEM (transicdo epitélio-mesenquimal), como E-caderina, vimentina, N-
caderina e slug, foram avaliadas nas células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-
9 ZsG E1. Para obtencdo dos extratos proteicos, 9 x 10° foram semeadas em
frascos de 75 cm? em DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB e, ap6s 24
horas do plagueamento, os meios de cultura foram substituidos por DMEM/F12
livre de SFB, para a sincronizacao dos ciclos celulares. Entdo, os meios foram
novamente trocados por DMEM/F12 com 10% de SFB e, 48 horas depois, as
células foram tripsinizadas e os pellets ressuspendidos e coletados em PBS. As
proteinas foram extraidas por meio de dissociacdo e homogeneizagdo por
pipetagem em 70 pL de tampéo de lise contendo Anita buffer (59 de sacarose,
500 pL de NP40, 1 mL de Tris\HCI 1M, 6,85 mL de NaCl 1M, 5 mL de glicerol e
200 pL de EDTA (5 Mm)) mais inibidores de protease 7x concentrados (Complete
Mini Cocktail, Roche Diagnostics) numa proporcéo de 8,5:1,5. As amostras foram
mantidas em gelo por 30 minutos e vortexadas a cada 10 minutos, sendo a seguir
centrifugadas a 12.000 xg por 15 minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados e
armazenados em freezer a -80°C, onde foram mantidos até o momento do uso.
A concentracao de proteinas totais de cada extrato foi determinada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se o reagente de Bradford (Bio-Rad), e
as absorbancias mensuradas em espectrofotdbmetro ajustado para o
comprimento de onda de 595 nm (iMarkTM Microplate Absorbance Reader,
BioRad). Trinta microgramas de cada um dos extratos proteicos estudados
(SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1) foram misturados com tampao
de amostra redutor com ditiotreitol (DTT, Sigma) numa proporcdo de 1:4, as
amostras fervidas por 5 minutos e separadas por eletroforese em géis de
poliacrilamida-SDS a 8% ou 10%. Em seguida, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose (Hybond, GE Healthcare) e coradas com
Ponceau S (Sigma) para verificar a eficacia do procedimento. Depois disto, as
membranas de nitrocelulose de cada uma das linhagens foram cortadas de
acordo com o peso molecular das proteinas de interesse. Cada uma das
membranas foi incubada em solugéo contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 7,6), 150
mM de NaCl e 1% de Tween 20 (TBST) durante 15 minutos e blogueadas no
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mesmo tampao contendo 5% de leite em pd desnatado (Nestlé) por 2 horas a
temperatura ambiente. As membranas foram a seguir incubadas durante a noite,
sob agitacdo constante e a temperatura de 4°C, com 0S seus respectivos
anticorpos primérios (tabela 4.1), diluidos em TBST com 5% de leite em po6
desnatado ou 5% de BSA. Depois deste periodo, as membranas foram lavadas
4 vezes com TBST por 15 minutos e posteriormente incubadas por uma hora
com o0s anticorpos secundarios conjugados com peroxidase ou com
fluorocromos. As membranas passaram por mais uma sequéncia de 4 lavagens
com TBST e, por fim, as reac¢fes feitas com anticorpos secundérios conjugados
com peroxidase foram reveladas por meio de quimioluminescéncia (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). Por fim, as imagens
foram obtidas no equipamento Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge), as bandas das
proteinas avaliadas submetidas a analises de densitometria e seus valores
normalizados pelo valor da leitura das bandas de [(-Actina, com auxilio do

programa ImageJ.

Tabela 4.1 — Anticorpos utilizados nas reagcdes de western blotting com extratos
proteicos obtidos das células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG CTC B1 e SCC-9 ZsG.

Anticorpo Peso Diluicdo  Anticorpo Marca Catéalogo
molecular secundario

FASN 265 kDa 1:3000 Mouse BD Biosciences 610963

N-caderina 140 kDa 1:1000 Rabbit Cell Signaling D4R1H

E-caderina 137 kDa 1:1000 Rabbit Cell Signaling 24E10

Vimentina 57 kDa 1:1000 Rabbit Cell Signaling D21H3

B-actina 42 kDa 1:10000 Mouse Sigma A1978

Slug 30 kDa 1:1000 Rabbit Cell Signaling C19G7
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4.7 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular apés o tratamento com cisplatina e TVB 3166 foi
determinada pelo método colorimétrico com MTT (3-(4,5- dimethylthiazol-2-yI)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich), que evidencia a atividade
mitocondrial em células metabolicamente viaveis pela estimativa da formacéo de
cristais de formazan a partir da reducéo do sal tetrazolio (Mosmann, 1983). Para
o tratamento com cisplatina, células da linhagem SCC-9 ZsG e suas
subpopulacdes SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1 foram semeadas em placas de
24 pocos (3,5 x 10 células em 500 pL de meio DMEM/F-12 suplementado com
10% de SFB), enquanto que para o tratamento com TVB 3166, as células foram
semeadas em placas de 48 pocos (6 x 10° células em 300 yL de meio DMEM/F-
12 com 10% de SFB). Apos 24 horas dos respectivos plaqueamentos, 0s meios
de cultura foram substituidos por DMEM/F-12 livre de SFB e as células
incubadas por mais 24 horas para que ocorresse a sincronizagao dos seus ciclos
celulares. Entdo, os meios foram removidos e substituidos por meios novos
contendo concentracdes crescentes de cisplatina (0, 1, 5, 10, 15, 25, 50, 75 e
100 uM) ou de TVB 3166 (0, 10, 25, 50, 75 e 100 uM) na presenca de 10% ou
2% de SFB, respectivamente. Apds 48 horas de tratamento, as células foram
incubadas a 37 °C na presenca de 0,3 mg/mL. de MTT por 4 horas adicionais,
0S meios removidos e os cristais de formazan presentes em cada poco
solubilizados com etanol absoluto (Merck), em volumes de 500 uL para as placas
de 24 pocos e 250 uL para as placas de 48 pocos. As solugdes foram entao
homogeneizadas e 100 yL de cada condigdo experimental transferidos para
pocos de uma placa de 96 pocos, sendo as absorbancias mensuradas em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda ajustado para 595 nm e corrigidos
para 655 nm (iMarkTM Microplate Absorbance Reader, BioRad). A viabilidade
celular foi entdo expressa em porcentagens em relacdo aos controles
experimentais, todas as concentragbes testadas em duplicatas e o0s
experimentos repetidos trés vezes de maneira independente para cada linhagem
celular estudada. A metade da concentracgéo inibitoria (IC50) foi calculada por
meio do software CompuSyn (Chou e Martin, 2005) para a realizacdo dos

experimentos em cultura. Cisplatina e TVB-3166 foram utilizados nas
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concentracdes descritas nos trabalhos prévios desenvolvidos em nosso proprio

laboratorio (Moreira, 2017).

4.8 Analise dos resultados

Os resultados foram realizados através da analise de variancia ANOVA
One-Way com o teste de comparacdes multiplas de Tukey. O nivel de
significancia estabelecido foi de 5% (p< 0,05). Os dados foram analisados com

auxilio do programa GraphPad Prism, versao 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1. Manutencao das caracteristicas fenotipicas

Durante todos os experimentos, as linhagens celulares mantiveram suas
caracteristicas fenotipicas originais, como observadas na figura 5.1. O fenoétipo
SCC-9 ZsG B1 apresenta células poligonais que crescem formando ninhos,
eventualmente unidos entre si por células alongadas ou fusiformes. Enquanto as
células SCC-9 ZsG E1 crescem em ninhos de células poligonais na sua porgcéo

central, com células alongadas na periferia e algumas raras células de formato

mais arredondado.

Figura 5.1 — Fotomicrografias representativas de cada um dos fenéﬁpos
isolados: A. Células SCC-9 ZsG. B. Células SCC-9 ZsG B1 (CD44*/CD326).

