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RESUMO

PRUNES, Bianca de Bem. Analise da atividade migratéria das células de linhagem
de carcinoma espinocelular de boca em um microambiente acido. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagéo) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2016.

Ampliar nosso conhecimento sobre as contribuigbes do microambiente tumoral a
carcinogénese ¢é fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. O microambiente tumoral é caracterizado por baixos niveis de oxigénio,
diminuigao dos nutrientes disponiveis e um pH tecidual acido. Ja foi demonstrado que o
pH extracelular de tumores malignos bucais € acido e esta acidez tumoral esta
relacionada a maior incidéncia de metastases. Portanto, o objetivo deste estudo é
avaliar a capacidade de migracdo de células de carcinoma espinocelular bucal
expostas a um microambiente acido. Foram comparadas células de linhagens de
carcinoma espinocelular bucal (SCC-4) expostas ao meio de cultura acido (pH 6,8) com
células mantidas em um pH normal (7,4). A capacidade de migracao apds exposi¢céo
ao meio de cultura acido foi avaliada por ensaio de cicatrizagao de ferida e por analises
temporais em videos de time lapse. Os ensaios foram realizados em triplicata e
analisados por um unico observador cego. Os resultados apresentaram distribuicdo
paramétrica e foram analisados pelo teste ANOVA. O percentual de fechamento da
area da ferida nas células expostas ao meio acidificado por até 14 dias foi maior (p=
0,0211) quando em comparagédo com as células mantidas em meio neutro. No ensaio
de time lapse, observamos maior velocidade média (p= 0,0023) e maior meédia de
distancia (p= 0,0025) percorrida pelas células mantidas em pH 6,8. Conclui-se que a
exposi¢cao a um microambiente acido aumenta a capacidade de migragao de células de
linhagens de carcinomas espinocelulares bucais.

Palavras-chave: Céncer bucal. Acidez tumoral. Invas&do tumoral. Migragdo.
Metastases.



ABSTRACT

PRUNES, Bianca de Bem. Migratory behavioral analysis of oral squamous
carcinoma cell line in an acidic microenviroment. 2016. Final Paper (Graduation in
Dentistry) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2016.

Expand our knowledge regarding the contributions of the tumor microenvironment to
carcinogenesis is crucial for the development of new therapeutic strategies. The tumor
microenvironment is characterized by low oxygen levels, reduced nutrient availability
and an acidic tissue pH. It has been demonstrated that the extracellular pH of oral
malignant tumor is acidic and this acidity is related to higher incidence of metastases.
Therefore, the aim of this study is to evaluate the migration ability of oral squamous cell
carcinoma cells exposed to an acidic microenvironment. OSCC cell lines (SCC-4)
exposed to acid culture medium (pH 6.8) were compared with cells maintained at a
normal pH (7.4). The migratory behavior after exposure to the acid culture medium was
evaluated by the wound healing assay and by time lapse analysis on videos. All the
assays were performed in triplicate by a single blinded observer. The results showed
parametric distribution and were analyzed by ANOVA test. The area of the wound
closure percentage for cells exposed to the acidified medium for up to 14 days was
greater (p= 0.0211) when compared to cells maintained in the neutral pH. In the time
lapse assay, we observed higher average velocity (p= 0.0023) and increased mean
distance (p= 0.0025) covered by cells maintained at pH 6.8. We conclude that the
exposure to an acidic microenvironment enhances cell migration ability of oral
squamous cell carcinoma line (SCC-4).

Key-words: Oral cancer. Tumor acidity. Tumor invasion. Metastasis.
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1 ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

Considerado um problema de saude publica importante, o cancer é uma das
principais causas de morte da populagdo mundial e estima-se que suas taxas de
incidéncia cresceram em 20% na ultima década e projeta-se o diagnostico de mais
de 27 milhdes de novos casos no mundo até o ano de 2030 (WARNAKULARUSUYA
et al., 2010; INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2016). De acordo com os ultimos dados do Instituto Nacional do Cancer, no
Brasil surgirdo 596 mil novos casos de céancer no ano de 2016 (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

O termo ‘céncer de boca’ esta relacionado as neoplasias malignas que
acometem a cavidade bucal. Nesse contexto, o0 carcinoma espinocelular ou
epidermdide de boca € a neoplasia maligna da cavidade bucal mais prevalente,
representando cerca de 95% do total das malignidades que atingem esta localizagéo.
Por esse motivo, muitos autores mencionam o termo ‘cancer de boca’ quando se
referem ao carcinoma espinocelular (NEVILLE et al., 2009; INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

O carcinoma espinocelular bucal esta entre os tipos mais comuns de neoplasias
malignas que atingem a populagao brasileira ocupando o quinto lugar em prevaléncia
em homens. Acredita-se que em 2016 surgirdo no Brasil 11.140 novos casos da
doenca em homens e 4.350 em mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016). Apesar dos grandes esforgos e dos
avangos em pesquisa nessa area, o tratamento quimioterapico é coadjuvante e ainda
baseia-se principalmente na atividade proliferativa das células tumorais. A remogao
cirurgica agressiva, por vezes mutiladora, permanece como abordagem predominante
no tratamento dos pacientes portadores dessa neoplasia, mesmo com a doenca em
estagios iniciais (SCIUBBA, 2001).

