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RESUMO

O carcinoma de células escamosas (CCE) oral é o décimo sexto tipo de neoplasia maligna
mais comum no mundo, com altos indices de recidiva e metastases. A sintese enddgena de acidos graxos
mediada pela enzima acido graxo sintase (FASN) tem se mostrado importante para a sobrevivéncia,
proliferacdo e emissdo de metastases no CCE oral. Um outro processo que tem se destacado
recentemente na patogenia das neoplasias malignas é a autofagia, com papel ainda controverso e pouco
conhecido no CCE oral. Assim, o presente trabalho objetivou estudar se o silenciamento da enzima
FASN teria alguma influéncia sobre a expresséo de genes relacionados a autofagia em células derivadas
de CCE oral. Isto foi realizado por meio de RT-PCR arrays contendo primers para a amplificacdo de
RNAm associados a autofagia. Foram estudadas 2 linhagens celulares de CCE oral: SCC-9 (como
controle) e SCC-9 shFASN-A4C (SCC-9 com modificacdo genética que silencia especificamente o gene
gue codifica FASN). Observamos no presente estudo que o silenciamento de FASN interferiu no
comportamento das células em cultura e na expressdo de diversos genes diretamente associados a
autofagia. Experimentos futuros serdo realizados para validar os resultados obtidos e entender o

mecanismo biologico que governa estas alteracoes.

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas oral. Acido graxo sintase. Autofagia.



ABSTRACT

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the sixteenth most common human malignant
neoplasm worldwide, with high rates of recurrence and metastasis. The endogenous fatty acid synthesis
mediated by the anabolic enzyme fatty acid synthase (FASN) has shown to be important for OSCC cell
survival, proliferation and metastasis. Another recently described biological process in the pathogenesis
of malignant neoplasms is autophagy, with a still controverse role in OSCC tumorigenesis. The aim of
this study was to understand how FASN silencing interferes with the expression of autophagy-related
genes in OSCC cells. This aim was carried out using RT-PCR arrays containing primers for the
amplification of autophagy-associated mRNAs from two OSCC cell lines: SCC-9 (as a control) and
SCC-9 shFASN-A4C (SCC-9 with FASN specific inhibition). The results here described suggest that
FASN knockdown changes some phenotypic characteristics the studied cells as well as modulates the
expression of several autophagy-related genes. Future experiments of the laboratory will validate these
results and elucidate some of the biological mechanisms that correlate FASN activity and autophagy.

Key words: Oral squamous cell carcinoma. Fatty acid synthase. Autophagy.
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1 INTRODUCAO

O CCE oral é o décimo sexto tipo de neoplasia mais comum no mundo, ocupando a quinta
posicao dos tipos de cancer que mais acometem a populacdo masculina no Brasil (GLOBOCAN, 2020;
Instituto Nacional de Cancer, 2022). Seu progndéstico é ruim em cerca de 50% dos casos e isto se deve,
principalmente, ao diagndstico geralmente tardio desta doenga (van der Waal, 2013). Mesmo se
tratando de uma neoplasia relativamente comum e com alta taxa de mortalidade, o CCE oral ainda
carece de biomarcadores validados para diagndstico e progndstico (Instituto Nacional de Cancer, 2022;
Pillai et al., 2021). Um processo catabdlico intracelular que tem ganhado recente destaque na
patogénese das neoplasias malignas € a autofagia, nas quais que parece ter um papel duplo: impedindo
aocorréncia de danos ao DNA e limitando o crescimento tumoral no processo inicial de carcinogénese,
e, em tumores avancados, favorecendo a sobrevivéncia das células malignas e o crescimento da massa
tumoral (Abd EI-Aziz et al., 2021; Cao et al., 2021). Por estas razdes, o processo de autofagia tem se
mostrado promissor na defini¢do de futuros biomarcadores prognoésticos para o CCE oral (Li et al.,
2021).

Outro processo intracelular que tem destaque no estudo de neoplasias malignas é a sintese
de &cidos graxos, mediada pela enzima FASN (Fhu e Ali, 2020), bastante estudada pelo nosso grupo
de pesquisa. Estudos prévios tém demonstrado que a alta atividade de FASN é favoravel para as células
neoplasicas, aumentando as taxas de proliferacéo e o processo de metastases (Fhu e Ali, 2020). Assim,
torna-se importante compreender os efeitos da inibicdo farmacologica de FASN no desenvolvimento
tumoral. Neste sentido, Agostini et al. (2014) estudaram os efeitos do farmaco orlistat em CCE oral in
vitro e in vivo. In vitro, observaram uma reducg&o na proliferacdo e migracéo de células SCC-9 ZsGreen
LN-1, além de induzi-las & apoptose e estimular a secre¢do de VEGFA16s, (Agostini et al., 2014). J&
in vivo, o tratamento com orlistat em CCE oral ortotdpico de lingua foi capaz de diminuir o volume e
as taxas de proliferacdo do tumor, além de reduzir em 43% o numero de linfonodos cervicais

acometidos por metéstases (Agostini et al., 2014).

Outros farmacos inibidores de FASN sdo cerulenina, C75, triclosan, TVB2640, dentre
outros (Fhu e Ali, 2020; Boelcke et al., 2022). Boelcke et al. (2022) estudaram os efeitos in vitro de
alguns dos inibidores supracitados sobre os processos de necrose e apoptose em células de CCE oral
da linhagem SCC-9. Estas células foram tratadas com o ICsy (concentracdo inibitoria média) destes
farmacos e observou-se que apenas parte delas se apresentaram-se positivas para Anexina V (indicador
de apoptose e apoptose tardia) ou Pi (iodeto de propidio, indicador de necrose) em citometria de fluxo,
0 que indica que outros processos de morte celular, como a autofagia, podem ser desencadeados pela
inibicdo farmacoldgica da FASN (Boelcke et al., 2022).
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Desta forma, o presente trabalho buscou compreender se FASN tem alguma influéncia
sobre o0 processo de autofagia. Isto foi realizado a partir de uma linhagem celular com silenciamento
genético especifico para FASN (SCC-9 shFASN-A4C), utilizando a linhagem SCC-9 parental como
controle. Estas células tiveram seu RNA extraido e, a partir dele, foram realizadas reac6es de RT-PCR
com primers de genes associados a autofagia, de modo a avaliar a expressdo génica destes nestas
linhagens celulares. Futuramente, estes resultados serdo validados por reacbes de western blotting e
imunofluorescéncia. Paralelamente aos experimentos supracitados, foram também realizados ensaios
de proliferacdo celular e reacdes de western blottting para LC3BI e LC3BII com proteinas extraidas
das linhagens celulares estudadas. Os ensaios de proliferacdo foram realizados para verificar diferencas
fenotipicas observadas em cultura da linhagem parental SCC-9 e a SCC-9 shFASN-A4C. As reagdes
de western blotting para LC3BI e LC3BII forneceram informacdes sobre o estado de ativagdo do
mecanismo de autofagia (Fhu e Ali, 2020).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER ORAL- CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS (CCE) ORAL

2.1.1 Estatisticas

“Cancer oral” é o termo utilizado para se referir de forma genérica as lesdes malignas que
acometem o epitélio de revestimento dos labios e da cavidade oral e que correspondem, em sua grande
maioria, ao carcinoma de células escamosas (CCE) oral, neoplasia mais comum nesta regido anatdmica
(cerca de 95% dos casos). Mundialmente, este € o décimo sexto tipo de neoplasia maligna mais
comum, representando cerca de 2% de todos os casos (GLOBOCAN, 2020). Para o ano de 2020,
estimaram-se 377.713 novos casos em todo 0 mundo, com taxa de mortalidade de 2,3% (GLOBOCAN,
2020). Ainda neste ano, o CCE oral foi classificado como o sétimo tipo de cancer mais comum na
populagéo brasileira (Instituto Nacional de Céancer, 2020). Para o triénio de 2023 a 2025, estima-se
15.100 novos casos de cancer da cavidade oral por ano no Brasil, com a previsao de que se mantenha
como o quinto tipo de cancer que mais acomete a populagdo masculina, com cerca de 10.900 novos
casos (Instituto Nacional de Cancer, 2023). No cenario mundial, india é o pais com maior prevaléncia
de céncer oral, estando o Brasil 8° lugar (GLOBOCAN, 2020).

2.1.2 Etiologia

O CCE oral tem etiologia multifatorial, ou seja, abrange desde fatores ambientais como
tabagismo (com e sem fumaga), etilismo, infecc@es virais por HPV16/18 (para os CCE de orofaringe)
e exposicdo a luz solar (para os casos de CCE de l&bio inferior), até fatores genéticos, que podem levar
a alguma predisposicao ao desenvolvimento da doenga (INCA, 2021; Bugshan e Faroog, 2020). Na
india, a alta prevaléncia do CCE oral esta associada ao habito cultural de mascar a folha de betel, com
ou sem tabaco e noz de areca, 0 que expBe cronicamente a mucosa oral a uma série de substancias

carcinogénicas e leva a um acimulo de mutagdes (Gupta e Johnson, 2014; Shah et al., 2012).

Além da natureza multifatorial do CCE oral, ainda se tem uma acdo sinérgica entre
tabagismo e etilismo, a qual aumenta em 35 vezes o risco para desenvolvimento da doenca (Hashibe
et al., 2007). Assim, é dificil determinar precisamente como cada fator atua no desenvolvimento deste
tipo de cancer (Reidy et al., 2011). O que se sabe até entdo é que, como supracitado, o alcool é um
fator etioldgico independente e um possivel mecanismo que explica isto é a formacédo de acetaldeido
pela oxidacdo do etanol, o qual age como metabdlito intermediario capaz de formar adutos de DNA
altamente mutagénicos (Stornetta et al., 2018; Hashibe et al., 2007). Outra possivel explicacdo é que

0 etanol age como solvente de agentes carcinogénicos, como 0s provenientes do tabaco,
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potencializando a penetracdo destes nas células de revestimento da cavidade oral (Kawakita e Matsuo,
2017).

Sabe-se também que o fumo de tabaco, com ou sem fumaca, pode levar a alteracdes no
sistema imunolégico, prejudicando sua resposta frente a patégenos e sua atividade antitumoral (Lee et
al,, 2012). Além disso, o tabagismo esta associado a um maior risco no desenvolvimento de lesbes
potencialmente malignas (Muthukrishnan e Warnakulasuriya, 2018). Estas lesGes podem ou néo
envolver algum grau de displasia e, a depender deste, a lesdo pode evoluir para um CCE oral invasivo
(Chamoli et al., 2021).

LesBes potencialmente malignas com algum grau de displasia podem também estar
associadas a alteragcBes genéticas, como delegdo em regiGes cromossdmicas (Salahshourifar et al.,

2014). Outras alteraces genéticas que levam a uma predisposicdo ao desenvolvimento de CCE oral
sdo mutacBes em genes, como 0 TP53, um gene supressor de tumor, ou em oncogenes como PIK3CA
(Desrichard et al., 2018; Batta e Pandey, 2019).

Por fim, existem infecgbes virais que atuam como cofatores associados ao
desenvolvimento do CCE oral, sendo elas as por Epstein Barr (associa¢do indireta por levar a certa
imunodeficiéncia), citomegalovirus, virus herpes simples tipo 1, além do ja citado papilomavirus

humano (Inchingolo et al., 2020).