C. Células SCC-9 ZsG E1 (CD44'°%/CD326M9"). Microscopia de contraste de
fase, aumento original de 40x.

5.2. Anédlise da proliferacdo celular nos diferentes fenétipos

Para observar as caracteristicas proliferativas dos diferentes fenétipos
obtidos do isolamento realizado a partir da marcagéo para CD44 e CD326 na
linhagem SCC-9 ZsG, as células foram acompanhadas pelos periodos de 24, 48,
72 e 96 horas, assim como descrito na descrito no item 4.2 desta dissertagéao.
As taxas de proliferacao celular foram investigadas pela contagem do niumero de
células em camara de Neubauer e os resultados normalizados pela linhagem
SCC-9 ZsG, em cada periodo de tempo estudado.

O fendtipo SCC-9 ZsG B1 apresentou um numero maior de células
quando comparado aos fenétipos SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG E1. O numero de
células aderidas aos po¢os nos quatro tempos avaliados foi maior para o fenotipo

SCC-9 ZsG B1, mas apenas nos periodos de 72 e 96 horas esta diferenca foi
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estatisticamente significativa. Nos demais periodos, o aumento da proliferacédo
celular ndo apresentou significancia estatistica (P > 0.05 relativo a 24 horas; P >
0.05 relativo a 48 horas, P<0.001 relativo a 72 horas e P<0.001 relativo a 96
horas), como observado no gréafico 5.1.
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Gréfico 5.1 — Proliferacéo das células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG
E1l apos 24, 48, 72 e 96 horas de acompanhamento. As células foram contadas
em camara de Neubauer e o seu nimero normalizado pelas células SCC-9 ZsG,
em cada periodo avaliado. O gréfico representa a média de trés experimentos
independentes. ** p<0.01; *** p<0.001 para SCC-9 ZsG B1 relativo a SCC-9 ZsG
e ### p< 0.001 para SCC-9 ZsG BL1 relativo a SCC-9 ZsG E1. Anova One-way
com teste de Tukey.

5.3. Analise do potencial clonogénico

A fim de analisar a formacé&o de coldnias pelas células SCC-9 ZsG, SCC-
9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1, foram realizados ensaios clonogénicos, como
descrito no item 4.3 deste trabalho, pelos periodos de 10 e 14 dias. O potencial
clonogénico foi investigado por meio de trés pardmetros diferentes: numero de
colbnias, area total ocupada pelas colénias e média da area de cada colbnia.
Todos os valores foram normalizados em relagéo as células SCC-9 ZsG.

Nos experimentos de 10 dias (figura 5.2), podemos observar que o
fenodtipo SCC-9 ZsG B1 apresentou maior numero de colonias, maior area total
de colbnias e maior area por coldnia, quando comparado as células SCC-9 ZsG
e ao fendtipo SCC-9 ZsG E1. Entretanto, apenas para as células SCC-9 ZsG
esta diferenca foi estatisticamente significativa, como evidenciado nos graficos
52-A,BeC.
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SCC-9 ZsG SCC-9 ZsG B1 SCC-9 ZsG E1

Figura 5.2 — Imagens representativas do ensaio de formac&do de colonias
realizado com as células SCC-9 ZsG, SCC9 ZsG B1 e SCC9 ZsG EL1 pelo
periodo de 10 dias. As placas foram scaneadas por meio de aparelho
transiluminador (UVITEC,Cambrigde).

Graficos 5.2 — A. O numero de colbnias das células SCC-9 ZsG B1 foi maior
quando comparado ao numero de coldnias das células SCC-9 ZsG. B. A area
total ocupada pelas colénias foi maior no fenoétipo SCC-9 ZsG Bl em
comparacao as células SCC-9 ZsG. C. A média da area de cada coldnia foi maior
nas células SCC-9 ZsG B1 em relagdo as SCC-9 ZsG. Os graficos representam
a média de trés experimentos independentes; * p<0,05; ** p<0.01. Anova One-
way com teste de Tukey.

No periodo experimental de 14 dias (figura 5.3) ndo houve grandes
diferencas em relacdo ao numero de colbnias, apenas uma discreta tendéncia a
um maior nimero de coldnias no fenotipo SCC-9 ZsG E1. O valor da area total
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ocupada pelas colénias foi ligeiramente maior para o fenotipo SCC-9 ZsG B1,
mas sem significancia do ponto de vista estatistico. Por ultimo, o valor referente
a meédia das areas por colonia foi maior no fenétipo SCC-9 ZsG Bl e esta
diferenca so foi estatisticamente significante quando comparada aos valores das
células SCC-9 ZsG, como pode-se observar nos graficos 5.3 - A, B e C.

SCC-9 ZsG SCC-9 ZsG B1

SCC-9 ZsG E1

Figura 5.3 — Imagens representativas do ensaio de formac&do de coldnias
realizado com as células SCC-9 ZsG, SCC9 ZsG B1 e SCC9 ZsG EL1 pelo
periodo de 14 dias. As placas foram scaneadas por meio de aparelho
transiluminador (UVITEC,Cambrigde).
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Graficos 5.3 — A. O numero de colbnias ndo apresentou diferenca estatistica
entre os fendtipos. B. A area total ocupada pelas colbnias pelos fenétipos ndo
apresentou valores estatisticamente significativos, apesar de ser discretamente
maior nas células SCC-9 ZsG B1. C. A média da area de cada coldnia foi maior
nas células SCC-9 ZsG B1 em relacdo as SCC-9 ZsG. Os graficos representam
a meédia de trés experimentos independentes; * p<0,05. Anova One-way com
teste de Tukey.
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5.4. Anélise da adesao celular

Para comparar a adeséao das células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-
9 ZsG E1 a componentes da matriz extracelular, foram realizados ensaios de
adesao sobre miogel. Para isto, as linhagens celulares foram semeadas em
pocos previamente sensibilizados com miogel ou tratados apenas com PBS e os
valores obtidos normalizados em relacdo as células SCC-9 ZsG.

Tanto a linhagem SCC-9 ZsG quanto suas subpopulacbes aqui
estudadas, SCC-9 ZsG Bl e SCC-9 ZsG E1, apresentaram capacidade de
adesdo aos componentes do miogel. O tempo médio de adesao das células ao
miogel foi de 20 minutos e a figura 5.4 representa as células aderidas apos a

finalizacdo do experimento, fixacdo e coloracao.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre a capacidade de
adesdo ao miogel das células estudadas. Apenas um discreto aumento da
adesdao das células SCC-9 ZsG B1 e uma pequena reducéo da adesado das SCC-

9 ZsG E1 quando comparadas as células SCC-9 ZsG (P > 0.05), como pode ser

observado no grafico 5.4.

Figura 5.4 - Fotomicrografias representativas do ensaio de adeséo celular ao
miogel com as células SCC-9 ZsG e sua subpopulagbes. As células aderidas
foram fixadas com paraformaldeido a 4% e coradas com cristal violeta a 0,1%.
Microscopia de contraste de fase, aumento original de 40x.
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Grafico 5.4 - Adeséo nas células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1
ao miogel. O grafico representa a média de trés experimentos independentes.
Anova One-way com teste de Tukey.

5.5. Analise da migracéao celular

Com o objetivo de verificar o potencial migratério de cada subpopulacéo
agui estudada, as células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1 foram
submetidas a ensaios de migracdo em monocamada, de acordo com o protocolo
descrito no item 4.5 desta dissertagdo. A migracao celular foi determinada pela
medida da area entre as bordas da “ferida” e os valores obtidos foram
comparados ao tempo 0 e normalizados pelo valor das células SCC-9 ZsG Bl
no periodo de 16h. Neste experimento, excepcionalmente, a normalizacao foi
feita por essa subpopulacao, pois ela foi a primeira a fechar totalmente a “ferida”.
A figura 5.5 e o grafico 5.5 demonstram o comportamento migratério das células
SCC-9 ZsG e suas subpopulacbes SCC-9 ZsG Bl e SCC-9 ZsG E1.