O uso de agentes quimioterapicos no tratamento do carcinoma espinocelular
bucal resulta em uma redugdo temporaria e pouco significativa do tamanho da massa

tumoral. No entanto, na grande maioria dos casos, o tumor volta a crescer e se torna



resistente a droga previamente administrada. Dessa forma, sabe-se que, atualmente, a
quimioterapia ndo melhora significativamente as taxas de sobrevida (FURNESS et al.,
2011). Além disso, dados recentes da literatura tém demonstrado taxas de sobrevida
destes pacientes em 5 anos variando entre 46 e 54%, e mantendo-se inalteradas ha
décadas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA,
2016; PEIXOTO et al., 2011).

Levando em consideragdo as caracteristicas da doenga e buscando diminuir
suas elevadas taxas de mortalidade, um grande numero de pesquisas cientificas tenta
encontrar solugbes mais eficazes para o seu tratamento. No entanto, a concretizacao
de tal desfecho ainda se mantém um desafio e acredita-se que isso se deva a grande
complexidade e dinamicidade do processo de carcinogénese, o qual ainda exige muitos
estudos para que se alcance a sua total compreensdo (SMALLBONE et al., 2005;
HANNAH; WEINBERG, 2011).

Este processo pode ser melhor compreendido quando consideramos o tumor
nao estritamente como um conjunto de células geneticamente modificadas e com taxas
proliferativas alteradas, mas, sim, a partir da ideia de que existe um microambiente
tumoral. Nesta concepcéao, o tumor € parte de um ambiente no qual ocorrem interacdes
entre as células cancerosas e o estroma que o envolve: os fibroblastos, as células
endoteliais e as células do sistema imune, bem como um conjunto de alteragdes
metabodlicas (HANAHAN; WEINBERG, 2000; GILLIES et al., 2002; ONUCHIC et al.,
2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011; ADJEI; BLANKA, 2015). Através da interagado
com as células tumorais, o componente estromal ajuda a promover o crescimento e
progresséo do tumor (EREZ et al., 2010; ADJEI; BLANKA, 2015).

Estudos anteriores apontam que uma caracteristica marcante do microambiente
tumoral € a acidificagdo do meio extracelular, cujo pH pode atingir valores
significativamente baixos (BRIZEL et al., 2001; GILLIES et al., 2002; SMALLBONE et
al., 2005; MOELLERING et al., 2008; SILVA et al., 2009; FANG; GILLIES; GATEMBY,
2008; ZHANG et al., 2010; HJELMELAND et al., 2010; KATO et al., 2013; ZHOU et al.,
2015). Segundo Becelli et al. (2007), o pH extracelular de uma amostra de tumores
malignos da cavidade bucal variava entre 6,56 e 6,97, enquanto que o pH tecidual
normal situa-se entre de 7,4-7,5.
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Nesse contexto, € importante compreender como ocorre essa acidificacdo do
microambiente tumoral. Inicialmente, as células tumorais utilizam a glicolise e a via da
fermentacao latica para obtengao de energia, como mecanismo de adaptacéo frente ao
quadro de hipdxia, o qual se estabelece porque a neoformacgdo vascular nao
acompanha a intensa proliferagcado das células cancerigenas. O prejuizo dessa inverséo
de fases € que ao invés da célula produzir 30 moléculas de ATP como produto final do
ciclo, ela passa secretar acido latico e produzir apenas 2 moléculas de ATP, resultando
assim num microambiente tumoral acido (JUSTUS et al., 2013; SMALLBONE et al.,
2005).