2.1.3 Perfil de risco

Devido aos seus diferentes fatores etioldgicos, as caracteristicas epidemiolégicas do CCE
oral variam de acordo com idade, género, ocupacdo, localizagdo geografica, etnia e habitos dos
pacientes (Puram e Rocco, 2015). No entanto, durante muitas décadas, o perfil de maior risco esteve
bem definido como sendo o de um homem com mais de 50 anos, tabagista e/ou etilista (Alvarenga et
al., 2008). Isto vem se alterando nos ultimos anos, com um aumento preocupante dos casos de CCE
oral em mulheres com idade menor ou igual a 45 anos, mesmo na auséncia de tabagismo e etilismo,
ou com curto tempo de exposicdo a esses fatores de risco, sendo por esta razdo necessario um
entendimento mais profundo sobre a relacdo entre agentes etioldgicos, predisposicdo genética,

comportamento clinico e progndstico desta doenca (Coletta et al., 2020).

2.1.4 Apresentacao clinica

Clinicamente, o CCE oral pode se assemelhar a uma leucoplasia, eritroleucoplasia ou
eritroplasia, principalmente nas lesbes mais iniciais (Feller e Lemmer, 2012). Nas lesGes tardias e
maiores, geralmente se observa uma Ulcera com centro necrético e bordas elevadas e endurecidas,

podendo também se apresentar como uma massa exofitica de base ampla e superficie lisa a verrucosa
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(Feller e Lemmer, 2012). Inicialmente, o CCE oral costuma ser assintomatico, podendo evoluir, nos
casos mais avancados, para desde leve desconforto até dor intensa, assim comprometendo a fala,

mastigacdo ou até a degluticdo (Bagan et al., 2010; Neville e Day, 2002; Scully e Bagan, 2009).

Quando detectada uma lesdo na mucosa oral que perdure por mais de 3 semanas, é
imprescindivel que se faca uma bidpsia para exame histopatoldgico, de modo a diagnosticar

precocemente um possivel tumor maligno (Scully et al., 2008).

2.1.5 Caracteristicas histopatolégicas

O CCE oral é um tipo de cancer que se desenvolve a partir do epitélio escamoso
estratificado da cavidade oral (Tumuluri et al., 2002). Este desenvolvimento tem diferentes etapas e
dentre elas esta o aparecimento de lesdes potencialmente malignas (Rivera e Venegas, 2014). No
entanto, nem toda les@o potencialmente maligna evolui para tumor e, por isso, quando identificadas ao
exame intraoral, o diagndstico requer uma bidpsia para exame histopatoldgico (Ernani e Saba, 2015;
Neville e Day, 2002).

Para lesGes do tipo leucoplasia, podemos encontrar algum grau de displasia ao exame
histopatoldgico, seja ele leve, moderado ou avangado (pode também ser chamado de carcinoma in situ)
(Neville, 2009). Ja no caso das eritroplasias, estas possuem um alto potencial de malignidade e

comumente apresentam um grau mais avangado de displasia (Van der Waal, 2009).

O CCE oral apresenta-se microscopicamente como uma severa displasia que acomete
toda a porcdo do epitélio, desde a camada basal (Muller, 2018). Além disto, podem ser classificados
de acordo com o grau de diferenciagdo histologica em bem diferenciados (grau 1), moderadamente
diferenciados (grau 2) e indiferenciados ou pouco diferenciados (grau 3) (Almangush et al., 2020).
Tumores bem diferenciados contém células mais semelhantes as do tecido epitelial escamoso normal,
com padrdo solido, queratinizagdo e apenas algumas figuras de mitose (Anneroth et al., 1987; Lytle et
al., 2018). Por outro lado, as células dos tumores pouco diferenciados apresentam nucleos
hipercrométicos, vérias figuras mitéticas, pleomorfismo e baixo grau de queratinizagdo (Anneroth et
al., 1987; Lytle et al., 2018).

2.1.6 Caracteristicas moleculares

A transformacdo maligna requer alteracBes em genes conhecidos como supressores de
tumor e proto-oncogenes. AlteracGes estas envolvem tanto a inativacdo dos genes supressores de
tumor, como por exemplo o p53, quanto a ativacdo ou amplificagcdo dos proto-oncogenes, como 0 RAS
(Choy e Myers, 2008). Embora ja se tenha razoavel informacao sobre estes genes e seus respectivos

papéis na tumorigénese, incluindo-se no CCE oral, ainda ndo ha correlacdo direta entre a expressao
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destes, a progressdao tumoral e o prognéstico. Assim, encontrar um marcador molecular com
aplicabilidade clinica permanece como um grande desafio nas pesquisas envolvendo o CCE oral
(Gupta et al., 2016; Almangush et al., 2017).

No processo de formacao do tumor maligno, as células tumorais desenvolvem uma série
de capacidades biologicas denominadas de “hallmarks do cancer”. Estas caracteristicas asseguram a
manutencdo da malignidade destas células, além de servirem como uma forma de racionalizar as
complexidades de uma neoplasia. Algumas delas séo resisténcia a morte, escape da ac¢do de genes
supressores de crescimento, indugdo a angiogénese, dentre outros. Recentemente, Hanahan (2022)
destacou também caracteristicas como reprogramacao epigenética e senescéncia celular, por exemplo.
Compreender a fundo estas capacidades bioldgicas é fundamental para desenvolvimento de
tratamentos novos e eficientes contra as neoplasias malignas (Hanahan e Weinberg, 2011).

2.1.7 Diagnéstico e tratamento

O CCE oral apresenta a vantagem, frente a outros tipos de céncer, de permitir o
diagnostico precoce por meio de um exame clinico cuidadoso da cavidade oral. No entanto, apesar do
facil acesso anatdbmico, na maioria das vezes o diagndstico é tardio, devido ao desconhecimento da
populacdo acerca dos seus riscos e aspectos clinicos, ao fato do CCE oral ser assintomético quando
em seus estagios iniciais e, por fim, a postergacdo na procura por um cirurgido-dentista ou médico, por
medo ou falta de acesso aos servigos de satde (Bugshan e Faroog, 2020). Na literatura, estes fatores
sdo considerados a “primeira perda de tempo” no diagnodstico do CCE oral, sendo a “segunda”
dependente do conhecimento da equipe profissional e a “terceira” relacionada ao tempo necessario
para o inicio do tratamento, ap6s o diagndstico da doenca (Hadzic et al., 2017). Assim, ressalta-se
bastante a importancia do autoexame por parte da populacgdo e de uma boa formagéo dos profissionais
responsaveis pelo diagndstico do cancer oral (Hadzic et al., 2017). Portanto, a populacdo deve saber
quando buscar um profissional e este, fazer uma boa indicac&o de bidpsia. UlceracGes solitarias, com
aspecto eritroleucoplésico, histdria clinica mais longa que duas semanas, indolor, em ventre ou regido
lateral de lingua ou assoalho da boca, sdo indicaces para analise histopatoldgica, principalmente se
apresentar aspecto de “bordas elevadas” (Minhas et al., 2019; Mashberg et al., 1989). Além disto,
lesbes potencialmente malignas como leucoplasias, eritroplasias, queilites actinicas, leucoplasias
verrucosas proliferativas e liquen plano, devem ser acompanhadas e submetidas a biopsia se necessario
(Bugshan e Farooq, 2020).

Devido as dificuldades e atraso no diagndstico, o progndstico do CCE oral em 50% dos
casos é muito ruim, pois estagios avancados da doenca requerem tratamentos invasivos, complexos e
de maior impacto sobre a qualidade de vida do paciente, como a associagdo entre cirurgia e radioterapia

(se o tumor for operavel) ou radioterapia e quimioterapia (Warnakulasuriya, 2009; van der Waal, 2013;
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Yokota et al., 2020). Por vezes, em lesdes muito avangadas, é indicado apenas um tratamento paliativo
(Ghoshal et al., 2006).

2.2 A ENZIMA ACIDO GRAXO SINTASE (FASN)

2.2.1 O papel da FASN nas neoplasias malignas

A &cido graxo sintase (FASN) é um complexo multi-enzimatico que produz, a partir da
acetil-coenzima A (CoA) e de malonil-CoA, na presenca de NADPH, o palmitato (acido palmitico-
CisH320,). Este complexo tem uma série de papéis fisiolégicos, atuando no desenvolvimento
embrionario, na producdo de surfactantes em células do epitélio alveolar pulmonar, na regulacdo de
acidos graxos livres no figado, nas células-tronco neurais, onde tem papel importante na neurogénese,
dentre outros (Fhu e Ali, 2020; Knobloch et al., 2013). A regulacdo da FASN ocorre principalmente
em funcdo da falta ou presenca de esteroides, mediada por exemplo pela proteina de ligagcdo ao
elemento regulador de esteroides (SREBP, um fator de transcri¢cdo), por meio de um mecanismo de
feedback negativo (Fhu e Ali, 2020). H& também outros mecanismos de regulacdo, como a via
fosfatidilinositol-3'-quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT) (Fhu e Ali, 2020). Estas vias estdo
atuantes tanto em células normais quanto em células tumorais, no entanto, nas Gltimas a expressao de
FASN tem se mostrado independente da presenca ou nao de acidos graxos livres provenientes da dieta
(Fhu e Ali, 2020). Esta independéncia de uma regulagao externa explica o0 aumento da expressdo de
FASN em muitos tipos de cancer e, consequentemente, da lipogénese de novo, cujo produto principal
(palmitato) atua como precursor na sintese das membranas das células malignas e facilita sua
proliferacdo, sobrevivéncia e até mesmo a quimiorresisténcia (Agostini et al., 2014; Buckley et al.,
2017). De acordo, a alta expressao imuno-histoquimica de FASN esta aparentemente associada a um

pior prognéstico para os pacientes portadores de CCE oral (Silva et al., 2008).

2.2.2 FASN e CCE oral

Dentre os tipos de cancer em que a expressao de FASN estad aumentada, encontra-se 0
CCE oral. Em um trabalho de nosso grupo de pesquisa, Silva et al. (2008) confirmaram a existéncia
de uma correlacdo entre expressao imuno-histoquimica aumentada de FASN e caracteristicas
clinicopatol6gicas relacionadas a progressao e pior prognostico do CCE oral em lingua. Estes
resultados corroboram achados prévios dos mesmos autores (2004) e de Krontiras et al. (1999).
Pesquisas com outros tipos de cancer confirmaram que a inibicdo farmacoldgica de FASN reduz a
progresséao do ciclo celular (Kuhajda et al, 1994; Swinnen et al, 2003; Baron et al, 2004). De maneira
semelhante, no CCE oral, o blogueio da atividade de FASN reduz a proliferacdo, viabilidade e

migracdo celular, aumenta as taxas de apoptose e promove a diminuicdo do tamanho de CCEs de
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lingua e suas metastases para linfonodos cervicais em modelo ortotopico (Agostini et al., 2004;
Agostini et al., 2014; Aquino et al., 2020).