Apbs 16 horas, a subpopulacdo SCC-9 ZsG B1 foi a Unica capaz de
promover o fechamento completo da “ferida” (100%), evidenciando assim seu
elevado potencial migratorio. As células SCC-9 ZsG fecharam a “ferida” em
71,48% enquanto que as células SCC-9 ZsG E1 o fizeram em apenas 57,89%.
As diferencas de migragdo entre as linhagens SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG E1
apresentaram significancia estatistica (p<0.01 e p<0.001, respectivamente),
guando comparadas com as células SCC9 ZsG B1, como pode-se observar no

gréafico 5.2.
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SCC-92ZsG SCC-9 ZsG B1 SCC-9 ZsG E1

0 hr

16 hr

Figura 5.5 — Fotomicrografias representativas do ensaio de migracdo em
monocamada realizado com as células SCC-9 ZsG, SCC9 ZsG B1 e SCC9 ZsG
E1, nos periodos de 0 e 16 horas. Observa-se que apenas o fenotipo SCC9 ZsG
B1 fechou toda a area disponivel para a migracdo. Microscopia de contraste de
fase, aumento original de 40x.

150;
g g [ ! ** B *** 1}
E o
©C ‘=
£
S 90
LL ©
O- . .
15 ch’\/ Q@\’
> 2 2
U 4% ¢%
@) 2 b2
o) C}O OO
) )

Grafico 5.5 — Os potenciais de migracdo das células SCC-9 ZsG e SCC9 ZsG
E1 foram menores quando comparadas com o das células SCC9 ZsG B1. O
gréfico representa a média de quatro experimentos independentes; ** p<0.01
para SCC-9 ZsG B1 relativo a SCC-9 ZsG; *** p<0.001 para SCC-9 ZsG B1
relativo SCC-9 ZsG E1. Anova One-way com teste de Tukey.
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5.6. Producéo de proteinas associadas a EMT e de FASN

Pela técnica de western blotting, descrita no item 4.6 desta dissertacgéo,
extratos proteicos obtidos das células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG
E1 foram analisados com relacédo a producao das proteinas FASN, E-caderina,

N-caderina vimentina e slug.

A figura 5.6-A mostra que as células estudadas produzem de maneira
muito semelhante a proteina FASN. A analise densitométrica aponta, como
mostrado na figura 5.6-B, que o extrato proteico oriundo do fenotipo SCC-9 ZsG
B1 contém menos FASN do que os extratos das células SCC-9 ZsG e SCC-9
ZsG E1, porém ndo ha significancia estatistica. Todos o0s extratos proteicos
também contém a proteina E-caderina, como evidenciado na Figura 5.7-A, na
forma de duas bandas, das quais a de menor massa molecular apresenta-se
com maior intensidade. Assim como FASN, as bandas correspondentes a E-
caderina formal muito semelhantes em intensidade nas trés linhagens celulares
(figura 5.7-A). A analise de densitometria (figura 5.7-B), entretanto, revela uma
guantidade discretamente menor desta proteina no fenétipo SCC-9 ZsG B1. Em
relacdo a N-caderina, a figura 5.8-A mostra que todas as células estudadas
produzem esta proteina, na forma de mdultiplas bandas e com semelhante
intensidade. Curiosamente, a densitometria apontou o fenétipo SCC-9 ZsG B1
como o maior produtor de N-caderina, em comparacdao com as células SCC-9
ZsG e ao feno6tipo SCC-9 ZsG E1 (figura 5.8-B). Vimentina foi também detectada
nos extratos proteicos de todas as células, como pode-se observar na figura 5.9-
A, com uma quantidade nitidamente menor no fenoétipo SCC-9 ZsG E1 e
discretamente menor no fenoétipo SCC-9 ZsG B1l. Estes resultados foram
confirmados pela analise densitométrica, com diferencas estatisticamente
significantes entre todas as células estudadas (figura 5.9-B). Por fim, as bandas
correspondentes a proteina slug foram fortes e de intensidade similar, como
mostrado na figura 5.10-A, com uma quantidade discretamente menor no
fendtipo SCC-9 ZsG E1. A andlise densitométrica (figura 5.10-B) confirma que
as quantidades de proteina sao similares entre as células, embora as diferencas

se mostrem estatisticamente significantes.
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Figura 5.6 — Analise da producdo de FASN pelas células SCC-9 ZsG, SCC-9
ZsG Bl e SCC-9 ZsG E1. A. Imagem representativa de um dos ensaios de
western blotting realizados, mostrando as bandas de FASN. B. Grafico que
representa a andlise densitométrica das bandas obtidas e evidencia uma
quantidade ligeiramente menor de FASN no fenétipo SCC-9 ZsG B1, quando
comparada as quantidades da proteina nas células SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG
El. Estdo representados dados de dois experimentos independentes. Anova
One-way com teste de Tukey.
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Figura 5.7 — Analise da quantidade de E-caderina das células SCC-9 ZsG, SCC-
9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1. A. Imagem representativa de um dos experimentos
de western blotting, mostrando quantidades semelhantes desta proteina nos
extratos analisados. B. Grafico representando as andlises densitométricas em
que as células SCC-9 ZsG aparecem como as maiores produtoras de E-
caderina, quando comparadas as outras células estudadas. Estdo representados
dados de dois experimentos independentes; * p<0,05, Anova One-way com teste
de Tukey.
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Figura 5.8 — Quantidade da proteina N-caderina nos extratos proteicos obtidos
das células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG Bl e SCC-9 ZsG E1. A. Imagem
representativa de um dos experimentos de western blotting realizados
mostrando bandas duplas de intensidade muito semelhante. B. Gréfico
proveniente da analise densitométrica, sugerindo maior quantidade de N-
caderina no fendtipo SCC-9 ZsG B1 em relacdo as células SCC-9 ZsG e ao
fenétipo SCC9-9 ZsG EL1. Estdo representados dados de quatro experimentos
independentes; * p<0,05; *** p<0.001, Anova One-way com teste de Tukey.
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Figura 5.9 — Andlise da producéo de vimentina pelas células SCC-9 ZsG, SCC-
9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1. A. Imagem representativa de um dos ensaios de
western blotting realizados, evidenciando claramente uma menor quantidade
desta proteina no fendtipo SCC-9 ZsG E1. B. Gréfico da densitometria das
bandas obtidas, que mostra uma quantidade ligeiramente menor de vimentina
no fenotipo SCC-9 ZsG Bl e uma quantidade significativamente menor no
fendtipo SCC-9 ZsG E1, quando comparadas as células SCC-9 ZsG. Estao
representados dados de trés experimentos independentes; * p<O0,05; ***
p<0.001, Anova One-way com teste de Tukey.



61

B
A
1.51 ' **
T T
SCC-9 SCC9 scc9o9 2 _
ZsG ZsGBl1 zsGeEl £10 ' '
g
S < 0.5
Sig | M N - g
pacina [ '
-actina ) N N
o_;\? 60@ %C?Q/
o A A
60 09 093
6CJ (OO

Figura 5.10 — Quantidade da proteina slug nos extratos proteicos obtidos das
células SCC-9 ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1. A. Imagem representativa
de um dos ensaios de western blotting revelando banda discretamente menor no
fendtipo SCC-9 ZsG E1. B. Grafico gerado pela analise densitométrica,
evidenciando quantidades ligeiramente menores de slug nos fenétipos SCC-9
ZsG Bl e SCC-9 ZsG E1, quando comparados as quantidades da proteina nas
células SCC-9 ZsG. Estdo representados dados de dois experimentos
independentes; * p<0,05; **; p<0.01, Anova One-way com teste de Tukey.