Sabe-se que o mecanismo de produgao de energia ocupa uma posigao central no
metabolismo das células, plantas e microorganismos. Tal processo € liderado pela
quebra da molécula de glicose (glicdlise), cujo produto final s&o duas moléculas de
piruvato. Essas moléculas de piruvato podem ter trés destinos diferentes, os quais sao:
ciclo de Krebs, cujo produto secretado é essencial para iniciar a fase da fosforilagéo
oxidativa e gerar energia para uma célula eucarionte em condi¢cdes aerobicas, nesse
processo o produto final € em torno de 30 a 32 moléculas de ATP; fermentagao
alcoolica, uma via utilizada para produzir energia em ambiente anaerdbico que tem
como produto final o etanol; e a fermentagao latica que também é uma via é utilizada
em ambientes anaerdbicos, secreta o acido latico e produz apenas duas moléculas de
ATP na sua fase final (JUSTUS; DONG; YANG, 2013; GATENBY; GILLIES, 2004;
GILLIES; GATENBY, 2007).

Desta maneira, uma célula cancerigena em situagao de hipoxia gera a sua
energia através da fermentagéo latica, o que resulta em pouca quantidade de energia a
cada ciclo. No entanto, para sobreviver, tais células passam a captar cerca de 10 vezes
mais glicose do que uma célula normal. Logo, pode-se afirmar que células tumorais
resistem a ambientes anaerdbicos porque captam uma maior quantidade de glicose
para conseguir produzir a energia necessaria para sua sobrevivéncia,
consequentemente, secretam maior quantidade de acido no meio extracelular
(JUSTUS; DONG; YANG, 2013; GATENBY; GILLIES, 2004; GILLIES; GATENBY,
2007).



11

Apesar de a hipoxia contribuir para a acidificacao tumoral, isso nem sempre esta
presente em tumores agressivos, este fendmeno foi primeiramente descrito por “Otto
Warburg” em 1930. O efeito Warburg, que identificou a presenca de dglicdlise e
fermentacao latica mesmo em situagdes de normdxia em tumores, indica que a
acidificagdo tumoral pode acontecer independentemente da hipoxia. Portanto, a
acidificacdo pode ser uma caracteristica intrinseca do metabolismo tumoral, que
provavelmente oferece uma vantagem competitiva sobre as células (GILLIES et al.,
2002).

Estudos apontam que a acidificagcdo do microambiente do tumor pode ser um
fator fundamental na regulagao biologica e molecular do cancer (HJELMELAND et al.,
2010). A exposicao cronica do tumor a acidez pode agir como um fator estressor e
seletivo para as células tumorais, causando efeitos significativos na sua progresséo.
Acredita-se que a exposigado prolongada da massa tumoral a um microambiente acido
induza a apoptose das células normais presentes e que as células tumorais, mais
indiferenciadas, criem resisténcia e se adaptem a esse novo meio (SMALLBONE et al.,
2010; ZHANG et al., 2010).

As células tumorais que resistem a acidose criam um ambiente toxico para a
populacdo de células originais do 6rgéo afetado e, ao mesmo tempo, um ambiente
inofensivo para si mesmas. As células cancerosas passam a expressar diversos
transportadores de membrana para manter seu pH intracelular neutro, expulsando ions
de hidrogénio e lactato, por consequéncia, acidificando o meio extracelular (Figura 1)
(MOELLERING et al., 2008; BARAR; OMID, 2013). O resultado deste processo € uma

selecdo das células mais resistentes, com potencial mais agressivo e invasivo.



12

Lactate™ Inhibitors:
Lactate ™ Phloretin
MCT4 Niflumic acid
MCT1 Lonidamine
Cancer cell H+ a+ AR-C155858
pH=7.4 ut H+ Inhibitors:
0 Cariporide
NHEI1 Amilonde
2’ Lactic acid _’l 2° (H++ Lactate ) N L Diimethy! amiloride
ll"‘pulnp ] Inhibitors:
H Omeprazole
A H* @ >H+ Archazolid
.
: Inhibitors:
. CAIX D hﬂ"’ Acetazolamide
. H,0+C0, H*+ HCO3
: + +
S H H
- A /
- S-Aminolevulinic _ PATI 5-Aminolevulinic
H acld (S-ALA) ™\ acid (-ALA)
-
. +
A\ . Ht \ / H
A\ . PCFT]
\,','\ ) - Methotrexate A/ \ Methotrexate
\ - Pemetrexate Pemetrexate
. + Ht
- BN pepT1
= PepT2
Glycolysis = | SALA, Bestatin K N AL, Bestatin
. Methotrexate Methotrexate
. OATP1B3
L — -
. HCO4 A HCO3
-
Oxidative L]
Phosphorylation €——GLU e Gl _ Tumor
¢Lml (GLU) microenvironment
pH=6.6