Como exposto, a expressdao aumentada de FASN em diversos tipos de neoplasias
malignas humanas a torna um alvo bastante promissor para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos (Flavin et al., 2010). Dentre os inibidores da FASN, temos a cerulenina e seu derivado
sintético C75, orlistat (ORL), triclosan (TCS), C93, TVB-3166, TVB-2640, dentre outros (Flavin et
al., 2010; Falchook et al., 2021). Estes compostos agem sobre dominios especificos da FASN, inibindo
etapas fundamentais na sintese de palmitato. Como exemplo, podemos citar 0 ORL, que se liga de
maneira covalente ao dominio tioesterase da FASN e desta forma, bloqueia sua atividade bioldgica
(Kridel et al., 2004). Em trabalho bastante recente de nosso grupo de pesquisa, Boelcke et al. (2022)
demonstraram que, na dependéncia do dominio catalitico farmacologicamente inibido, obtém-se
diferentes efeitos fenotipicos sobre uma linhagem celular derivada de CCE oral (SCC-9). Neste estudo,
0 TCS apresentou maior efeito sobre estas células, reduzindo a velocidade de progressdo do ciclo
celular, a capacidade de adesdo, de migracéo e de invasao, além de promover maiores taxas de morte
por apoptose, quando comparado ao C75 e ao orlistat. Em estudo anterior, também do nosso grupo,
realizado com modelos ortotopicos de CCE de lingua, padronizado com a linhagem metastatica SCC-
9 ZsGreen LN-1, o tratamento com ORL foi capaz de reduzir a proliferacdo e migracéo, de promover
morte celular por apoptose e de estimular a secrecdo de VEGFA165b (uma variante do fator de
crescimento endotelial vascular com propriedades inibitérias sobre a angiogénese). Observou-se
também diminuicdo do volume e da proliferagdo celular dos tumores primérios, o que culminou com
reducdo de 43% no nimero de linfonodos regionais acometidos por metéstases (Agostini et al., 2014).
Aquino et al. (2020), por sua vez, ao estudar o inibidor de FASN TVB-3166 nas linhagens celulares
SCC-9 ZsGreen e SCC-9 ZsGreen LN-1A, observaram que esta droga reduz significativamente a
viabilidade, migracdo e proliferacdo, impede a progressdo do ciclo celular, promove apoptose e
aumenta a adesdo as proteinas da matriz extracelular. Neste trabalho, os autores concluiram que a acéo
antitumoral de TVB-3166 é importante e que ha potencial de progressao para pesquisas clinicas. Ja o
TVB-2640 foi o primeiro inibidor de FASN a passar para a fase de testes clinicos, com um estudo em
humanos ja publicado com tumores sélidos (cancer de pulmdo de células ndo-pequenas com gene
KRAS mutado, cancer de ovario, coloretal, retal, de prostata, gastrico, cervical, de mama e tumores
mistos), o qual demonstrou, através de monoterapia e da associacdo com taxanos (paclitaxel e
docetaxel), que a inibicdo de FASN com TVB-2640 é eficiente e tem um perfil relativamente seguro,
com efeitos adversos reversiveis envolvendo pele e olhos, dentre eles, edema de cdrnea, queratite, irite,

uveite e eritrodisestesia palmar-plantar (Falchook et al., 2021; Clinicaltrials.gov:NCT02223247).
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2.3 AUTOFAGIA

2.3.1 O que é autofagia e como ela ocorre

A autofagia é um processo catabélico intracelular que envolve o direcionamento de
estruturas celulares para degradacdo nos lisossomos. Existem 3 tipos de autofagia, que diferem entre
si pela forma como os contetidos citoplasmaticos a serem destruidos chegam aos lisossomos: autofagia
mediada por proteinas chaperonas (chaperone-mediated autophagy- CMA), microautofagia e
macroautofagia, principal via autofagica. A macroautofagia, conhecida como simplesmente autofagia,
consiste na formacéo de vesiculas que podem envolver até organelas inteiras e que sdo direcionadas a
degradacgdo lisossomal (Parzych e Klionsky, 2014). Tal direcionamento ocorre por meio de um
envoltdrio delimitado por uma dupla camada de membrana denominado de autofagossomo, cuja
membrana externa se fusiona com a membrana lisossomal, resultando numa estrutura chamada de
autolisossomo. A membrana interna dos autofagossomos &, por sua vez, degradada pelas proprias

enzimas lisossomais (Yang e Klionsky, 2010).

De uma maneira geral, a autofagia pode ser dividida em seis etapas distintas e
sequenciais: a) iniciacdo/inducdo; b) enucleacdo; c) alongamento/expansdo do autofagossomo; d)
maturacdo do autofagossomo; e) fusdo do autofagossomo com o lisossomo; e f) degradacéo
propriamente dita do conteldo ja presente no limen lisossomal (Parzych e Klionsky, 2014). Cada uma
destas etapas é controlada por um grupo de genes relacionados a autofagia (autophagy-related genes-
ATGs) (Abd El-Aziz et al., 2021). A iniciacdo (Figura 1) decorre de estimulos internos ou externos a
célula, tais como estresse celular (estresse oxidativo, hipdxia, estresse do reticulo endoplasmatico,
danos no DNA), falta de nutrientes, agregados de proteinas danificadas ou malformadas, organelas
danificadas e infec¢es microbianas. Dependendo do estimulo desencadeador, podemos ter autofagia
em sua forma seletiva (como, por exemplo, mitofagia, ribofagia, pexofagia, reticulofagia ou
nucleofagia) ou ndo seletiva (Cao et al., 2021; Yoshii e Mizushima, 2015). Para que ocorra a autofagia
seletiva, a estrutura danificada emite sinais que induzem a formag&o do autofagossomo e este a envolve
através de receptores e ligantes especificos. J& no segundo tipo, estimulos externos (como falta de
nutrientes), levam a formagdo do autofagossomo, o qual envolve componentes citoplasmaticos que
estejam nas proximidades, destinando-os a degradacdo lisossomal (Nakatogawa, 2020; Jin et al.,
2013).
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Figura 1- Esquema simplificado da iniciagdo da autofagia.

Assim, de acordo com suas necessidades, a célula pode ativar um ou outro tipo de
autofagia. As autofagias seletiva e a ndo seletiva ocorrem de forma muito semelhante, pois ambas
envolvem a montagem do complexo Unc-51 like kinase (ULK) na etapa de iniciagdo do
autofagossomo. Na autofagia ndo seletiva, a inativacdo de TORCL1 e consequente formagdo de ULK
constituem o mecanismo chave para a iniciagdo. Na autofagia seletiva, os proprios mediadores do
reconhecimento do “cargo” selecionado para autofagia (sejam eles mais especificos, como NIX e Bcl2-
L-13 que sdo importantes para a mitofagia, ou menos especificos, como optineurin (OPTN),
SQSTM1/p62, NBR1 e NDP52), modulam a montagem dos complexos ULK, independentemente da
acdo de TORC1, pela interagdo com FIP200 (Turco et al., 2020; Nakatogawa, 2020).

A proteina FIP200 compde, juntamente com ULK-1 (ou ULK-2), ATG13 e ATG101, o
complexo ULK. A formagao de multiplos complexos ULK é uma etapa comum nas autofagias seletiva
e ndo seletiva, sendo imprescindivel para a iniciacdo da formacdo do autofagossomo. Além disto, estes

complexos recrutam outras proteinas ATG que dardo seguimento ao processo (Nakatogawa, 2020).

Uma vez formados os complexos ULK, ocorre ativa¢do do complexo PI3K (PI3K Classe
Il - complexo PI3K especifico da autofagia), composto pelos mediadores Vps34, p150, Beclina-1,
ATG14L e AMBRAL (Abd El-Aziz et al., 2021). Ambos os complexos supracitados se localizam
préximos a superficie do reticulo endoplasmatico, sendo o dominio omegassomo desta organela, o

doador dos lipidios que constituirdo o autofagossomo (Yla-Anttila et al., 2009; Nakatogawa, 2020).
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Figura 2 - Esquema simplificado das etapas de enucleagdo e
alongamento/expansédo da autofagia.

A partir deste ponto, inicia-se 0 processo de enucleagdo (Figura 2), com a formagédo do
fagoforo/pré-autofagossomo, uma estrutura que sofre expanséo, por intermédio de dois sistemas de
conjugacdo via ubiquitina: ATG12-ATG5-ATG16 e LC3 (Hamacher-Brady, 2012). A conjugacéao
deste complexo de proteinas ATGs se d& apoés a ativagdo de ATG12 por ATG7 e ATG10. Quando o
complexo se dissocia da membrana do fag6foro, forma-se uma vesicula de dupla membrana, que
recebe 0 nome de autofagossomo (Glick et al., 2010).

No sistema de conjugacao LC3, esta molécula é clivada por ATG4, formando LC3-1 que,
ao se conjugar com fosfatidiletanolamina (PE), passa a ser chamada de LC3-Il. Esta ultima, ao
contrario do complexo ATG 2 supracitado, permanece nas porgdes interna e externa da membrana do
autofagossomo apo6s sua formagao, participando da hemifusdo de membranas e da sele¢do do “cargo”
(material a ser degradado) (Nakatogawa et al., 2007). Como LC3-II tem sua sintese e processamento
aumentados durante a autofagia, ele é considerado como um potencial marcador para autofagossomos
(Abd El-Aziz et al., 2021). E importante ressaltar que o recrutamento e a integragio de LC3-11 no
fagdforo em expanséo é dependente do complexo ATG5-ATG12-ATG16 (Glick et al., 2010).
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Figura 3 - Esquema simplificado da etapa de fusdo da autofagia.

ULK-1, por sua vez, participa também da fusdo do autofagossomo com o lisossomo
(Figura 3). Quando em seu estado ndo fosforilado, ela recruta STX17 (membro da familia SNARE),
aumenta a afinidade desta Gltima para SNAP29 e promove a fusdo. Por outro lado, ULK-1 fosforilada
tem reduzida afinidade por STX17, o que reduz a fusdo entre o autofagossomo e o lisossomo (Wang
etal., 2018).

Para que ocorra a fusdo do autofagossomo com o lisossomo, é necessario que estas
estruturas estejam muito proximas. Em situacdo de falta de nutrientes, ocorre uma mudanga no pH
intracelular e os lisossomos se acumulam na regido perinuclear, onde estes e os autofagossomos
chegam com auxilio dos microtibulos. Uma vez proximos, a membrana externa do autofagossomo se
fusiona a membrana lisossomal, processo que s6 é completado apés a degradacdo da membrana interna
do autofagossomo e exposicao do seu contetdo ao limen lisossomal (Jahreiss et al., 2008). Para que
este processo ocorra, 3 categorias de ligantes sdo necessarias: HOPS, RAB7 e proteinas adaptadoras
gue conectam componentes do autofagossomo ou lisossomo (como LC3 e ATG12-ATG5) a ligantes
especificos (como complexo SNARE, RAB7 ou o proprio complexo HOPS), aumentando a
especificidade do processo. HOPS é um complexo proteico que interage com STX17 e favorece a
fusdo. Por fim, RAB7 é uma pequena GTPase que interage com fatores ligantes, aumentando a

especificidade da fusdo autofagossomo-lisossomo (Yu et al., 2018).

Durante seu trajeto até o lisossomo, 0 autofagossomo pode se fusionar com endossomos,
resultando nos chamados anfissomos (Berg et al., 1998). Esse processo faz parte da maturacdo do
autofagossomo (Zhao et al., 2021). Vale citar também a relacdo entre os processos de autofagia e
apoptose, 0s quais tém algumas proteinas em comum, como Beclina-1 e p53 (Kang et al., 2011;

Mrakovcic e Frohlich, 2018). Sabe-se que a autofagia pode favorecer a resisténcia de células malignas
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frente as quimioterapias existentes por bloguearem o processo de apoptose. Por outro lado, a inibicdo
da autofagia (por blogueio da via de sinalizacdo PISK/AKT/mTOR), tem se mostrado capaz de ativar

a apoptose e aumentar a sensibilidade de células malignas ao tratamento (Kondo et al., 2005).