5.7. Teste de viabilidade celular

A viabilidade das células da linhagem SCC-9 ZsG e de suas duas
subpopulacdes SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1 foi avaliada pelo ensaio de MTT,
apos 48 horas de tratamento com doses crescentes de cisplatina (0, 1, 5, 10, 15,
25, 50, 75 e 100 uM) e de TVB 3166 (0, 10, 25, 50, 75 e 100 uM) na presenca
de 10 e 2% de SFB, respectivamente. Nestes experimentos, verificou-se que a
reducado da viabilidade celular ocorreu de forma dose-dependente em todos o0s
fendtipos celulares aqui estudados tanto para a cisplatina (graficos 5.6 — A, B e
C) quanto para o TVB 3166 (gréaficos 5.8 — A, B e C). A metade da concentracéo
inibitéria (IC50) foi calculada com o auxilio do software CompuSyn, revelando
valores de IC50 diferentes para cada fenétipo analisado, para os dois compostos
testados (graficos 5.7-A,BeCe59-A, BeC)

Embora a reducéo da viabilidade celular tenha ocorrido de forma dose-
dependente em todos os fendtipos celulares, os efeitos da cisplatina (graficos

5.6 — A, B e C) foram estatisticamente significativos a partir de doses menores
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nas células SCC-9 ZsG (de 10 uM a 100 puM) e SCC-9 ZsG B1 (de 5 uM a 100
KMM), enquanto significancia estatistica s6 foi observada em doses maiores nas
células SCC-9 ZsG E1 (de 50 uM a 100 uM). Isto foi evidenciado também nos
valores de IC50, sendo necessaria uma concentracdo maior de cisplatina para
reduzir para a metade o nimero de células SCC-9 ZsG E1 (IC50 de 36,71 uM),
guando comparado as células SCC-9 ZsG (IC50 de 22,88 uM) e SCC-9 ZsG Bl
(IC50 de 20,98 uM).
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Gréficos 5.6 — O tratamento com cisplatina reduziu a viabilidade das células de
maneira progressiva, quando expostas a doses crescentes desta droga por 48
horas, e a viabilidade determinada pelo método de MTT. A. Valores referentes a
viabilidade das células SCC-9 ZsG. B. Valores referentes a viabilidade das
células SCC-9 ZsG B1. C. Valores referentes a viabilidade das células SCC-9
ZsG EL1. Os graficos representam a média de trés experimentos independentes;
** n<0.01; *** p<0.00, Anova One-way com teste de Tukey.
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Graficos 5.7 — Calculos da IC50 da cisplatina, apos 48 horas de tratamento,
gerados com o auxilio do software CompuSyn. Representacdes graficas geradas
pelo CompuSyn, destacando o valor de 22,88 uM para células SCC-9 ZsG (A),
20,98 uM para o fenétipo SCC-9 ZsG B1 (B) e 36,71 uM para o fenétipo SCC-9
ZsG E1 (C). Representados aqui 0s mesmos trés experimentos mostrados nos
gréaficos 5.6 — A-C.

Os efeitos do TVB 3166 (graficos 5.8 — A, B e C) também foram estatisticamente
significativos a partir de doses um pouco menores nas células SCC-9 ZsG (de
50 uM a 100 pM) e no fenétipo SCC-9 ZsG B1 (de 75 uM e 100 uM), enquanto
significAncia estatistica foi observada na maior dose estuda no fenétipo SCC-9
ZsG E1 (100 puM). Os valores de IC50 foram altos, sendo inclusive necessaria
uma concentracdo maior de TVB 3166 do que as aqui estudadas para reduzir
pela metade o numero de células SCC-9 ZsG B1 (IC50 de 109 uM). As células
SCC-9 ZsG (IC50 de 74,95 uM) e SCC-9 ZsG E1 (IC50 de 98,84 uM) também

apresentaram valores altos de IC50.
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Gréficos 5.8 — Gréficos que evidenciam reducao progressiva de viabilidade com
o tratamento com TVB 3166 com doses crescentes por 48 horas (viabilidade
determinada pelo método de MTT). Representacdes graficas mostrando valores
referentes a viabilidade das células SCC-9 ZsG (A), SCC-9 ZsG B1 (B) e SCC-
9 ZsG E1 (C). Os gréficos representam a média de trés experimentos
independentes; * p<0,05; ** p<0.01; *** p<0.00. Anova One-way com teste de
Tukey.
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Gréaficos 5.9 — Célculos da IC50 do TVB3166, apds 48 horas de tratamento,
gerados pelo software CompuSyn. Graficos gerados pelo Compusyn destacando
o valor de 74,95 yM para células SCC-9 ZsG (A), 109 uM para o fenétipo SCC-
9 ZsG B1 (B) e 98,84 uM para as células SCC-9 ZsG E1 (C). Representacao dos
mesmos trés experimentos mostrados nos graficos 5.8 — A-C.
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6 DISCUSSAO

O cancer representa o maior 6nus clinico, social e econémico em termos
de esperanca de vida corrigida pela incapacidade (EVCI) de todas as doencas
humanas. O risco geral de uma pessoa desenvolver cancer, entre 0 e 74 anos,
e de 20,2% (22,4% em homens e 18,2% em mulheres) (Global Burden of
Disease, 2019; Mattiuzzi e Lipp, 2019). O cancer é hoje a segunda causa mundial
de morte (quase 10 milhBes em 2020), logo apds a doenca isquémica do
coracao, entretanto, segundo a GLOBOCAN, provavelmente sera a primeira por
volta de 2060, ano com 18,63 milhdes de mortes projetadas. Estimativas globais
recentes indicam que o cancer oral representa a décima sexta neoplasia maligna
mais comum em todo o mundo, com 377.713 novos casos por ano (WHO, 2020).
Mais de 90% dos canceres orais sdo carcinomas de células escamosas (CCE)
(Warnakulasuriya e Kerr, 2021), a maioria dos quais ocorre em pacientes acima
de 65 anos do sexo masculino (Chi et al., 2015). O CCE oral pode ocorrer devido
a diversos fatores etiolégicos, mas o tabagismo e o etilismo continuam sendo os

fatores de risco mais importantes (Bugshan e Farooq, 2020).

As abordagens terapéuticas s6 podem ser consideradas realmente
efetivas se todas as células de uma neoplasia maligna forem destruidas durante
a terapia antitumoral. Existe, porém, uma subpopulacao de células malignas que
€ caracterizada por suas habilidades de autorrenovacéo e de sobrevivéncia apos
os tratamentos citotoxicos, chamada de CTC (Skvortsova, 2021). Estas células
parecem ser a principal causa das recidivas tumorais e da resisténcia aos mais
diversos tratamentos que existem na atualidade (Moghbeli et al., 2014) e, por
consequéncia, responsaveis pelo prognostico ruim destas doencas. Neste
contexto, a identificacdo e a caracterizacdo destas células sdo essenciais para
encontrar alvos terapéuticos que efetivamente melhorem as terapias
antineoplasicas. Entretanto, estudar as caracteristicas biolégicas das CTC nao
€ uma tarefa simples devido as dificuldades inerentes ao isolamento destas

populacdes numa forma pura (Jariyal et al., 2019).

O presente estudo tem o objetivo de caracterizar subpopulagdes de CTC

em linhagens celulares de CCE oral. Para isto, como detalhado no item 4.1 desta
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dissertagao, utilizamos como ferramenta de trabalho a linhagem SCC-9 ZsG
(Agostini et al., 2014) e duas de suas subpopulacdes obtidas por meio da
combinacéo de anticorpos dirigidos contra CD44 e CD326 em citometria de fluxo
(Cuadra Zelaya, 2019). A selecao foi feita a partir de 6 gates realizados para o
isolamento de diferentes fendtipos, dentre os quais, os fenétipos escolhidos: B
(CD44* /CD326) e E (CD44'"°%/CD326"9"), aqui chamados de SCC-9 ZsG B1 e
SCC-9 ZsG E1, respectivamente. O fenotipo SCC-9 ZsG B1 apresenta células
poligonais que crescem formando ninhos, eventualmente unidos entre si por
células alongadas ou fusiformes. Por outro lado, as células SCC-9 ZsG E1
crescem em ninhos de células poligonais na sua por¢ao central, com células
alongadas na periferia e algumas raras células de formato mais arredondado.
Andlises pela técnica de western blotting mostraram que o fenétipo SCC-9 ZsG
B1 produz menor quantidade de E-caderina e o fen6tipo SCC-9 ZsG E1 menor
guantidade de vimentina. Tais resultados apontam para um fendtipo com
caracteristicas mais mesenquimais e outro mais epitelial, para SCC-9 ZsG Bl e
SCC-9 ZsG E1, respectivamente (Cuadra Zelaya FIM, 2019). Sendo assim,
estes dois fendtipos distintos séo interessantes para a caracterizacdo das
propriedades proliferativas, do potencial clonogénico, da adesdo e migracao
celular, da expresséo de proteinas associadas a TEM e de FASN, assim como

da sensibilidade a drogas antineoplasicas.