Figura 1. Representagao dos reguladores-chave do pH e os principais mecanismos de
transporte envolvidos na conducdo de quimioterapicos em tumores solidos. O
transporte da glicose é feito, principalmente, por um transportador de glicose (GLUT1)
e metabolizado através do mecanismo de glicolise na produg&o de acido latico (AL) e
acidificando o citoplasma. O AL é colocado para fora da célula por meio de
transportadores, tais como: Na + / H + 1 (NHE1); transportadores monocarboxilato
(MCT 1 e 4); Anidrase carbonica IX (IX CA); e H+ V-ATPase bomba. Estas maquinarias
de transporte poderiam ser inativadas com inibidores especificos (caixas vermelhas).
As células cancerosas mantém o pH intra e extracelular em 7.4 e 6.6, respectivamente.
Transporte de alguns quimioterapicos sao realizados por transportadores de superficie
celular (inseridos na caixa preta). Adaptado de Barar & Omid, Dysregulated pH in
Tumor Microenvironment Checkmates Cancer Therapy. Biolmpacts, 2013, 3(4), 149-
162.
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Devido a importancia da acidificagcdo do microambiente, diferentes modalidades
terapéuticas estdo sendo consideradas para manipular o pH tumoral: terapia
alcalinizante para aumentar o pH do ambiente extracelular; a inibicdo de bombas de
prétons diminuindo o pH intracelular das células tumorais, e assim aumentando o pH
extracelular; entre outras (Figura 1) (ROBEY et al.,, 2009; MCCARTY; WHITAKER,
2010). Modelos de estudos experimentais in vivo, nos quais séo testadas terapias para
aumentar o pH do ambiente tumoral, tém demonstrado resultados significativos
(ROBEY et al., 2009; SHERIDAN et al., 2006; SILVA et al., 2009). Robey et al. (2009)
verificaram que, em camundongos, o tratamento de tumores de mama com intuito de
aumentar o pH tecidual com bicarbonato de sodio esteve associado com a redugao da
invasao, ratificando a possibilidade terapéutica da manipulagéo do pH.

A partir desses dados, diversos estudos estdo sendo realizados com o propésito
de melhor compreender o comportamento das células tumorais no microambiente acido
em diferentes tipos de tumores e em relacdo a diferentes aspectos que serdo

explanados a seguir.

1.1 INVASAO TUMORAL E METASTASE

O mecanismo de invasdao no processo de carcinogénese envolve diversos
mecanismos celulares interligados entre si que ainda ndo foram bem elucidados na
literatura (MOLLERING, 2008). Ja é sabido que proteinas que estdo envolvidas no
processo de remodelagcdo do tecido, as metaloproteinases (MMPs), tém um papel
crucial na invasdo de células cancerigenas. Acredita-se que o microambiente acido
também possa interferir nos processos de degradagdo de matriz extracelular e de
invasdo, a partir da ativagdo dessas enzimas proteoliticas. Quando expostas a um
ambiente acido, a expressdo das MMPs aumenta, assim como a expressdao das
enzimas ativadoras de plasminogénio (catepsinas e uroquinase), sendo estas ultimas
as responsaveis, junto com outros receptores especificos, por secretar as MMPs.
Considerando o papel importante das MMPs na invasdo do tumoral, conclui-se que a

acidez do microambiente pode levar a uma maior taxa de invasdo celular e,
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consequentemente, a um maior risco de metastase (SOUNNNI; NOEL, 2005;
HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Mollering et al. (2008) verificaram que a exposigdo de linhagens de células
cancerigenas a um meio acido pode alterar o fenétipo celular e aumentar o potencial
invasivo, quando recondicionadas ao pH normal. Para tal analise, os autores cultivaram
linhagens de melanomas expostas a um baixo pH (6,7) durante 1, 2 e 3 meses, apds
cada més recondicionando ao pH neutro. Quando comparado as células cultivadas em
pH neutro (7,4), os resultados desse estudo demonstraram que houve um forte
aumento do potencial de invasdo dessas células, principalmente no tempo de
exposicao de 2 e 3 meses.

Alguns estudos mostraram claramente que o baixo pH resulta diretamente em
maior comportamento invasivo por parte das células tumorais (ROZHIN et al., 1994;
MARTINEZ-ZAGUILAN et al, 1996; ROCHEFORT et al, 2000; ROFSTAD;
DANIELSEN, 1999; SMALLBONE, 2005; ESTRELA et al., 2013) e, consequentemente,
maiores taxas de metastase (SCHLAPPACK; ZIMMERMANN; HILL, 1991; BENNETT
et al., 1994).
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2 OBJETIVOS

Avaliar, in vitro, a capacidade migratéria de células de linhagem de carcinoma

espinocelular de boca (SCC-4), expostas a um microambiente acido.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a capacidade de migragdo coletiva das células de linhagens de carcinoma
espinocelular de boca expostas a um microambiente acido pelo ensaio de cicatrizagao
de feridas.