2.3.2 Autofagia e CCE oral

A autofagia desempenha papel aparentemente ambiguo em diversos tipos de cancer,
dentre os quais o préprio CCE oral (Abd EI-Aziz et al., 2021). Ao mesmo tempo que apresenta
atividade supressora de tumor em seus estagios iniciais (limitando danos celulares e a instabilidade
gendmica por inducdo do processo de senescéncia), em estdgios mais avangados pode favorecer a
progressao tumoral, criando condicOes para que as células malignas sobrevivam mesmo sob acgdo de
diferentes agentes estressores (Abd El-Aziz et al., 2021). Assim, podemos considerar que tanto o
aumento, quanto a diminuicdo da atividade autofigica podem modular de formas distintas a
tumorigénese, dependendo do tipo celular e seu grau de anaplasia, no entanto, existem ainda muitas
lacunas no conhecimento sobre o papel da autofagia nas neoplasias malignas (Anderson e Sullivan,
2022).

Marcadores da autofagia tém sido estudados a partir de linhagens celulares de CCE oral
(Anderson e Sullivan, 2022). E imprescindivel que tais estudos envolvam analises quantitativas e
qualitativas destas moléculas, pois o LC3 (marcador mais usado para indicar autofagia), pode ser
encontrado na superficie dos autofagossomos em diferentes estagios, desde a sua iniciacdo até a
degradac&o lisossomal, e isso pode influenciar na analise dos resultados obtidos (Anderson e Sullivan,
2022). Outro fator que pode dificultar a interpretagdo dos resultados com o marcador LC3 é que seus
niveis também podem aumentar em situagdes de inibigcdo de degradacdo do autofagossomo, como na
presenca de inibidores lisossomais (Yoshii e Mizushima, 2017). Além disto, LC3 pode também ser
incorporada em agregados proteicos, 0s quais podem ser confundidos com estruturas autofagicas se a

analise se limitar & microscopia de fluorescéncia (Yoshii e Mizushima, 2017).

Como exemplo da autofagia como favorecedora da progressao do CCE oral, Tang et al.
(2015) relacionaram o aumento da proteina ATG16L (que participa do alongamento da dupla
membrana do autofagossomo) com uma menor sobrevida e fen6tipo mais agressivo do tumor em
pacientes portadores de CCE oral. Tem sido relatada também uma forte associacdo entre a expressao
imuno-histoquimica de LC3Il e P62, com um progndstico ruim para pacientes com CCE oral (Liu et
al., 2014; Terabe et al., 2018). Quanto a acdo supressora de tumor, Xie et al. (2018) inibiram
diretamente mTOR, o que permitiu livre formacéo de complexos ULK, e observaram uma inibigéo na
proliferacdo celular em linhagens celulares de CCE de cabega e pesco¢o (SCC-9, SQ20B e A253).
Kim et al. (2012), a partir do tratamento com curcumina em células de CCE oral (linhagem YD10B),

demonstraram acdo antitumoral por induzir tanto a apoptose como a autofagia. Ap6s o tratamento, 0s
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autores encontraram aumento da conversdo de LC3I para LC3II, que é um marcador para a formacéao

de autofagossomos.

2.3.3 Autofagia e FASN

Recentemente, estudos in vitro tém confirmado uma relacdo entre autofagia e a enzima
FASN em células de diversos tipos de cancer, como por exemplo nas células de cancer de mama
(Huang et al., 2019). Estas células, assim como as do CCE oral apresentam altas taxas de lipogénese
(Huang et al., 2019; Walz et al., 2018). Neste sentido, partindo de resultados prévios que confirmaram
que ainibicdo da FASN por alfa-mangostin induz a apoptose e sabendo também que existe uma relagéo
entre esta via de morte celular, estresse do reticulo endoplasmatico e autofagia, Huang et al. (2019)
validaram estas informacgBes associando o alfa-mangostin a inibicdo do estresse do reticulo
endoplasmatico e da autofagia (Li et al., 2014). Como resultado, observou-se um aumento na inducao
a apoptose, confirmando a correlagéo entre estas vias (Huang et al., 2019).

Além disso, Yan et al. (2021) estudaram a correlagdo entre autofagia e sintese de acidos
graxos endogenos a partir de linhagens de células de adenocarcinoma de pulméo e carcinoma de
células escamosas de pulmdo. Para isto, utilizaram de resultados prévios com células de cancer de
pulmao de células ndo pequenas, os quais validavam que o sulforafano tem capacidade de inibir a
autofagia e ativar a via apoptoética nestas células (Hu et al., 2018). Buscando compreender o porqué
desta inibi¢do, Hu et al., (2018) comprovaram que o sulforafano tem uma a¢&o indireta sobre a FASN
e que isto leva a danos na membrana plasmatica e na morfologia da mitocéndria (Yan et al., 2021).
Estes danos na mitocondria podem levar a um acimulo de ROS e consequentemente, de mitocéndrias

danificadas, o que ativa a via apoptoética da célula (Yan et al., 2021).

Como citado no item 2.2.1, a via PI3BK/AKT atua na regulacéo da FASN e é também uma
das principais vias associadas a ativacdo da autofagia, juntamente ao mTOR (Fhu e Ali, 2020; Xu et
al., 2019). Em osteossarcomas, foi observado que uma ativacao da via PI3K/AKT tem uma correlagéo
positiva com a superexpressdo de FASN (Wang et al. 2014). Além disto, evidéncias sugerem que
substancias que tenham como alvo a via PI3K/AKT interferem na autofagia e podem, por isto, suprimir

o0 crescimento tumoral (Xu et al., 2019).

Por fim, é importante ressaltar que nosso grupo de pesquisa, ao tratar células SCC-9 com
diferentes inibidores farmacolégicos de FASN nas concentracgdes relativas ao seu IC50 (concentracdo
inibitoéria média), observou que apenas parte das células pdde ser identificada pela marcacdo com
Anexina V (indicador de apoptose e apoptose tardia) ou Pi (iodeto de propidio, indicador de necrose)
em citometria de fluxo (8,83% com C75, 5,14% com ORL e 22,62% com triclosan) (Gréafico 1). Em
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conjunto, estes resultados indicam que outros processos de morte celular, como por exemplo a

autofagia, podem ser desencadeados pelos inibidores da atividade de FASN (Boelcke et al., 2022).
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Gréfico 1- Porcentagem de células positivas para Anexina
V (apoptose e apoptose tardia) e Pi (necrose) por
citometria de fluxo apds tratamento com
diferentes inibidores de FASN em suas
respectivas 1C50.

Fonte: Boelcke et al., 2022.
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3 PROPOSICAO

3.1 PROPOSICAO GERAL

Avaliar se a enzima FASN tem algum papel sobre a expressdo de genes relacionados ao

processo de autofagia em linhagens celulares de CCE oral.

3.2 PROPOSICAO ESPECIFICA

Avaliar, por meio da técnica de gRT-PCR, a expressdo de genes associados a autofagia
nas células SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURA CELULAR

4.1.1 Cultura celular para extracdo de RNA

Nesta pesquisa utilizamos 2 linhagens celulares: SCC-9 (American Type Culture
Collection) e SCC-9 shFASN-A4C (que derivam das células SCC-9 por serem transduzidas com
plasmideo short hairpin FASN).

Estas células foram cultivadas em frascos plasticos de 75 cm? (Corning, EUA) com meio
de cultura DMEM/F12 (Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab,
Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (succinato sodico de hidrocortisona- Eurofarma, Brasil) e
solucdo antimicética e antibidtica (Invitrogen) diluida na proporcdo de 1:100 a 37°C, sob atmosfera
contendo 5% de CO; e 95% de umidade. Atingidas confluéncias de aproximadamente 70%, 0s meios
de cultura foram removidos, as células lavadas com PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, pH
7,4) e posteriormente incubadas com tripsina-EDTA (0,25%) a 37°C por no maximo 5 minutos, até a
liberacéo total das células do assoalho dos frascos (determinada por visualizacdo em microscopio de
contraste de fase). Para interromper a agdo da tripsina, foram adicionados 10mL de meio de cultura
enriquecido com 10% de FBS, criando desta forma uma suspensao de células que foi transferida para
tubos estéreis de 15mL (Kasvi, Brasil), os quais foram centrifugados a 900 xg durante 3 minutos. Apds
a centrifugacéo, foram removidos os sobrenadantes e os pellets entéo ressuspendidos em 5mL de meio
de cultura contendo 2% de FBS. Com isso, foi possivel a contagem das células em cAmara de Neubauer
e o replaqueamento em novos frascos de cultura celular. Os meios de cultura foram substituidos a cada

48 horas e todos os procedimentos realizados dentro de cabine de fluxo laminar.

O padrdo de confluéncia celular definido para a realizagdo das extracdes de RNA e
reacOes de western blotting foi de 70%, nos frascos plasticos de 75 cm? (Corning, EUA). Como as
linhagens celulares estudadas apresentam diferentes comportamentos em cultura, foram utilizadas
quantidades distintas de células no momento do plaqueamento (para realizarmos as extragdes de RNA
total apds 48 horas, foram utilizadas 1,5 x 10° células para a linhagem SCC-9 e 3,7 x 10° células para
a linhagem SCC-9 shFASN-A4C).

4.1.2 Cultura celular para reagdo de western blotting com kit LC31-LC3llI

O protocolo utilizado para manutencéo das células em cultura foi o mesmo citado no item
4.1.1. Neste experimento, foram utilizadas 6 placas de cultura 10cm? (Biofil, China) para cultivo das

duas linhagens celulares aqui estudadas. Foram 5 placas contendo a linhagem parental SCC-9 (p.47),
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uma contendo apenas meio de cultura DMEM/F12 (Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de FBS
(Cultilab, Brasil) e outras 4 tratadas ou ndo com Triclosan (TCS) em concentracBes decrescentes a
partir do 1C50 do TCS (1x IC50; 0,5; 0,25 e 0) previamente calculado por nosso grupo de pesquisa
(10,93 pg/mL para o tempo de 24 horas) (Boelcke et al., 2022). O TCS foi usado como controle
positivo para autofagia, ao passo que o0 DMSO ¢ o veiculo desta droga. Para a linhagem SCC-9
ShFASN-A4C (p. 14) utilizou-se apenas 1 placa contendo apenas meio de cultura DMEM/F12
(Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de FBS (Cultilab, Brasil).

Foram 5 dias corridos de experimento em cultura celular, segundo o Quadro 1.

Quadro 1- Cronograma seguido para cultura celular das linhagens SCC-9 p.47 e SCC-9 shFASN p. 14 para
western blotting com kit LC3I-LC3lI.

SSC-9 SCC-9 shFASN
(p- 47) (p. 14)

Dial  Plaqueamento de 8.10° células em cada Plaqueamento de 2.10° células em 6mL de
placa (5) em 6mL de meio de cultura meio de cultura DMEMF12 + 10% FBS.
DMEMF12 + 10% FBS.

Dia2  Carenciamento de FBS.

Dia3 - 6mL de meio de cultura DMEMF12 + 6mL de meio de cultura DMEMF12 + 2%
2% FBS; FBS.

- Tratamento dos controles com as

concentracdes de TCS citadas no item 4.1.2.
Dia4 | Registro fotografico com microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti).
Dia5 - Registro fotografico com microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti).