O crescimento celular desordenado, umas das marcas registradas do
cancer (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011; Hanahan,
2022), € uma das principais caracteristicas da doenca, essencial para o seu
desenvolvimento e progresséo (Feitelson et al., 2015). As CTC, por sua vez,
podem se autorrenovar dividindo-se simetricamente ou dar origem aos varios
tipos de células que constituem as neoplasias malignas e que estdo envolvidas
em processos fundamentais como proliferacdo e disseminacdo metastatica
(Makena et al., 2020). Portanto, a analise da proliferagéo celular é de suma
importancia quando estudamos células tumorais malignas e suas subpopulacdes
de CTC. Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa ja investigaram a
proliferacéo de células derivadas de CCE orais e demonstraram a importancia
da FASN neste processo, por meio da avaliacdo dos efeitos de diferentes

inibidores farmacolégicos desta enzima, como C75, triclosan, orlistat e TVB-3166
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(Agostini et al, 2004; Silva et al., 2008; Agostini et al., 2014; Bastos et al., 2017;
Aquino et al., 2020).

No presente trabalho, para avaliar as caracteristicas proliferativas dos
fendtipos estudados, as células foram acompanhadas pelos periodos de 24, 48,
72 e 96 horas, por meio, da contagem em camara de Neubauer do nimero de
células aderidas aos pocos das placas de cultura. O nimero de células aderidas
nos quatro tempos avaliados foi maior para o fen6tipo SCC-9 ZsG B1, quando
comparadas a linhagem parental SCC-9 ZsG e com o fenétipo SCC-9 ZsG E1,
sendo esta discrepancia maior nos periodos de 72 e 96 horas. As células SCC-
9 ZsG Bl demonstraram, portanto, maior potencial proliferativo, resultado
semelhante aos obtidos por estudos com CTC positivas para a marcagdo do
CD44 isoladas a partir de CCE oral, molécula que esta envolvida em muitas

funcdes celulares, inclusive proliferacao (Patil, 2021).

Outra forma de avaliar o potencial proliferativo das células malignas e,
principalmente das CTC, é a realizacdo dos chamados ensaios clonogénicos (Al
et al., 2010; Bao et al., 2013). Bruce e Van Der Gaag demonstraram, em 1963,
que, assim como as células da medula 6ssea, apenas uma minoria de células
de linfoma consegue formar col6énias no baco de camundongos. Ja em 1977,
Hamburger e Salmon descobriram que somente uma pequena porcentagem de
células tumorais, provenientes de diferentes neoplasias malignas de natureza
epitelial consegue produzir colénias in vitro. Devido a estas semelhancas,
especulou-se que estas células malignas com potencial clonogénico seriam as
CTC. Argumenta-se, no entanto, que de todas as células tumorais que foram
clonogénicas in vivo, apenas algumas foram capazes de crescer em ensaios in
vitro (Bruce e van der Gaag, 1963; Hamburger e Salmon, 1977; Lobo et al.,
2007). Em relacdo ao CCE de cabeca e pescoco, ha evidéncias de que
subpopulacdes de suas células podem formar colénias com potencial de
expansdo, sugerindo que este tipo de cancer também pode conter CTC
(Mackenzie, 2004; Mannelli e Gallo, 2012; Zhang et al., 2012; Rodini et al., 2017).
Tais resultados estdo de acordo com o conceito de que as massas tumorais séo
heterogéneas em sua composicdo, contendo CTC que possuem capacidade
proliferativa e que sustentam o crescimento do tumor, células amplificadoras

transitorias, que se dividem algumas vezes antes de amadurecer e, por fim,
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células malignas diferenciadas, que n&o contribuem significativamente para o
crescimento tumoral (Reya et al., 2001; Hanahan e Weinberg, 2011; Rodini et
al., 2017).

Existem trés formas de avaliar o potencial clonogénico de células
malignas: (1) os chamados ensaios de esferas ndo aderentes, (2) ensaios em
que as células tumorais podem ser passadas diretamente para o plastico dos
recipientes de cultura, ou (3) o considerado padréo-ouro para avaliar a presenca
de CTC, que é o transplante ortotopico de subpopulacdes de células malignas
em camundongos imunocomprometidos (Visvader e Lindeman, 2008). No
presente trabalho, realizamos o segundo tipo de ensaio, com as células SCC-9
ZsG, SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1, como descrito no item 4.4, pelos periodos
de 10 e 14 dias. O potencial clonogénico foi investigado por meio de trés
parametros diferentes: numero de colbnias, area total ocupada pelas colbnias e
média da area de cada colbnia para cada fenétipo aqui estudado. Nos
experimentos de 10 dias, o fen6tipo SCC-9 ZsG B1 apresentou maior nimero de
colénias, maior &rea total de colénias e maior area por colbnia, quando
comparado as outras ceélulas estudadas. No periodo de 14 dias, ndo houve
grandes diferencas em relacdo ao numero de colbnias, com uma discreta
tendéncia a um maior numero de colbnias para o fenétipo SCC-9 ZsG E1
(provavelmente devido a fuséo entre coldnias a medida que elas cresciam). O
valor da area total ocupada pelas col6nias foi ligeiramente maior para o fenotipo
SCC-9 ZsG B1, assim como o valor referente a média das areas por colbnia.
Estes resultados sugerem um maior potencial clonogénico e proliferativo para as

células positivas para a o biomarcador CD44.

Os resultados de ambas as abordagens experimentais realizadas para
avaliar a proliferacdo das potenciais CTC aqui estudadas estédo de acordo com
a literatura, pois células positivas para CD44 parecem estar associadas a um
alto potencial proliferativo em véarios tipos de cancer, como por exemplo os de
mama, figado, pancreas, bexiga, prostata, CCE de cabeca e pescogo, pulméo,
colorretal, cervical e glioblastoma (Jayachandran et al., 2016; Sun et al., 2016;
Ahmed et al., 2017; Xiao et al., 2017; Barnes et al., 2018; Chen et al., 2018;
Crabtree e Miele, 2018; Li et al., 2018; Makena et al., 2020; Lim et al., 2021). A

proteina CD44 pode induzir a proliferacdo celular por meio de diferentes vias,
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como por exemplo regulando positivamente os biomarcadores da TEM Snaill e
Zebl (Wang et al.,, 2015), ativando KRAS via MAPK (Zhao et al., 2013),
modulando c¢-Src (proto-oncogene tirosina-quinase) na via de sinalizacao
intracelular AKT/GSK-3p (Nam et al., 2015), ou, por fim, através da regulagéo da
via Wnt/B-catenina (Chang et al., 2013). Além disto, CD44 é capaz de estabilizar
0 antiporter cistina/glutamato, levando ao aumento de glutationa e diminuicao
dos niveis de espécies reativas de oxigénio, resultando em proliferacdo de
células tumorais e resisténcia terapéutica mediada pela supresséo da via de p38
(Thanee et al., 2016). O dominio intracelular de CD44 interage com o elemento
de resposta ao AMP ciclico (cCAMP response element-binding protein - CREB),
aumentando a fosforilacdo de S133 e enriqguecendo o recrutamento de CREB
para o promotor da ciclina D1, resultando em proliferacdo celular (De Falco et
al., 2012; Hassn Mesrati et al., 2021). Por outro lado, as células da linhagem
SCC-9 ZsG parental e do fenotipo SCC-9 ZsG E1, positivas para CD326,
apresentaram, no presente estudo, menor potencial proliferativo. Este marcador,
também conhecido como EpCAM, se associa a integrina b1 para regular as vias
de sinalizacdo FAK/ERK e tem descri¢cdes contraditorias com relacdo ao seu
papel na diferenciacéo, proliferacdo e migracdo celular, dependendo do tipo e
origem da célula (Osta et al., 2004; Chaudry et al., 2007; Trzpis et al., 2007,
Gostner et al., 2011). Segundo Wang e colaboradores (2018), CD326 nao afeta
a capacidade proliferativa de células de CCE nasofaringeo.