- Avaliar a capacidade de migracdo individual das células de linhagens de carcinoma
espinocelular de boca expostas a um microambiente acido pelo ensaio de time lapse.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Migratory behavioural analysis of oral squamous carcinoma cell line in an acidic
microenvironment

ABSTRACT

Background: Expand our knowledge regarding the contributions of the tumor
microenvironment to carcinogenesis is crucial for the development of new therapeutic
strategies. The tumor microenvironment is characterized by low oxygen levels, reduced
nutrient availability and acid tissue pH. It has been demonstrated that the extracellular
pH of oral malignant tumor is acidic and this acidity is related to higher incidence of
metastases. Therefore, the aim of this study is to evaluate the migration ability of oral
squamous cell carcinoma cells exposed to an acid microenvironment.

Materials and Methods: Oral squamous cell carcinoma cell line (SCC-4) exposed to
acid culture medium (pH 6.8) were compared with cells maintained at a normal pH (7.4).
The migratory behavior after exposure to the acid culture medium was evaluated for
wound healing assay and by time lapse analysis on videos. All the assays were
performed in triplicate by a single blinded observer. The results showed parametric
distribution and were analyzed by ANOVA test.

Results: The area of the wound closure percentage of cells exposed to the acidified
medium for up to 14 days was greater (p= 0.0211) when compared to cells maintained
in the neutral range. In the time lapse assay, we observe higher average velocity (p=
0.0023) and increased mean distance (p= 0.0025) covered by cells maintained at pH
6.8.

Conclusions: We conclude that the exposure to an acidic microenvironment enhances
cell migration ability of oral squamous cell carcinoma line.

Keywords: Oral cancer. Tumor acidity. Tumor invasion. Metastasis
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INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular de cabega e pescogo é quinto tipo mais comum de
tumor que acomete os homens brasileiros e que ele se caracteriza pelas suas altas
taxas de mortalidade e baixas taxas de sobrevida. Além disso, grande parte dessas
lesbes sdo diagnosticadas tardiamente, ja em estados avangados e com grandes
chances de ja existirem metastases regionais ou a distancia, influenciando diretamente
0 prognostico da doenga. Apesar do grande numero de pesquisas na area, os dados
relacionados a essa doenga seguem inalterados ao longo do tempo e isso se deve a
grande complexidade e dinamicidade do processo de carcinogénese (SCIUBBA, 2001;
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016).

Levando em consideragao essa alta complexidade do processo de formagao do
tumor, atualmente o cancer passou a ser compreendido ndo mais como um simples
conjunto de células alteradas e com alta taxa proliferativa, mas, sim, a partir da idéia da
existéncia de um microambiente tumoral no qual ocorrem diversas interacdes celulares
e alteragdes metabdlicas (SMALLBONE et al., 2005; HANNAH; WEINBERG, 2011;).
Além disso, sabe-se que baixos niveis de oxigénio, privagdo de nutrientes e pH acido
sdo caracteristicas comuns do microambiente de diversos tipos de tumores. Os
tumores da cavidade oral apresentam um pH extracelular que pode variar entre 6.5 e
6.9 o que vem sendo associando, na literatura, a uma maior incidéncia de metastases
em pacientes e também a um comportamento mais agressivo e invasivo por parte das
células tumorais (SCIUBBA, 2001; HANNAH; WEINBERG, 2011).

A acidificacdo tecidual nos tumores solidos ocorre devido a um aumento na
ocorréncia de gicdlise e fermentagao latica, em um primeiro momento, como adaptagéo
a hipdéxia. No entanto, em tumores ja bem estabelecidos e com aporte vascular foi
descrito o fendbmeno chamado de ‘glicolise aerdbica’. Foi visto que, mesmo na
presenca de oxigénio, as células malignas optam pela via da fermentagdo latica,
sugerindo que a acidificagdo confere vantagens adaptativas a essas células
(PEPPICELLI et al., 2015; HUANG et al., 2014). Estudos demonstram que essa
acidificacdo do meio esteja relacionada a maior incidéncia de metastases (RADISKY,
2005; CHATURVEDI et al., 2011).
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Levando em consideragdo esse panorama, o objetivo desse estudo foi avaliar
alteragbes na capacidade de migracdo de células de linhagem de carcinoma

espinocelular de boca quando expostas a um microambiente acido.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo Celular

Foi utilizada a linhagem de células tumorais de carcinoma espinocelular de boca
de lingua, SCC-4 (Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ). As células foram cultivada em Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
100U/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina e mantidas em ambiente umido a
37°C e a 5% de CO..