- Congelamento de pellets celulares obtidos para preparagdo de extratos proteicos

4.2 EXTRACAO DE PROTEINAS, QUANTIFICACAO E REACOES DE WESTERN
BLOTTING

4.2.1 Para avaliar a expressédo de FASN

No momento das extracBes de RNA total das linhagens estudadas, foram congelados 2
pellets para cada uma delas, a partir de frascos de cultura mantidos nas mesmas condic¢des de cultura
celular (meio DMEMF12 + 2% FBS e 70% de confluéncia). Para isto, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas a 900 xg por 3 minutos, os sobrenadantes removidos e os pellets ressuspendidos em 1mL
de PBS. Este conteudo foi transferido para frascos do tipo eppendorf de 1,5mL, os quais foram

centrifugados novamente por 3 minutos a 900 xg a 4°C. Em seguida, os sobrenadantes foram
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removidos e as amostras armazenadas a -80°C. Para a extracdo de proteinas, adicionou-se a cada um
destes pellets 70uL de tampéo de lise contendo 1g sacarose, 500uL de NP40, 1mL de Tris/HCI 1M,
6,85 mL de NaCl 1M, 5 mL de glicerol e 200uL de EDTA 5mM, e inibidores de protease 7x
concentrado em proporcao de 8,5:1,5 (Complete Mini Cocktail, Roche Diagnostics — Mannheim,
Alemanha) e, ap0s agitacdo em vortex por 3 vezes de 10 segundos, com intervalo de 10 minutos em
gelo, os sobrenadantes foram coletados, transferidos para outros tubos e imediatamente armazenados
a -80°C. Para quantificacdo da concentracdo de proteinas de cada amostra, utilizou-se 0 método de
Bradford (Bradford, 1976), com o reagente de Bradford (Bio-Rad, EUA) em um espectrofotdmetro
Spectronic Unicam Genesys com ajuste para 595 nm.

Trinta microgramas de cada extrato proteico foram separados em géis de poliacrilamida-
SDS a 8%, transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher e Schuell, Keene, NH)
e corados com Ponceau S (Sigma) para verificacdo da qualidade da eletroforese e da transferéncia. Em
seguida, as membranas foram blogueadas com leite em p6 desnatado a 5% diluido em Tris-HCI pH
7,6, contendo 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween-20 (TBST), e receberam 0s anticorpos primarios
especificos contra FASN (diluidos a 1:3000, para detectar bandas de aproximadamente 265kDa) e
contra beta-actina (diluidos a 1:10.000, para detectar bandas ao redor de 42kDa). Feito isto, as
membranas foram lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase, diluidos a 1:1.000 em TBST. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas e
as reacOes reveladas com sistema de detecgdo (ECL detection kit, Amersham Pharmacia Biotech,

Arlington Heights, IL), seguindo-se as instru¢Ges do fabricante.

4.2.2 Para avaliar a expresséo de LC3l e LC3lII

No quinto dia (descrito no Quadro 1) foram congelados os pellets de células obtidos a
partir de cada uma das placas em cultura. Para isto, as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 900
Xg por 3 minutos, os sobrenadantes removidos e os pellets ressuspendidos em 1mL de PBS. Este
conteudo foi transferido para tubos do tipo eppendorf de 1,5mL, os quais foram centrifugados
novamente por 3 minutos a 900 xg a 4°C, os sobrenadantes removidos e as amostras armazenadas a -
80°C. Para a extracdo de proteinas, foram adicionados a cada um deste pellets 70uL de tampao de lise
contendo 1g sacarose, 500uL de NP40, 1mL de Tris/HCI 1M, 6,85 mL de NaCl 1M, 5 mL de glicerol
e 200uL de EDTA 5mM, e inibidores de protease 7x concentrado em proporc¢do de 8,5:1,5 (Complete
Mini Cocktail, Roche Diagnostics — Mannheim, Alemanha), os tubos vortexados por 10 segundos por
3 vezes, com intervalo de 10 minutos em gelo, os sobrenadantes coletados e transferidos para outros
frascos do tipo eppendorf e imediatamente armazenados a -80°C. Para quantificagdo de proteina de
cada amostra, utilizou-se 0 método de Bradford (Bradford, 1976), com o reagente de Bradford (Bio-

Rad, EUA) em um espectrofotdmetro Spectronic Unicam Genesys com ajuste para 595 nm.
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Cinguenta microgramas de cada extrato proteico foram separados em géis de
poliacrilamida-SDS a 10%, transferidos para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher e
Schuell, Keene, NH) e corados com Ponceau S (Sigma) para verificagdo da qualidade da eletroforese
e da transferéncia. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado a 5%
diluido em Tris-HCI pH 7,6, contendo 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween-20 (TBST), e receberam os
anticorpos primarios especificos contra LC3BI e LC3BIIl (Abcam 51520), diluidos a 1:3000, para
detectar bandas de aproximadamente 15kDa, e contra gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH,
Cell Signaling 14C10), a 1:1000, para detectar bandas ao redor de 37 kDa. Feito isto, as membranas
foram lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase, diluidos
a 1:1.000 em TBST. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas e as reacGes reveladas
com sistema de detecgdo (SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate Thermo 34580),
seguindo-se as instrucfes do fabricante.

4.3 EXTRAGOES DE RNA TOTAL, GEIS PARA AVALIAR A QUALIDADE DOS RNAS
OBTIDOS E CONVERSAO PARA CDNAS

4.3.1 ExtracOes de RNA total e quantificacdo em equipamento Nanodrop

Como supracitado, a extracdo de RNA foi realizada apenas quando as células atingiram
uma confluéncia de 70% em frascos plasticos de 75 cm? (Corning, EUA). Portanto, a escolha do
momento da coleta das células e extracdo do RNA total foi principalmente o estado de confluéncia e

ndo somente o tempo de cultivo.

Atingidas as confluéncias celulares de cerca 70%, adicionou-se 1,5 mL de reagente Trizol
em cada frasco de cultura, o que foi seguido de agitagdo suave por 15 minutos. Posteriormente, as
solucbes foram homogeneizadas e transferidas para tubos eppendorf de 2mL, aos quais foram também
adicionados 300pL de cloroférmio. Estas misturas foram agitadas manualmente por 30 segundos e,
em seguida, deixadas em repouso por 3 minutos a temperatura ambiente. Apds o repouso, 0s tubos
foram centrifugados a 4°C e 11.652 xg durante 15 minutos. Esta etapa de centrifugacéo resulta em 3
diferentes fases, das quais foram coletadas cuidadosamente apenas as fases transparentes, que foram
em seguida transferidas para tubos eppendorf de 1,5 mL. A estes tubos foram adicionados 750 pL de
isopropanol, o que foi seguido de nova homogeneizagdo manual, lenta e delicada, por 30 segundos. A
mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, quando os tubos foram centrifugados a
4°C e 11.652 xg por mais 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e aos pellets obtidos foi
adicionado 1 mL de etanol a 75% gelado, seguido de nova centrifugacdo a 4°C por 5 minutos, desta
vez a 7.903 xg. Neste momento, todo o etanol foi removido, mantendo cuidadosamente os pellets nos

fundos dos tubos até a secagem completa.
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Apbs a secagem (por cerca de 30 minutos), foram adicionados 20 pL de agua
DNA/RNAse-free para a dissolucdo dos RNAs totais obtidos e os tubos colocados imediatamente no
gelo para posterior leitura em aparelho Nanodrop (2000C, Thermo Scientific). As leituras foram
realizadas adicionando-se 2uL de &gua DNA/RNAse-free no leitor como “blank”. Em seguida, foram
adicionados 2uL das amostras de cada RNA total para as avaliacBes das concentragdes e razbes. Por
fim, as amostras de RNA total foram imediatamente armazenadas em freezer -80°C. Cada purificacdo

de RNA foi feita em duplicata.

4.3.2 Géis para avaliacdo da qualidade dos RNAs totais obtidos

Agarose (0,65¢g) foi diluida em 5mL de 10X FA buffer com 45mL de agua MiliQ
autoclavada. Ap6s homogeneizacéo, a suspenséo foi levada ao forno de micro-ondas por cerca de 45
segundos, para a completa dissolugdo da agarose. Em seguida, 900uL de formaldeido foram
adicionados e, ap6s a mistura completa, esta solucdo foi vertida no suporte do aparato de eletroforese,
onde recebeu 5L do corante gel Red e, finalmente, foi encaixado o pente. Apos a solidificacdo (cerca
de 30 minutos), o pente foi removido e o gel cuidadosamente inserido na cuba de eletroforese. Feito
isto, adicionou-se 0 RNA running buffer (FA Buffer 1X) e aguardou-se mais 30 minutos para
estabilizacdo.

As amostras foram preparadas em tubos de 600pL, adicionando-se 2uL de RNA Loading
dye, 8uL de agua RNA/DNAse-free e 2ug de cada amostra de RNA total, os quais foram
homogeneizados delicadamente. Dez microlitros de cada amostra recém preparada foram adicionados
em cada poco do gel e a eletroforese iniciada com a fonte ajustada para 100V, durante 40 minutos.
Apos finalizacdo da corrida, os géis foram analisados e documentados em aparelho fotodocumentador

(Uvitec, Cambridge).

4.3.3 Conversao dos RNAs totais em cDNAS

Para a conversdo dos RNAs totais em moléculas de cDNA, foi utilizado o kit RT2 First
Strand (Qiagen), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Primeiramente foi preparada a
solugdo para eliminagdo de tragos DNA gendmico, como mostrado na Tabela 1, adicionando-se, em

sequéncia, a &gua RNAse-free, o tampédo GE e, por fim, a amostra de RNA total (0,5 pg).

Tabela 1- Componentes da solucdo para eliminagdo de DNA gendmico (kit RT2 First Strand, Qiagen).

Leitura Nanodrop  RNA (uL) Agua RNAse-
Linhagem celular (ng/ul) Buffer GE (uL) free (uL)
SCC-9 p.42 1928,5 0,26 2 7,74

SCC-9 shFASN A4C p. 9 1752,6 0,28 2 7,72
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Cada uma das amostras foi suavemente misturada por pipetagem e, em seguida, foram
brevemente centrifugadas. A seguir, cada tubo foi incubado por 5 minutos a 42°C e imediatamente
colocado no gelo por 1 minuto, quando receberam 10uL de mistura de transcri¢do reversa, preparada

de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2- Reacdo de transcricdo reversa (kit RT2 First Strand, Qiagen).
Volume para 2

Componente reagoes (ML)
Agua RNAse-free 6
5X Buffer BC3 8
Control P2 2
RE3 mix de transcriptase reversa 4
Volume total 20

Fonte: Elaborada a partir de protocolo disponivel em www.giagen.com,
referente ao kit RT2 Profiler PCR Array (96-Well Format,
namero de catalogo 330231 PAHS-084ZA).

Os tubos contendo a mistura de eliminacdo de DNA genémico e de transcricdo reversa
foram incubados em equipamento termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems)
de forma sequencial a 42°C por 15 minutos e 95°C por 5 minutos. Por fim, foram adicionados 91uL
de 4gua RNAse-free a cada tubo, misturando-se por pipetagem. As amostras foram armazenadas em
freezer -20°C.