Outras duas caracteristicas importantes do cancer sdo perda de adesao
célula-célula e crescimento independente de ancoragem, ambas dependentes
de moléculas de adeséo celular (Janiszewska et al., 2020). A perda da adesao
intercelular e das células a lamina basal permite que as células malignas
escapem de seu habitat de origem, degradem macromoléculas componentes da
matriz extracelular, adquiram um fenoétipo de maior motilidade e invasivo e,
finalmente, obtenham sucesso no processo de metastase (Okegawa et al.,
2004). Todas as alteragBes acima mencionadas estdo associadas ao fenébmeno
de TEM (Kalluri e Weinberg, 2009; Pastushenko et al., 2018). As moléculas de
adeséo celular sdo divididas em quatro grupos principais: caderinas, integrinas,
selectinas e imunoglobulinas. Além de ancorarem fisicamente as células, elas

também participam da comunicagcdo com o microambiente extracelular, podendo
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regular uma variedade de funcdes, como transdugéo de sinais, crescimento,
diferenciacdo e motilidade celular, cicatrizacdo de feridas e inflamacao
(Okegawa et al., 2004; Janiszewska et al., 2020). Particularmente, as caderinas
e as integrinas sdo, com bastante frequéncia, associadas ao feno6tipo maligno
(Janiszewska et al., 2020). A contribuicdo de muitas destas interacdes célula-
célula e célula-matriz extracelular ainda ndo sado conhecidas nas CTC, mas ja
existem algumas evidéncias do seu impacto no fenétipo deste tipo de célula
(Hale et al., 2012).

Para avaliar a adesdo a matriz extracelular das linhagens celulares do
presente trabalho, estas foram semeadas em pocos previamente sensibilizados
com miogel, um composto formado por cerca de 760 proteinas de matriz
extracelular humana (Salo et al., 2015). Em nossos experimentos, ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre a capacidade de adesdo das
células estudadas, entretanto, uma discreta maior adesédo das células SCC-9
ZsG B1 e menor adesédo das SCC-9 ZsG E1, quando comparadas as células
SCC-9 ZsG, pbde ser observada. Buscando respostas na literatura, as células
positivas para CD44 parecem estar associadas com interacdes moleculares de
adesdo em varios tipos de cancer, como glioblastoma, linfoma ndo Hodgkin e
cancer de prostata (Ni et al., 2014; Hassn Mesrati et al., 2020; Wolf et al., 2020).
Em um trabalho realizado com células-tronco isoladas de CCE orais, as células
CD44+ tiveram expressdo diminuida dos genes PCDH18, MGP, SPARCL1 e
KRTDAP, em comparacao as células negativas para CD44, sendo o produto do
gene PCDH18 uma molécula de adesao célula-célula (Mishra et al., 2018). Em
relacdo ao CD326, espera-se que a producdo desta molécula interfira
negativamente na formacao de metastases, entretanto, ja foi relatado que esta
proteina esta envolvida na supressao da adesao célula-célula mediada pela E-
caderina, interrompendo a ligacdo entre a-catenina e F-actina. Estes achados
apontam para um possivel envolvimento funcional desta molécula na progressao
tumoral. Além disto, devido a existéncia de uma sequéncia peptidica em comum
com o nidogénio, um componente da matriz extracelular, acredita-se que CD326
também esteja envolvido na adesao célula-matriz (Simon et al., 1990; Behrens,
1994; Winter et al., 2003; Mohan et al, 2007; Marhaba et al., 2008; Gaiser et al.,
2012; Yang et al., 2020).
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A migracao celular € essencial para uma resposta imune adequada, para
0 sucesso no reparo de feridas e homeostase tecidual, mas também é
encontrada, de forma aberrante, em varias doencas e € particularmente
importante no cancer (Trepat et al., 2012). A disseminacéo de células tumorais
€ um dos pré-requisitos para que ocorram as metastases e esta correlacionada
com a desdiferenciacao epitelial e aquisicdo de um fenétipo migratério, marca
registrada da progressdo dos tumores malignos (Brabletz et al., 2005). E
importante ressaltar que cerca de 90% de todas as mortes relacionadas a
neoplasias de natureza maligna sdo causadas por metastases (Hoeppner e
Bronsert, 2021). A visdo classica sobre metastase na literatura cientifica € aquela
na qual a migracao das células tumorais comeca a partir de células isoladas, que
passam por uma série de etapas e, finalmente, conseguem sobreviver em
tecidos ou 6rgdos distantes daqueles que originaram a doenca. Porém, estudos
recentes descreveram um novo mecanismo de migracdo, em varias neoplasias
malignas, como por exemplo em CCE de pulméo (Kuriyama et al., 2016) e de
mama (Jolly et al., 2017), chamado de migragédo celular coletiva. A migracao
celular coletiva é o tipo de migracédo que parece acontecer durante a metastase
de tumores de origem epitelial (Yang et al., 2019). As células que migram
coletivamente usam mecanismos semelhantes as células individuais para se
projetar, polarizar, contrair e aderir a matriz extracelular circundante (Trepat et
al., 2012). Além disto, a TEM confere propriedades mesenquimais as células
epiteliais, caracterizadas por maior capacidade de migracao, invasividade e
resisténcia a morte celular. Foi relatado que a TEM promove a formacdo das
CTC, o que envolve as vias de sinalizacdo TGF-B, Wnt, Hedgehog, Notch e
JAK/STAT3, além de outros fatores como miRNAs, microambiente e citocinas
(Cai et al., 2018; Makena et al., 2020).

Com o objetivo de verificar a capacidade migratéria das células SCC-9
ZsG e suas subpopulacdes, utilizamos aqui o ensaio de migracdo em
monocamada (Liang et al., 2007) ou método de “scratch”, como descrito na
sessao 4.3 desta dissertacdo. As taxas de migracdo celular foram estimadas a
partir da medida da area entre as bordas da “ferida” e os valores obtidos foram
comparados ao tempo 0 e normalizados pelo valor das células SCC-9 ZsG Bl

no periodo de 16h. A normalizagéo foi feita desta forma pois esta subpopulacdo
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foi a unica capaz de promover o fechamento completo da “ferida”, com nitido
maior potencial migratorio. As células SCC-9 ZsG fecharam a “ferida” em 71,48%
e as células SCC-9 ZsG E1 em apenas 57,89%. Este resultado esta de acordo
com a literatura, pois células malignas positivas para o marcador CD44 sdo
capazes de migrar significantemente em varios tipos de céncer, como os de
bexiga, de mama e de préstata, adenocarcinomas colorretais, CCEs de cabeca
e pescoco e glioblastomas. (Wielenga et al., 1993; lida e Bourguignon, 1997,
Bourguignon et al., 1999; Reategui et al, 2006; lida et al., 2014; Spiegelberg et
al., 2014; Todaro et al., 2014; Hiraga e Nakamura, 2016; Kobayashi et al., 2016;
Li et al. 2017; Chen et al., 2018; Hassn Mesrati et al., 2020; Wolf, 2020; Hassn
Mesrati et al., 2021). Isto pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo fato de
que o principal ligante de CD44 ¢ o acido hialurénico, molécula muito abundante
na matriz extracelular, e que esta interacao ativa vias de sinalizag&o intracelular
promotoras de migracéo, proliferacdo, adeséo, e também invasao celular (Ponta
et al., 2003; Zoller, 2011; Banerjee et al., 2015; Chen et al., 2018). CD44 pode
participar da migracéo celular utilizando-se de varias vias, como por exemplo da
ativacdo do oncogene Hippo-YAP (Lai et al., 2019) ou modulacdo de c-Src
(proto-oncogene tirosina-proteina quinase) via AKT/GSK-33 (Nam et al., 2015).
Em contrapartida, a linhagem SCC-9 ZsG E1 foi a que apresentou o menor
potencial migratério em nossos ensaios. Como ja mencionado anteriormente, a
funcdo biologica da proteina CD326 é ainda contraditéria com relacdo a
diferenciacéo, proliferacdo e migracdo celular, sendo dependente do tipo e
origem da célula (Osta et al., 2004; Chaudry et al., 2007; Trzpis et al., 2007,
Gostner et al., 2011). Em alguns estudos, assim como no N0sso, a expressao de
CD326 nao resulta em aumento da migracdo, podendo inclusive modula-la
negativamente (Gostner et al., 2011; Maghzal et al., 2013; Barth et al., 2018;
Yang et al., 2019). A conexao entre a expressao de CD326 e a migracao celular

permanece em grande parte desconhecida (Yang et al., 2020).