Parte das células foi mantida exclusivamente em meio de cultura com pH neutro
(pH 7,4) e outra parte foi exposta a um meio de cultura acidificado (pH 6,8) com acido
cloridrico 1M durante 7, 14, ou 21 dias (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e posteriormente
foram reacondicionadas em meio de cultura com pH neutro (pH 7,4) previamente a
execucdao dos experimentos. O pH foi mensurado com pHmetro, nas mesmas
condi¢cdes de cultura. Todos os procedimentos do cultivo foram realizados em capela
de fluxo laminar. O crescimento celular foi monitorado diariamente em microscépio
invertido de fase (Biostar, American Optical) e o meio de cultura substituido a cada 2 ou
3 dias ou quando necessario, apds a observagao de mudangas no metabolismo celular.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e analisados por um unico

avaliador cego.

Ensaio de cicatrizagcao de ferida

Também foram realizados, para avaliar a migragao das células tumorais, ensaios
de cicatrizacido de ferida nos quais as células foram plaqueadas na concentracéo de 7
x10° e, apds atingirem confluéncia, dois riscos formando uma cruz no centro da placa
foram produzidos com o auxilio de uma ponteira branca. O meio presente na placa foi

entdo aspirado e as células receberam trés lavagens com PBS. O PBS foi aspirado e o
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meio de cultivo de pH neutro (ph 7,4) adicionado. Foram realizadas fotografias dos
quatro pontos do trago adjacentes a cruz central (ponto de encontro entre os dois
tracos) em diferentes tempos experimentais (Oh, 10h e 24h). Cada fotografia obtida foi

analisada e o fechamento da ferida foi mensurado no software ImageJ.

Ensaio de time lapse

O padrao de migragao celular foi analisado utilizando-se o ensaio de time lapse.
Para tanto as células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x10° e, apds terem
aderido a superficie da placa, a mesma foi preenchida com 8ml de meio de cultivo
neutro (pH 7,4) e teve sua tampa vedada com vaselina solida. Em um microscépio
invertido, uma area contendo entre dez e vinte células foi selecionada e o video time
lapse foi realizado a partir da obtengdo de uma fotografia a cada dez minutos ao longo
de um intervalo de vinte horas. O material obtido foi analisado e a movimentacao de
cada célula na placa foi mapeada no software ImageJ.

Analise Estatistica

ApOs a obtencédo dos dados, os mesmos foram avaliados através do programa
estatistico SPSS versado 13.0, a fim de se proceder a interpretacdo e discussdo da
importancia cientifica deste trabalho. Ja que a distribuicdo dos dados foi paramétrica,
foi utilizado o teste ANOVA. O nivel de significancia considerado foi de p< 0.05.

RESULTADOS

A exposigcao ao microambiente acido por até 14 dias aumenta a migragao
coletiva das células da linhagem de carcinoma espinocelular de boca SCC-4
segundo o ensaio de cicatrizacao de feridas

Para investigar se a exposicdo das células da linhagem de carcinoma
espinocelular de boca (SCC-4) a um microambiente acido produziria alteragées no
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comportamento migratorio coletivo das mesmas, foi desempenhado o ensaio de
cicatrizagéo de feridas para os diferentes grupos experimentais.

Os resultados desse ensaio apontam que aquelas células que foram mantidas
em meio de cultura acidificado (pH 6,8) com acido cloridrico pelos periodos de 7 e 14
dias previamente ao recondicionamento em meio de cultura neutro (pH 7,4)
apresentaram um maior fechamento intermediario da ferida quando em comparacéo ao
grupo de células mantido exclusivamente em meio de cultura com pH neutro (7,4). No
entanto, nota-se que o grupo experimental o qual foi mantido por um periodo de 21 dias
em meio de cultura acidificado (pH 6,8), ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa no fechamento intermediario da ferida, quando em comparagdo com o

grupo controle (Tabela 1, Figura 1).

Tabela 1- Ensaio de cicatrizacao de feridas

Condigao experimental Fechamento Intermediario Fechamento

(n=3) 10h 24h
Média (%) + DP Média (%) +DP
pH7.4 67,94(x9,45)a 100 (¢ 0)
7 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 86,68 (+2,461)b 100 (% 0)
14 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 84,22 (+4,842)b 100 (% 0)
21 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 48,09 (+15,98)a 100 (2 0)
p 0,0211 -

p, ANOVA, post-hoc Tukey.
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NEUTRO 7 dias pH6,8 + 7dias pH7,4 14 dias pH6,8 + 7dias pH7,4 21 dias pH6,8 + 7dias pH7,4

b Ad

INICIAL

10 HORAS

Figura 1. Quadro comparativo entre os diferentes grupos do ensaio de
cicatrizacao de feridas (n=3).