4.4 REACOES DE RT-PCR

As reacdes de RT-PCR foram preparadas a partir do master mix RT2 SYBR Green
(Qiagen) de acordo com protocolo do fabricante, uma vez que utilizamos placas de 96 pogos contendo
primers para amplificacdo de genes especificos para autofagia da mesma empresa (RT2 Profiler PCR
Array, Qiagen). Para isto, 0 master mix RT2 SYBR Green foi brevemente centrifugado para trazer o
contetdo para o fundo do tubo. Em seguida, foi preparada a mistura de componentes de PCR em um

tubo de 5mL, de acordo com a Tabela 3.


http://www.qiagen.com/
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Tabela 3- Preparo da amostra para PCR (kit RT2 First Strand,

Qiagen).
Componente Volume (pL)
Mastermix 2x RT2 SYBR Green 1350
Amostra de cDNA 102
Agua RNAse-free 1248
Volume total 2700

Fonte: Elaborada a partir de protocolo disponivel em
www.giagen.com, referente ao kit RT2 Profiler PCR
Array (96-Well Format, nimero de catalogo 330231
PAHS-084ZA).

A reacdo de RT PCR para a linhagem SCC-9 shFASN-A4C p.9 foi realizada a partir da
distribuicdo dos componentes acima no RT2 PCR Array (25uL da mistura em cada pogo). A seguir, a
placa foi selada com filme adesivo Gptico do proprio fabricante e centrifugada por 1 minuto a 1000xg
em temperatura ambiente para remog&o de possiveis bolhas de ar e levada imediatamente para o gelo,
enquanto se realizava a configuracdo do programa de ciclagem de PCR no termociclador LightCycler
480 (Roche). Ajustada a configuracdo do programa, de acordo com as instrugdes do fabricante (Quadro
2), a reacdo de RT-PCR foi realizada.

Quadro 2- Configuragéo do programa de ciclagem de PCR realizado, de acordo com as instrucdes do fabricante
(Qiagen) para o termociclador Roche Light Cycler 480.

Program Target | Acquisition Hold Ramp Acquisition Sec Step Step
(°C) mode (hh:mm:ss) rate (per °C) target size delay
(°C/s) °C) (°C) | (cycles)
Heat 95 None 00:10:00 44 - 0 0 0
activation
(1 cycle)
PCR 95 None 00:00:15 1.5 - 0 0 0
Cycling 60 Single 00:01:00 1.5 - 0 0 0
(45 cycles)
Melt Curve 60 None 00:00:15 4.4 - - - -
(1 cycle) 95 Continuous - 0.03 20 - - -

Fonte: Elaborado a partir de protocolo disponivel em www.giagen.com, referente ao kit RT2 Profiler PCR Array
(96-Well Format, nimero de catdlogo 330231 PAHS-084ZA).

Os valores de Ct (“cycle threshold”) obtidos com a reagdo de RT-PCR variaram de O a
40 e, para organizéa-los em uma escala de 0 a 10, dividimos todos estes valores por 4. Em seguida, 0s
subtraimos do valor de 10 e os ordenamos de forma decrescente quanto & expressao génica. Estes
valores foram entdo comparados aos dados in silico da expressdo dos mesmos genes aqui estudados

na linhagem celular parental SCC-9 (controle), extraidos do portal DepMap (Broad Institute-
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www.depmap.org). Este banco publico de dados bioldgicos foi utilizado para contornar a falta dos
dados do RT-PCR array realizado com as células SCC-9 (controle), os quais foram perdidos por
problemas técnicos. Neste banco, os dados estdo expressos em TPM (transcritos por milhdo) e foram
organizados em uma escala de 0 a 10, em ordem decrescente de expressdo. A partir destas
comparagdes, realizou-se a selecdo dos genes que serdo utilizados nas proximas reaces de RT-PCR
de validacdo. Os genes selecionados foram aqueles se apresentaram nos extremos opostos no Heat
Map (Figura 13) das duas linhagens celulares (SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C) e que fazem parte da
via principal da autofagia (Figura 14).

4.5 ENSAIOS DE PROLIFERAGAO CELULAR

Cada ensaio de proliferagéo teve duracdo de 1 semana. No primeiro dia, foram plagueadas
1,25x10% células de cada linhagem estudada em pogos de placas de 96 pogos, com 250uL de meio de
cultura DMEM-F12 com 2% de FBS. Estas células foram incubadas por 24 horas e, apés este periodo,
passaram por 24 horas de carenciamento com meio de cultura DMEM-F12 sem FBS, com 0 objetivo
de deixar semelhantes os ciclos celulares. No terceiro dia, 0 meio de cultura sem FBS foi substituido
por um meio de cultura DMEM-F12 enriquecido com 2% de FBS, aguardou-se mais 24 horas, e
iniciaram-se as contagens sucessivas nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Para cada contagem, as
células de pocos referentes foram tripsinizadas como descrito anteriormente no item 4.1.1, com
diferencas nos volumes de PBS (200uL), tripsina (80pL) e de meio de cultura DMEMF12 + 10%FBS

para ressuspender as células (250uL) e contadas em cAmara de Neubauer.
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5 RESULTADOS

5.1 CULTURA CELULAR, EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS, E
REACOES DE WESTERN BLOTTING

5.1.1 Western blotting para avaliar a producdo de FASN nas células SCC-9 e SCC-9 shFASN-
A4C.

Na Figura 4 pode-se observar registros fotograficos das linhagens celulares estudadas
neste projeto. Observa-se uma morfologia semelhante entre elas, principalmente entre a linhagem
parental SCC-9 e a SCC-9 EVB, com um aspecto poligonal. No entanto, a linhagem parental SCC-9
possui algumas células mais fusiformes e que tendem a crescer em ninhos, o que ndo é tao evidente na
SCC-9 EVB. Além disto, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C possui células que variam de aspecto
poligonal a arredondado.

Figura 4 - Registros fotogréaficos das linhagens celulares SCC-9 EVB (p.13), SCC-9 (p.44) e SCC-9
shFASN-A4C (p.17) durante cultura celular para padronizacéo de confluéncia. Microscopia
de contraste de fase, aumento original 40X.

A partir da observagdo dos diferentes comportamentos em cultura das linhagens celulares
estudadas neste projeto de pesquisa, bem como para confirmar a redugéo da producéo da enzima FASN
nas células SCC-9 shFASN-A4C, foram inicialmente realizadas reacbes de western blotting com
anticorpos especificos para esta enzima (Figura 5, parte superior).

EVB p.13 shFASN shFASN ShFASN ¢ccq

p.17  p.10 p.6
FASN> - —— === <250kDa
B-actin > - v ——" mmm < 50 kDa

Figura 5 - Western blotting para avaliar a produgdo de FASN nas diferentes
linhagens celulares estudadas no presente projeto.
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Esperava-se que a linhagem SCC-9 EVB, construida para ser o controle negativo por
portar o vetor vazio, apresentasse expressdo de FASN semelhante as células SCC-9. No entanto, como
observado no resultado representativo da Figura 5, a SCC-9 EVB mostrou producdo baixa de FASN,
embora ainda um pouco maior do que a encontrada nas células SCC-9 shFASN-A4C. Este fato pode
sugerir alguma falha ou efeito secundério e indesejado em consequéncia ao processo de transducéao
pelo qual esta linhagem celular foi submetida. Desta forma, optamos por ndo mais utiliza-la como
controle no presente trabalho. Para esta finalidade, trabalhamos somente com a linhagem SCC-9

parental, que produz grande quantidade da enzima FASN (Figura 5).

Por outro lado, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C apresentou, como esperado, as menores
taxas de producdo da enzima FASN, o que se manteve até a passagem maxima avaliada (p.17, Figura
5). Com este grau de silenciamento do gene que codifica FASN, esperava-se que a capacidade de
adesdo destas células estivesse comprometida, baseando-se em resultados obtidos em estudo prévio de
nosso grupo de pesquisa. Estes resultados mostraram que a inibicdo farmacolégica de FASN com TCS
reduz de forma dose-dependente a adesdo das células SCC-9 a placas de cultura previamente
sensibilizadas com fibronectina ou colageno tipo | (Boelcke et al., 2022). Curiosamente, comparando-
se com a linhagem celular parental SCC-9, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C parece aderir a superficie
dos frascos plasticos de 75 cm? (Corning, EUA) com maior facilidade, além de crescer mais
rapidamente e atingir maiores confluéncias em menor tempo. Com o objetivo de investigar melhor as
caracteristicas fenotipicas decorrentes do silenciamento de FASN, padronizamos ensaios de

proliferagdo celular.

Partindo da observacdo do comportamento das duas linhagens celulares trabalhadas em
cultura, optou-se por reduzir a concentragdo de FBS para 2%, de acordo com dados prévios do nosso
grupo e de outros pesquisadores (Aquino et al., 2020; Pascual et al., 2017), com o objetivo de atenuar

as diferencas de comportamento entre as linhagens SCC-9 shFASN-A4C e SCC-9.

5.1.2 Avaliagéo da producéo de LC3I e LC3II nas linhagens celulares estudadas

Jin et al. (2020) demonstraram em células de melanoma da linhagem A375 que o TCS
pode induzir a autofagia. Também, Wang et al. (2018) demonstraram em macrofagos da linhagem
Raw264.7 que o tratamento com TCS aumenta a razdo LC3II/LC3I e a formacdo de autofagossomos,
o que indica um aumento da atividade autofagica. Neste sentido, este composto foi utilizado como
controle positivo para este experimento, em 3 diferentes concentra¢des. Na Figura 6 podemos observar
os registros fotograficos dos dias 4 ¢ 5 de cultura celular da linhagem SCC-9, que manteve seu aspecto
padrdo poligonal com algumas células de aspecto mais fusiforme. Também, pode-se observar que as
células ndo tratadas com TCS ou tratadas com seu IC12,5 tiveram um aumento na confluéncia tanto

no dia 4 como no dia 5, o que ndo ocorreu nas células tratadas com TCS em seu IC25 ou IC50.
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| DMEMFI12 |
| +2%FBS

Dia 5

Figura 6 - Registros fotograficos referentes aos dias 4 e 5 da cultura celular da linhagem SCC-9 para o
experimento de western blotting para LC3l e LC3II. Microscopia de contraste de fase, aumento
original 40X.

Na Figura 7 pode-se observar os registros fotograficos dos dias 4 ¢ 5 da cultura celular da
linhagem SCC-9 shFASN-A4C. Nota-se que estas células sdo capazes de atingir maiores confluéncias

em menor periodo de tempo e que apresentam morfologia que varia de poligonal a arredondada.

DMEMF12 +
2% FBS

Figura 7 - Registros fotogréaficos referentes aos dias 4 e 5 da cultura
celular da linhagem SCC-9 shFASN-A4C para o
experimento de western blotting para LC3l e LC3Il.
Microscopia de contraste de fase, aumento original 40X.

Na Figura 8 pode-se observar o resultado do experimento de western blotting para LC3BI
e LC3BII. Seu objetivo é fornecer informacédo sobre a atividade autofagica nestas linhagens celulares,
uma vez que estudos prévios definem o LC3B como um importante marcador de autofagia, embora se
deva ter cautela na interpretacéo dos resultados (Anderson e Sullivan, 2022; Mizushima e Yoshimori,
2007). Observa-se, nesta figura, que as células SCC-9 shFASN-A4C parecem acumular LC3BI (banda
superior), portanto, devem estar mais preparadas para iniciar o processo de autofagia do que as células
parentais SCC-9, nas quais esta banda proteica é mais fraca. No entanto, um estudo mais detalhado do
processo de conversao de LC3BI para LC3BII nas células SCC-9 shFASN-A4C sera necessario para
0 melhor entendimento deste ponto.
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shFASN SCC-9 DMSO IC125 IC25 IC50

— ———
15KD > | men — —

< LC3B (1:3000 #Abcam 51520)

VKD P ————— < GAPDH (1:1000 #Cell Signaling 14C10)

Figura 8 - Western blotting para LC3BI, LC3BII e GAPDH referente as linhagens celulares e
tratamentos apresentados no Quadro 1. IC12,5, IC 25 e IC 50 s&o referentes as doses
de TCS utilizadas para tratar as células SCC-9.