FASN funciona como um regulador central do metabolismo lipidico e
desempenha um papel critico no crescimento e sobrevivéncia de neoplasias
malignas com fendtipos lipogénicos. Aléem do metabolismo lipidico, tanto em
condic0es fisiolégicas como no cancer, FASN tem papéis em outros processos

celulares, como na glicélise e no metabolismo de aminoacidos (Fhu e Ali, 2020).
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Vérios estudos utilizando amostras clinicas e reagcfes de imuno-histoquimica
demonstraram que os tumores de natureza maligna frequentemente tém a
expressdo aumentada da proteina FASN, como os canceres de mama, proéstata,
bexiga, ovério, pulmdo e colorretal, os osteossarcomas e os linfomas né&o
Hodgkin. Ao contrario, tecidos morfologicamente normais adjacentes aos
tumores raramente expressam quantidades significativas desta proteina. (Pizer
etal., 1996a; Pizer et al., 1996b; Menendez e Lupu, 2005; Orita et al., 2007; Chen
et al., 2012; Liu et al., 2012a; Liu et al., 2012b; Zaytseva et al., 2012; Cai et al,
2015; Gelebart et al., 2012; Bhatt et al., 2012; Yoshii et al., 2013; Schcolnik-
Cabrera et al., 2018). Sugere-se na literatura cientifica que FASN néo apenas
fornece uma vantagem metabdlica para impulsionar a sobrevivéncia e a
proliferacdo das células malignas, mas também favorece um fendtipo tumoral
mais agressivo (Liu et al., 2012a; Liu et al., 2012b; Zaytseva et al., 2012). O
metabolismo lipidico parece ser alto também nas CTC (Vlashi et al., 2011,
Folmes et al., 2013; Knobloch et al., 2013; Bartesaghi et al., 2015; Chen et al.,
2016; Wang et al., 2018a) e estas alteracOes exercem grande impacto nas
propriedades destas células, como capacidade de autorrenovacao,

diferenciacéo, invaséo, metastase e sensibilidade a drogas (Li et al., 2020).

A TEM é um processo celular no qual as células malignas “perdem” suas
caracteristicas epiteliais originais e adquirem caracteristicas similares as das
células de origem mesenquimal. Embora seja um processo embrionario
fundamental, a TEM esta associada a varias funcdes tumorais, dentre as quais
iniciacdo, progressdo, migracdo, invasdo, metastase e resisténcia terapéutica
(Brabletz, 2012; De Craene e Berx, 2013; Puisieux et al., 2014; Nieto et al., 2016;
Pastushenko e Blanpain, 2019). A TEM esta associada a regulacéo positiva da
proteina N-caderina, seguida pela regulacdo negativa de E-caderina e pela
expressdo do marcador mesenquimal vimentina, sendo estes processos
controlados por uma complexa rede de vias de sinalizacdo e fatores de
transcricédo (Loh et al., 2019; Pastushenko e Blanpain, 2019). Esta transformacao
ocorre de maneira gradual e é caracterizada por varios estados celulares,
chamados de estados TEM parciais, incompletos ou hibridos, que expressam
diferentes niveis de marcadores epiteliais e mesenquimais e exibem

caracteristicas morfologicas, transcricionais e epigenéticas intermediarias entre



74

células epiteliais e mesenquimais (Jordan et al., 2011; Huang et al, 2013; Zhang
et al.,, 2014; Hong et al., 2015; Jolly et al., 2016; Pastushenko et al., 2018;
Pastushenko e Blanpain, 2019). Os fatores de transcricdo indutores de TEM
podem ser classificados com base em sua capacidade de inibir a expressao de
E-caderina, de maneira direta ou indireta. Dentre os repressores diretos de E-
caderina conhecidos até o momento incluem-se proteinas da superfamilia
SNAIL, como SNAI1 (SNAIL) e SNAI2 (SLUG) (Puisieux et al., 2014). A TEM foi
identificada também como um dos mecanismos que controlam a biologia das
CTC e responsavel pela aquisicdo de um fenétipo semelhante a CTC pelas
outras células tumorais (ndo CTC) (Chen et al., 2018; Zhang et al., 2018; Najafi
et al., 2019).

Pela técnica de western blotting, descrita no item 4.6 desta dissertacéo,
investigamos, nos extratos proteicos obtidos das células estudadas, a producao
das proteinas FASN, E-caderina, N-caderina vimentina e slug. Apesar de muito
semelhantes, o fenétipo SCC-9 ZsG B1 apresentou discreta menor quantidade
de FASN. Entretanto, um trabalho evidenciou alta atividade de FASN em CTC
de CCE de mama CD44*/CD24"°" (Rabionet et al., 2021). A literatura ainda é
relativamente escassa em relacédo a producdo de FASN por CTC, principalmente
positivas para os biomarcadores CD44 e CD326. No presente trabalho, uma
producéo discretamente maior desta proteina foi observada nas células CD326+,
confirmando resultados recentes ainda ndo publicados do nosso grupo de
pesquisa (Cuadra Zelaya, 2019). Serdo necessarias investigacfes futuras mais
aprofundadas e detalhadas para melhor caracterizar os padrdes de producao e
o papel biolégico de FASN em CTC.

Em relacdo as proteinas associadas a TEM, o fenotipo SCC-9 ZsG Bl
apresentou producdo discretamente menor de E-caderina e maior de N-
caderina, comparado ao outro fenotipo estudado, ao passo que a quantidade de
vimentina foi ligeiramente menor do que nas células SCC-9 ZsG parentais,
porém significativamente maior em relacdo as células da linhagem SCC-9 ZsG
E1. Nos extratos proteicos obtidos das células SCC-9 ZsG E1, a quantidade de
E-caderina detectada foi ligeiramente maior e a de N-caderina menor em relacéo
ao fendtipo SCC-9 ZsG B1, porém, similares as das células SCC-9 ZsG.