A exposicdo ao microambiente acido aumenta a migragao individual segundo o
ensaio de time lapse

Com o objetivo de avaliar se a exposigédo das células da linhagem de carcinoma
espinocelular de boca (SCC-4) a um microambiente acido produziria alteragdes no
comportamento migratério individual das mesmas, foi realizada a analise dos videos de
time lapse para os diferentes grupos experimentais.

Como demonstrado na Tabela 2, os resultados desse ensaio apontaram que as
células que foram mantidas em meio de cultura acidificado (pH 6,8) pelos periodos de
14 e 21 dias previamente ao reacondicionamento em meio de cultura neutro (pH 7,4),
percorreram uma maior distdncia média na placa de cultura, quando em comparagao
com os outros grupos experimentais (Figura 2). Além disso, nota-se que as células
mantidas por 7 dias em meio de cultura acidificado (pH 6,8) previamente ao
recondicionamento em meio neutro apresentaram uma maior velocidade média quando

em comparagao com os outros grupos experimentais (Figura 3).
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Tabela 2- Ensaio time lapse

Condigao Experimental Distancia percorrida Velocidade Micro/h
(n=3) Média + DP Média + DP
pH7.4 192,6 (+ 58,39)a 12,09 (+ 3,45)a
7 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 237,2 (£ 79,19)a,b 16,76 (+ 6,32)b
14 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 266,5 (+ 63,08)b 13,83 (£ 2,70)a,b
21 dias pH6.8 + 7dias pH7.4 272,7 (+ 48,15)b 16,21 (£ 2,99)a,b
p 0,0025 0,0023

p, ANOVA, post-hoc Tukey.

400+ p=0,0025

Distancia ("'m)

1004

pH7.4 7D pHE.8 14D pH6.8 21D pH6.8

Figura 2. Comparagao entre a distdncia média percorrida pelas células dos diferentes
grupos experimentais demonstrando diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos que receberam tratamento em meio acido por 14 dias (14D pH6.8) e 21 dias

(21D pH6.8) e os demais grupos experimentais.
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Figura 3. Comparagéo entre a velocidade média (um/h) percorrida pelas células dos
diferentes grupos experimentais demonstrando aumento estatisticamente significativo

da velocidade no grupo que recebeu tratamento em meio acido por 7 dias (7D pH6.8).

Figura 4. Aspecto morfologico das células expostas ao pH acido (setas vermelhas) em
comparacgao as células SCC-4 mantidas em pH 7,4.

DISCUSSAO

Caracteristicas frequentemente presentes no microambiente de diferentes tipos
de tumores soélidos, tais como acidificacdo do meio extracelular, baixos niveis de
oxigénio e privacdo de nutrientes, estdo relacionadas com o comportamento das
células cancerigenas (RADISKY, 2005; CHATURVEDI et al., 2011). Nesse contexto, a

literatura aponta que a presenca de um microambiente tumoral acido, presente na
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maioria dos tumores sdlidos, incluindo os tumores da cavidade bucal, esta diretamente
relacionado a um comportamento mais agressivo e invasivo das células tumorais e,
consequentemente, a maior incidéncia de metastases regionais e a distancia (BRIZEL
et al.,, 2001; GILLIES et al., 2002; SMALLBONE et al., 2005; MOELLERING et al.,
2008; SILVA et al.,, 2009; FANG; GILLIES; GATEMBY, 2008; ZHANG et al., 2010;
BECELLI et al., 2011; HIJELMELAND et al., 2010; KATO et al., 2013; ZHOU et al.,
2015). Neste sentido, expandir o nosso conhecimento sobre as contribuicbes do
microambiente tumoral ao processo de carcinogénese € um ponto fundamental para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Sendo assim, é importante
compreender que tipo de alteragcbes no comportamento migratério de células de
carcinoma espinocelular bucal ocorrem frente a exposicdo das mesmas a um
microambiente acidificado.

No presente estudo ficou claro que, de uma forma geral, a exposi¢ao das células
da linhagem de carcinoma espinocelular bucal SCC-4 a um microambiente acido, foi
capaz de alterar o comportamento migratorio das mesmas, favorecendo os eventos
migratérios tanto de carater individual, quanto coletivo. Esse achado esta de acordo
com resultados prévios da literatura para outros tipos de tumores, dentre eles pulmao,
pancreas, melanoma, mama e prostata (SUDHAN; SIEMANN, 2013; SUZUKI et al.,
2014; DENG et al., 2015; RIEMANN et al., 2016;).