5.2 EXTRAGOES DE RNA TOTAL, LEITURA EM NANODROP E ANALISES EM

GEIS DE QUALIDADE

As extragbes de RNA foram feitas quanto atingida confluéncia celular de
aproximadamente 70% para as linhagens estudadas, como demonstra a Figura 9.

Figura 9 - Padréo de confluéncia determinado para a extracdo de RNA total das
linhagens celulares estudadas (SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C).
Microscopia de contraste de fase, aumento original 40X.

Observamos nitidamente diferencas fenotipicas entre as células parentais e as que tiveram
a producdo de FASN silenciada. Enquanto a linhagem SCC-9 manteve-se crescendo no formato de
ninhos de células poligonais ou fusiformes, as células SCC-9 shFASN-A4C apresentam aspecto
poligonal ou arredondado. Os RNAs totais extraidos das linhagens celulares aqui estudadas tiveram a

concentragdo estimada em equipamento Nanodrop (2000C, Thermo scientific), com os valores obtidos
exibidos na Tabela 4.



39

Tabela 4 - Resultados das leituras em aparelho Nanodrop para os RNAs totais extraidos de 2 linhagens
celulares estudadas (SCC-9 shFASN-A4C p.9 e p.18, e SCC-9 p.42).

# Sample ID User name  Date and Time  Nucleic Acid Conc. Unit| A260 A280 260/280 260/ 230|Sample Type Factor
1 Patologia  10/07/2023 16:07:33 |-0,4 ng/ul|-0,010 |-0,003 3,20 0,65 RNA 40,00
2 (Reblank) |Patologia |10/07/2023 16:08:00 0,2 Ing/pl 0,005 0,001 |5,24 0,92 |RNA 140,00
3 | sHFASNP.9 Ipatologia  110/07/2023 16:12:07 1752,6 Ing/ul|43,816/22,426 1,95 1,68 [RNA 140,00
4 | sHFASN P.18 |Patologia  |10/07/2023 16:15:49 2237,1 ng/ul|55,92729,607 1,89 1,34 [RNA 40,00
5 sccop.a2 |Patologia |10/07/2023 16:18:55 1928,5 Ing/ul|48,213/24,465 1,97 1,65 [RNA 140,00

Em seguida, realizou-se a andlise subsequente de qualidade dos RNAs totais obtidos por
meio de corrida em geéis de agarose, com os resultados mostrados na Figura 10. Nesta figura pode-se
observar a excelente qualidade de todas as amostras de RNA purificadas, que ndo apresentam sinais
de degradacdo. Desta forma, pudemos partir para a proxima etapa do nosso trabalho, que consiste nas
reacoes de RT-PCR para anélise dos genes relacionados ao processo de autofagia. Este foi o padrdo

de qualidade seguido também para as amostras de replicata.

SCC9 SCC9 shFASN
p-42 p.9 p-18

Figura 10- Analise dos RNAs totais purificados em gel de
agarose. Cada canaleta do gel contém 1
micrograma de RNA total.

5.3 REACAO DE RT-PCR

Apos a concluséo da reagdo de RT-PCR (RT2 Profiler PCR Array, Qiagen) para o cDNA
da linhagem SCC-9 shFASN-A4C (p.9), obtivemos a Tm (temperatura de melting, Figura 11) e o Ct
(“cycle threshold”, Figura 11) de cada um dos genes presentes na placa. A Tm das amostras variou
entre 60 e 85 °C e o Ct entre 19 e 40 ciclos, sendo 0s genes mais expressos representados pelos menores
valores de Ct. A seguir, os valores dos Cts obtidos foram organizados em um Heat Map na escala de
0 a 10, em ordem decrescente de expressdo (Figura 12), para que desta forma fosse possivel a

comparacdo destes resultados com os valores selecionados dos dados obtidos in silico referentes a
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linhagem parental SCC-9 (extraidos da plataforma DepMap, Broad Institute — www.depmap.org) e

apresentados em TPM (transcritos por milhdo).

S 135921
2 115921}
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Figura 11- Gréficos fornecidos pelo software do equipamento Light Cycler 480 (Roche) para Tm (fluorescéncia
x temperatura) e Ct (fluorescéncia x nimero de ciclos).
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Figura 12 - Heat Map da expressao dos genes relacionados a autofagia estudados neste trabalho para as linhagens
celulares SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C (ordem decrescente: vermelho = muito expresso, preto =
moderadamente expresso, verde= pouco expresso). Os valores apresentados para a linhagem SCC-9
sdo provenientes de dados in silico expressos em TPM (transcritos por milhdo) disponiveis na
plataforma DepMap (Broad Institute- www.depmap.org). Os valores para a linhagem SCC-9
shFASN-A4C foram obtidos a partir das reacGes de RT-PCR array, realizadas no presente trabalho.
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Os genes selecionados para as préximas rea¢Ges de RT-PCR de validacdo, foram
escolhidos por estarem nos extremos opostos dos dois Heat Maps e por apresentarem terem papel
direto dentro da via principal da autofagia. Sdo eles SQSTM1/p62 (com papel principal na etapa de
iniciacdo da autofagia, Figura 13A); ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10 e MAP1LC3B (com papel
principal nas etapas de enucleagdo, alongamento e expansdo da autofagia, Figura 13B) (Campisi et al.,
2022; Glick et al., 2010; Hamacher-Brady, 2012; Nakatogawa, 2020; Turco et al., 2020). O gene
SQSTM1/p62 foi o Unico dos selecionados que apresentou alta expressdo na linhagem parental SCC-
9 e baixa expressdo na linhagem SCC-9 shFASN-A4C. Os demais genes selecionados estdo mais
expressos na linhagem SCC-9 shFASN-A4C.

Embora o gene ATG9A ndo apareca em destaque na via principal da autofagia (Figura
13), optamos por manté-lo na lista dos selecionados, pois participa da formagéo do autofagossomo e
foi sugerido por Tang et al. (2013a) como um biomarcador prognostico importante para pacientes com
CCE oral.

INICIACAO: ENUCLEACAO + ALONGAMENTO/ EXPANSAO:
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Figura 13- Esquema adaptado das fases de iniciag¢do, enucleacéo e alongamento/ expanséo da autofagia, com os
genes selecionados destacados em vermelho. A) Etapa de iniciagdo da autofagia, com destaque no
gene selecionado SQSTM1/p62. B) Etapas de enucleacdo e alongamento/ expanséo da autofagia, com
destaque nos genes ATG5, ATG10, ATG4A, LC3I e LC3II (estes dois ultimos correspondentes ao
MAP1LC3B).

5.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

As duas linhagens celulares estudadas neste projeto exibem comportamentos muito

distintos em cultura. Enquanto a linhagem parental SCC-9 deva ser semeada em grandes quantidades,
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levando mais tempo para aderir as placas de cultura, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C requer uma
menor gquantidade de células para atingir a mesma confluéncia num dado intervalo de tempo. Assim,
visando compreender melhor estas observacBes, foram conduzidos ensaios de proliferacdo, em
triplicata. No Gréafico 2 pode-se observar o resultado destes ensaios, apos plaqueamento inicial de
12.500 células, em placas de 96 pocos. Pode-se observar que a linhagem SCC-9 shFASN-A4C
prolifera mais rapidamente do que a linhagem parental SCC-9, embora apenas nos periodos de 72 e 96
horas estes valores sejam estatisticamente significativos (p<0.05). Nos periodos anteriores (24 e 48
horas) os valores ndo apresentaram significancia estatistica. Estes experimentos validam as

observacdes prévias durante o manejo destas duas linhagens celulares.
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Gréfico 2- Proliferacdo das células SCC-9 e SCC-9 shFASN-
A4C ap6s 24, 48, 72 e 96 horas de
acompanhamento. As células foram contadas em
camara de Neubauer, em cada periodo avaliado. O
grafico representa a média de trés experimentos
independentes. * p< 0.05, Teste T pareado.
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6 DISCUSSAO

FASN é a enzima anabdlica responsavel pela sintese enddgena de &cidos graxos
(Kuhajda, 2000; Menendez e Lupu, 2007). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa tém
demonstrado que FASN atua de forma importante na patogénese do CCE oral, pois suas células
apresentam expressdo aumentada desta enzima, em comparacdo com o epitélio adjacente
morfologicamente normal (Silva et al., 2008). O presente trabalho utilizou uma linhagem celular
previamente modificada em nosso laboratorio para silenciar o gene que codifica FASN, denominada
de SCC-9 shFASN-AA4C, a qual, depois de isolada, apresentou comportamento distinto do esperado.
Trabalhos prévios de nosso grupo demonstraram que a inibi¢cdo de FASN com triclosan (TCS) reduz
de forma dose-dependente a adesdo das células SCC-9 as proteinas de matriz extracelular fibronectina
e colageno tipo | (Boelcke et al. 2022) e que o bloqueio da atividade de FASN com orlistat e TVB-
3166 diminui a proliferacdo, viabilidade e migracdo das mesmas células (Agostini et al. 2004, 2014 e
Aquino et al. 2020). Ao contrario destes consistentes achados anteriores, observamos no inicio da
presente pesquisa, ao cultivar a linhagem SCC9 shFASN-A4C, que ela requer uma menor quantidade
de células ao plaqueamento para atingir a mesma confluéncia que a linhagem parental SCC-9, em um
mesmo periodo de tempo. Para confirmar estes achados, realizou-se ensaios de proliferagdo celular
cujos resultados foram de encontro com o inicialmente observado, pois a linhagem SCC-9 shFASN-
A4C mostrou taxas de proliferacéo significativamente maiores do que as da linhagem parental SCC-9
(Gréfico 2).

Com o objetivo de obter resultados preliminares sobre a atividade autofagica das duas
linhagens celulares aqui estudadas, foram realizadas reacfes de western blotting para detec¢do das
isoformas LC3BI e LC3BI|I, proteinas que participam da fase de enucleacdo e expansao da autofagia
(Abd El-Aziz et al., 2021). Embora bastante interessante, a interpretacdo destes resultados deve ser
realizada com cautela, uma vez que LC3BII tem maior imunorreatividade que LC3BI, além do fato de
que os niveis de LC3BII variam de acordo com a atividade da via de degradacdo lisossomal
(Mizushima e Yoshimori, 2007). Para elucidar este ultimo ponto, serdo realizados a seguir, por nosso
grupo de pesquisa, experimentos com o inibidor de degradacéo lisossomal hidroxicloroquina. Até
entdo, podemos concluir que a linhagem SCC-9 shFASN-A4C produz maiores quantidades (ou entdo
acumula) de LC3BI (Figura 8), 0 que pode indicar que a fase de conjugacdo do processo de autofagia
tenha sido iniciada, embora ndo esteja evidente a sua conversao para LC3BII, indicativa de formagéo
do autofagossomo (Abd El-Aziz et al., 2021).