Vimentina foi muito pouco produzida neste fenétipo e slug foi detectado em
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guantidades semelhantes em todos os fenétipos estudados. Estes resultados
estdo de acordo com a literatura, pois CD44 induz eficientemente a TEM em
varios tipos de cancer, como os de colon, pancreas, préstata, figado, gastrico e
também gliomas (Cho et al., 2012; Ju et al., 2014; Nevo et al., 2014; Shang et
al., 2014; Wang et al., 2014; Yu et al., 2014; Fernando et al., 2015; Jiang et al.,
2015; Xu, 2015; Wang, 2015). Isto parece ocorrer devido ao seu efeito como
regulador negativo para E-caderina e positivo para N-caderina e vimentina (Cho
etal., 2012; De Craene e Berx, 2013; Gao et al., 2015; Jayachandran et al., 2016;
Chen et al.,, 2018; Hassn Mesrati et al.,, 2021), aparentemente pelas vias
EGFR/Akt e TGF-B (Piek et al., 1999; Valcourt et al., 2005; Deckers et al., 2006;
Choetal., 2012; Mima et al., 2012; Hassn Mesrati et al., 2021). Além disto, genes
relacionados com o fenétipo mesenquimal, como o que codifica a proteina slug,
estéo positivamente correlacionados com a expressao de CD44 (Li e Zhou, 2011,
Way et al., 2014; Xu et al., 2015). CD326, por sua vez, parece ter uma relacéo
positiva com a expressdo de E-caderina e negativa com a quantidade de N-
caderina e vimentina (Chen et al., 2011; Driemel et al., 2014; Jayachandran et
al.,, 2016; Wang et al., 2018a; Keller et al., 2019) e reguladas pela via
PTEN/AKT/mTOR (Wang et al., 2018a; Keller et al., 2019). Geralmente ocorre
uma correlacdo positiva entre 0 CD326 e a expressao do fator de transcricdo
slug, (Lin et al., 2012; Wang et al., 2018a; Keller et al., 2019; Gires et al., 2020),
mas associacdes negativas também ja foram descritas (Puram et al., 2017; Keller
et al.,, 2019; Liu et al, 2020). Nossos resultados, aliados aos achados da
literatura, confirmam o carater mais mesenquimal do fenétipo SCC-9 ZsG B1,
pela regulacdo positiva de marcadores mesenquimais e regulacdo negativa
marcadores epiteliais. Podemos inferir também, da mesma maneira, que as
células SCC-9 ZsG E1 apresentam um carater mais voltado ao epitelial, devido
a maior producdo de marcadores epiteliais e menor quantidade dos marcadores

mesenquimais.

Para avaliar a resisténcia a drogas, por meio da viabilidade das células da
linhagem SCC-9 ZsG e suas subpopulagbes SCC-9 ZsG B1 e SCC-9 ZsG E1,
utilizamos o ensaio de MTT como descrito no item 4.6 desta dissertacdo. Nestes

experimentos, verificou-se que a reducéo da viabilidade celular ocorre de forma
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dose-dependente em todas as linhagens celulares aqui estudadas, frente ao

desafio com cisplatina ou TVB-3166.

Os efeitos da cisplatina foram estatisticamente significativos a partir de
doses mais baixas nas células SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG B1, o que ocorreu
somente com doses mais altas no fenotipo SCC-9 ZsG EL1. Isto ficou evidenciado
também nos valores de IC50, sendo necessaria uma concentracdo maior de
cisplatina para reduzir & metade o niumero de células SCC-9 ZsG E1 (36,71 uM),
quando comparado as células SCC-9 ZsG (22,88 uM) e SCC-9 ZsG B1 (20,98
MUM). Tais resultados sugerem que o fenétipo SCC-9 ZsG E1 é mais resistente a
cisplatina do que as outras células aqui estudadas. A cisplatina € uma droga
quimioterapica bastante conhecida e muito usada para o tratamento de varias
neoplasias malignas, incluindo o CCE oral e de cabeca e pescoc¢o (Dasari e
Tchounwou, 2014). Esta droga induz danos no DNA pela formacédo de adutos de
cisplatina-DNA, levando a parada do ciclo celular e apoptose (Cheng et al.,
2021). Segundo os achados da literatura, a expressdo de CD44 é inversamente
proporcional ao grau de resposta celular a quimioterapia com cisplatina e este
marcador € superexpresso em células quimiorresistentes derivadas de CCE de
cabeca e pescoco (Wang e Bourguignon, 2006; Roy et al., 2020), de pulméao
(Quan et al., 2019; Yin et al., 2020) e de bexiga (Hagiwara et al., 2018). Isto pode
ser comprovado pela inibicdo de CD44 por meio da perturbacéo da sinalizacéo
da sinalizacédo do Ca?* mediada pela fosfolipase C (Wang e Bourguignon, 2006),
por siRNA (Hagiwara et al., 2018; Quan et al., 2019; Yin et al., 2020) e com
tetrahidroisoquinolina (Roy et al., 2020), que aumenta a sensibilidade das células
a cisplatina. Células malignas de CCE de cabeca e pescoco (Noman et al., 2020)
de ovério (Latifi et al., 2011; Tayama et al., 2017; Akhter et al., 2018), de pulméo
(Alama et al., 2015) e de adenocarcinomas (Sun et al., 2018) positivas para
CD326 também parecem ser mais resistentes a cisplatina. Nossos resultados
estdo de acordo com estes achados, pois evidenciam que células positivas para
ambos os marcadores sao susceptiveis a cisplatina apenas em doses altas e

apresentam um maior valor de IC50.

Os efeitos do TVB 3166 também foram estatisticamente significativos com
doses um pouco mais baixas nas células SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG B1, enquanto

gue s6 houve significancia do ponto de vista estatistico com a maior dosagem
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estudada, no fendtipo SCC-9 ZsG E1. Consequentemente, os valores de IC50
foram altos nas trés linhagens aqui estudadas (SCC-9 ZsG B1 - 109 uM, SCC-9
ZsG - 74,95 uM e SCC-9 ZsG E1 - 98,84 uM). Desde a relativamente recente
atribuicdo de um papel oncogénico para FASN, esta enzima tem sido
considerada como um potencial alvo terapéutico para o tratamento do cancer
(Migita et al., 2009). Trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa ja
demonstraram as propriedades antitumorais/antimetastaticas do inibidor de
FASN orlistat em modelos experimentais de CCE oral e de melanoma (Agostini
et al., 2014, Bastos et al., 2017; Carvalho et al., 2008; Seguin et al., 2012). O
TVB-3166 € um inibidor de FASN, reversivel, potente e seletivo, disponivel por
via oral e com efeitos dose-dependentes observados entre 20 e 200 nM (Ventura
et al., 2015). Em nossas maos, TVB-3166 se mostrou altamente eficaz na
promocao da parada do ciclo celular e indugédo de morte celular, bem como na
modulacdo da migracéo e adeséao de linhagens celulares de CCE oral (Aquino
et al., 2020). Os resultados apresentados nesta dissertacdo mostram que 0S
fenotipos estudados, possivelmente CTC oriundas de CCE oral, mostraram-se
mais resistentes a este composto do que as células parentais SCC-9 ZsG.

Em resumo, os achados desta dissertagcdo mostram que dentre as células
estudadas, o feno6tipo SCC-9 ZsG Bl (CD44* /CD326°) tem maior potencial
proliferativo, adesivo e migratério, além de apresentar um perfil mais
mesenquimal e ser mais sensivel a cisplatina e ao TVB-3166, quando
comparadas a linhagem celular parental SCC-9 ZsG e ao outro fenotipo SCC-9
ZsG E1 (CD44°%/CD326"d") que, apesar de nao ter apresentado altas taxas de
proliferacdo, adesdo e migracao, parece também ser mais resistente as drogas

estudadas e possuir natureza epitelial.
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7 CONCLUSOES

7.1. As células SCC-9 ZsG B1 tém maior potencial proliferativo que as das
linhagens parental SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG E1.

7.2. A linhagem SCC-9 ZsG B1 possui maior capacidade de formar

colénias, em relacao as outras células estudadas.

7.3. A capacidade de adesdo ao miogel foi semelhante entre as células
estudadas.

7.4. A migracgao celular foi maior na linhagem SCC-9 ZsG B1 do que nas
linhagens SCC-9 ZsG e SCC-9 ZsG EL1.

7.5. As células do fenétipo SCC-9 ZsG E1 produzem menor quantidade
de vimentina, sugerindo uma natureza mais epitelial. A maior quantidade de
vimentina na linhagem SCC-9 ZsG Bl aponta para caracteristicas
mesenquimais. A producdo de FASN, E-caderina, N-caderina e Slug foi

semelhante nas trés linhagens celulares estudadas.

7.6. As células SCC-9 ZsG B1 sdo mais sensiveis a cisplatina e as células

parentais SCC-9 ZsG mais sensiveis ao TVB-3166.
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ANEXO 1 — VERIFICACAO DE ORIGINALIDADE E PREVENCAO DE PLAGIO

CARACTERIZAGCAO DE SUBPOPULAGOES DE CELULAS-TRONCO DO CANCER EM
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