Além disto, resultados altamente indicativos de que a atividade da enzima FASN modula
a autofagia vieram dos ensaios de RT-PCR (RT2 Profiler PCR Array, Qiagen) com primers especificos
para genes relacionados as vérias etapas da autofagia, realizados com RNA total da linhagem SCC-9

shFASN-A4C. E importante salientar aqui que nossa proposta inicial foi analisar por meio de RT-PCR
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a expressao dos genes relacionados a autofagia também nas células parentais SCC-9, experimento que
foi executado, mas, por problemas técnicos, seus resultados ndo puderam ser extraidos corretamente
do software de analise do aparelho de PCR. Os resultados do ensaio de RT-PCR das células SCC-9
shFASN-A4C esta resumido no Heat Map ilustrado na Figura 12. Para contornar a falta dos resultados
de RT-PCR com RNA total da linhagem parental, decidimos por extrair dados in silico de expressdo
génica da linhagem SCC-9 (disponiveis no site DepMap Portal- www.depmap.org e expressas em
TPM) (Figura 12). Embora cientes de que estes valores ndo podem ser comparados de maneira
quantitativa, realizou-se andlise qualitativa, comparando as posi¢Ges ocupadas por cada transcrito,
organizados em ordem decrescente de expresséo. O estudo dos Heat Maps obtidos (Figura 12) sugere
que a expressdo dos genes relacionados a autofagia é bastante diferente nas duas linhagens celulares
estudadas. De modo a validar esta observacdo e compreender se estas diferencas estdo ligadas ao
silenciamento de FASN, seréo realizados na sequéncia deste trabalho novos ensaios de RT-PCR com
primers especificos para 6 genes da via principal da autofagia, os quais apresentaram as maiores
diferencas de expressdo em nossas analises entre as linhagens SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C. Sao eles:
SQSTM1/p62, ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10 e MAP1LC3B.

Como citado anteriormente, o produto do gene SQSTM1/p62 participa do processo de
iniciacdo da autofagia, sendo capaz de se ligar a MAP1LC3B e a proteinas ubiquitinadas,
direcionando-as até o autofagossomo (Liu et al., 2018). No presente trabalho, observou-se que o
SQSTM1/p62 estd mais expresso na linhagem parental SCC-9 do que na linhagem SCC-9 shFASN-
A4C. Alguns trabalhos tém associado a expressdo deste gene a um pior progndstico para o CCE oral
(Bortnik e Gorski, 2017; Liu et al., 2014). Porém, Liu et al. (2018), apds estudarem CCEs de diferentes
sitios da cavidade oral, observaram associagdo entre o gene SQSTM1/p62 e menor sobrevida,
associacdo que ndo foi observada em tumores de lingua, dos quais a linhagem parental SCC-9 é
derivada (Liu et al., 2018).

A proteina correspondente ao gene MAP1LC3B tem papel bem definido na etapa de
alongamento do autofagossomo (Abd El-Aziz et al., 2021). Em nossos resultados, observa-se que ha
maior expressdo de MAP1LC3B na linhagem SCC-9 shFASN-A4C do que na linhagem parental. Esta
é uma informacdo que deve ser analisada futuramente com detalhes, pois a alta expressdo deste gene
tem sido associada a uma maior agressividade do CCE oral e a um pior prognostico (Lai et al., 2018;
Liu et al., 2014).

As proteinas correspondentes aos genes associados a autofagia (ATGs) tém papel na via
classica do processo. ATG4, ATG5 e ATG10 participam da etapa de alongamento do autofagossomo,
sendo indispensaveis para a conversao de LC3 em LC3I e LC3II (Abd El-Aziz et al., 2021). Todos
estes genes estdo mais expressos de forma significativa na linhagem SCC-9 shFASN-A4C, segundo

nossos dados. Pode-se associar estes achados ao estudo de Tang et al. (2013b), no qual a alta expresséo
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de ATGS5 foi associada a graus mais avancados de CCE oral, além de maior volume tumoral e
metéastases linfonodais, embora sem correlagdo estatistica com progndstico. Estes achados contrastam
aqueles descritos no estudo de Weng et al. (2014) mostrando que um aumento de ATG4 e ATG5 pode
estar associado a uma inibicdo da proliferacdo, migracdo e invasdo tumoral, enfatizam a necessidade

de melhor se compreender o papel da autofagia na patogenia do CCE oral.

O gene ATGY9A, embora raramente relatado como participante da via classica da
autofagia, tem papel importante na expansao e alongamento do autofagossomo (Tang et al., 2013a).
Tang et al. (2013a) estudaram a expressdo deste gene em tumores primarios de CCE oral e observaram
que a presenca de ATG9A no citoplasma das células tumorais pode ser um biomarcador independente
de prognostico, recorréncia e sobrevivéncia dos pacientes com esta doenga. No presente trabalho, este
gene também apresentou alta expresséo na linhagem SCC-9 shFASN-A4C.
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7 CONCLUSOES

Baseando-se no que se tem na literatura cientifica até o presente momento sobre autofagia
e CCE oral, os achados deste trabalho sdo promissores e podem auxiliar na compreensdo do papel da
sintese enddgena de 4cidos graxos no processo de autofagia nas células desta neoplasia. Estes
resultados necessitam ainda de confirmacdo com novas reacGes de RT-PCR para cada um dos
transcritos selecionados, de forma individual, e também com reacBes de western blotting e de

imunofluorescéncia com anticorpos especificos para 0s seus respectivos produtos proteicos.

De maneira especifica:

a) As reacOes de western blotting para LC3BI e LC3BII mostram acimulo de LC3BI na
linhagem SCC-9 shFASN-A4C, indicando que a autofagia pode estar ativada.

b) A linhagem celular com silenciamento genético de FASN tem um comportamento em
cultura celular diferente da linhagem parental SCC-9, do qual se destaca a alta taxa
de proliferacéo.

c) O transcrito oriundo do gene SQSTM1/p62 foi mais expresso nas células parentais,
a0 passo que os transcritos provenientes dos genes ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10
e MAP1LC3B foram mais expressos na linhagem SCC-9 shFASN-A4C.
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ANEXOS

ANEXO 1 - VERIFICACAO DE ORIGINALIDADE E PREVENCAO DE PLAGIO

INFLUENCIA DO SILENCIAMENTO DA ENZIMA ACIDO GRAXO
SINTASE (FASN) SOBRE A EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS
A AUTOFAGIA EM CELULAS DERIVADAS DE CARCINOMA DE

CELULAS ESCAMOSAS (CCE) ORAL.
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ANEXO 2 - COMISSAO INTERNA DE BIOSSEGURANCA

. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
@C[B]{) [=(0/® FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA > he

Comissio Interna de Biosseguranca

APROVAGAO PARA ATIVIDADES EM CONTENGAO COM ORGANISMOS
GENETICAMENTE MODIFICADOS E DERIVADOS NB-1

OF-ClBio — 002/2023
Piracicaba, 18 de dezembro de 2023.

Pesquisador(a) responsavel: Edgard Graner

Prezado(a) Professor(a),

Informamos que seu Requerimento de Autorizagdo para Afividades em Contencgio
com OGM e seus Derivados, para realizagdo do projeto intitulado “A influéncia da enzima
acido graxo sintase (FASN) sobre a expressao de genes associados a autofagia em células
derivadas de carcinoma de células escamosas (CCE) oral.”, identificado como n® 002/2023
foi analisado e aprovado pela ClBio - FOP/UNICAMP. Este projeto devera ser executado
nos laboratérios credenciados para trabalho com OGM e derivados NB-1 previstos no
projeto, durante o periodo de vigéncia de 01/06/2023 a 31/03/2024, conforme o©
requerimento aprovado. O parecer de aprovacgao € encaminhado em anexo.

Informamos que como responsavel por este projeto, estara sob sua responsabilidade:

1. Assegurar a plena capacitagdo da equipe de trabalho e o cumprimento das resolugtes
normativas da CTNBio.

2. Manter toda a documentagdo sobre o projeto e sobre a capacitagdo da equipe de
trabalho em arquivo de pronto acesso, para visitas e inspegbes pela ClBio -
FOPR/UNICAMP e/ou 6rgaos competentes.

3. Comunicar a ClBio - FOP/UNICAMP através de novo requerimento, eventuais alteragbes
no projeto, na equipe de trabalho ou de seu local de realizagao.

4. Encaminhar a ClBio - FOP/UNICAMP, o relatorio das atividades deste projeto em
formulario especifico no més de fevereiro de cada ano efou quando do encerramento do
projeto.

Solicitamos ainda que utilize o nimero de identificagdo do requerimento aprovado em

mensagens ou documentos impressos, para encaminhar seus relatdrios ou eventuais

solicitagdes de alteragao.

Atenciosamente,

Prof. Dr. ﬁ\ntﬁnio Pedro Ricomini Filho
Presidente ClBio - FOP/UNICAMP
e-mail: cibiofop@unicamp.br

Tel. (19) 2106-5712

Faculdade de Odontologia de Piradcaba da UNICAMP
Av. Limeira, 901 / Piracicaba - 5P - CEP — 13414-903
Telefone: (019)2106.5355 - Fax [19) 2106-5218 ouw (19) 3421-0144 - www fop unicamp br



ANEXO 3 - INICIACAO CIENTIFICA

R FAPESP Y SAGe

VISUALIZAGAO DE DESPACHO

Pracesso 2022/16712-9

Linha de Fomente  Programas Regulares / Bolsas / No Pais / Iniciagao Cientifica - Fluxo Continuo
Situacdo Em Execucdo

Vigéncia 01/06/2023 a 31/03/2024

Beneficiario Giulia Marchioreto Pagotta

Responsavel Edgard Graner

Vincule Institucional

do Pr Faculdade de Odontologia de Piracicaba/FOR/UNLCAMP

Influéncia do silenciamento da enzima acido graxo sintase (FASN) sobre a expressdo de
Titulo genes associados & autofagia em células derivadas de carcinoma de células escamosas (CCE)
oral.

Folha de Despacho
Datas do Despacho

Emitido em : 271072023

Objetos de analise

Objeto de analise Data de Submissao Resultado
Relatorio Cientifico 1 10/10/2023 Aprovado

Observacdes / Transcrigdes / Frases

Observacies ao Responsdvel
Comunicameos gue o Relatdric Cientifico relative ao processo acima referide foi analisada pela assessoria cientifica da
FAPESP

A transcricio do parecer estd sendo enviada exclusivarmente ao orientador, sendo de sua responsabilidade
compartilhar as partes que considerar relevantes com o bolsista, o qual receberd uma copia desta mensagem,

Para visualizar o despacha, por favor, acesse o Sisterna SAGe (www.fapesp.br/sage), clique no menu Processos/Maus
Processas & em Mais Informagdes/Despachos.

Atenciosamente,

Marcio de Castro Silva Filho
Diretor Cientifico

Frases para o Responsavel
Mdo ha frases assocladas.

Transcricdo de Parecer para o Responsavel
Parecer das Coordenacdes

O relatdrio apresenta resultados de abordagens experimentais realizadas pela aluna depois de um treinamento
inicial. As técnicas aprendidas sdo diversas e relacionadas a obtencdo dos primeiros resultados do projeta. Participou
de evento regional com apresentacdo do seu trabalho no formato de posten

A aluna manteve um desempenho multo bom na graduagdo com CR de B6% semelhante ao semestre anterior. O
orientador avalia seu desermpenho como muite bom.

Frases para Termo de Outorga

N&do hé frases associadas.
Relatério Cientifico 1 (Aprovado)

Compromisso 10/10/2023
Periodo Relacionado 01/06/2023 a 10/10/2023
Situagao Atendido

60