Ja foi demonstrado na literatura que as linhagens celulares tumorais, quando
expostas a baixos pHs, apresentam uma elevagdo em seu potencial migratério, quando
em comparagao as células mantidas em meio de cultura com pH neutro. Tais achados
sugerem que a acidez do microambiente tumoral pode desencadear a exacerbagao dos
eventos migratérios e, consequentemente, influenciar nos processos de invasdo e
metastase (RIEMANN et al., 2016). No entanto, células consideradas normais, como
por exemplo, fibroblastos, células endoteliais e oligodendrocitos, quando expostas a
acidose, nao respondem ou apresentam reducgao tanto na velocidade como no raio de
migragao (JAGIELSKA; WILHITE; VAN VLIET, 2013; RIEMANN et al., 2016).

Na literatura, trés hipdteses principais sustentam tais achados: a primeira delas
indica que a exposi¢cao das células a acidose promoveria eventos relacionados a

transicéo epitélio mesénquima; a segunda hipdtese € a de que a o microambiente acido
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ativaria o fator de transcricdo NF-kP a nivel intracelular; a terceira hipotese, por fim,
aponta que acidez do microambiente tumoral teria efeitos diretos sobre a motilidade
celular.

Sabe-se que o processo de invasdo tumoral envolve uma complexa sequéncia de
eventos intra e extracelulares, até que adquiram potencial de invasividade, tais como a
perda da adesao célula-célula e alteragbes morfologicas. Essas alteragdes no fendétipo
celular, a partir das quais as células epiteliais adquirem caracteristicas proprias de
células mesenquimais, caracterizam o processo denominado transicao epitélio-
mesénquima (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HUANG; WU; XU, 2015; PEPPICELLI;
BIANCHINI; CALORINI, 2015). Alguns autores observaram que células de melanoma
cultivadas em pH acido apresentaram uma diminui¢do do marcador epitelial e-caderina
e aumento de marcadores mesenquimais n-caderina e vimentina, sugerindo que
acidose contribui para o processo de transicdo epitélio-mesenquima (PEPPICELLI et
al., 2014). No presente estudo observamos alteragdes nas caracteristicas visuais das
células apds exposicao das mesmas ao meio de cultura acidificado, transicionando de
um fendtipo epitelial (cuboidal) para um fendtipo que assemelha-se ao de células
mesenquimais (fusiformes com a presenga de proje¢des de membrana) (Figura 4).

Gupta et al., (2014) sugeriram que a exposicdo de células tumorais a um pH
acido aumentou os niveis de NF-kf fosforilado (forma ativa) no nucleo celular. Sabe-se
que este € um importante fator de transcricdo nuclear que vém sendo corelacionado na
literatura ao processo de carcinogénese. A correlagdo entre NF-k3 e acidez tumoral
ainda necessita ser esclarecida; no entanto, alguns estudos sugerem que este fator de
transcrigdo esta envolvido nos processos migratorio celulares.

A habilidade de migracdo e invasao das células tumorais envolve diferentes
fatores que quando combinados levam a alteragdes no citoesqueleto celular, facilitando
o movimento. Durante os eventos migratérios ocorre uma alcalinizagdo do pH
intracelular na porcao frontal da célula, chamada de lamelipddio, enquanto que o pH
extracelular se torna acido. O processo inverso ocorre na porgao traseira da célula, na
qual o pH intracelular torna-se acido enquanto que o pH extracelular torna-se alcalino.
A capacidade de migragdo e invasao estdo relacionadas a superexpressao da
metaloenzima anidrase carbdnica IX (CA IX) a qual dissocia acido carbdnico em ions
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bicarbonato e hidrogénio. O bicarbonato é transportado para o interior da célula,
alcalinizando o pH, enquanto que os ions hidrogénio, ao permanecerem no meio
extracelular, o tornam acido (ROFSTAD; DANIELSEN, 1999; STOCK et al., 2008;
SVASTOVA; PASTOREKOVA, 2013; SEDLAKOVA, 2014). Ja foi demonstrado que a
expressao de CA IX esta elevada em tumores sélidos com baixa perfusédo e pH acido, o
que pode ajudar a explicar porque, no geral, as linhagens celulares de carcinoma, ao
serem expostas ao pH acido, apresentam melhora no seu potencial migratorio quando
em comparagao com ceélulas cultivadas em pH neutro (RIEMANN et al., 2014).

Além do mais, o pH tecidual tumoral acido pode facilitar a degradagcéo da matriz
extracelular e consequentemente favorecer a invasdo tecidual. Células tumorais de
prostata e mama, quando expostas a um microambiente acido, apresentaram um
aumento na secrecdo da enzima proteolitica Catepsina L, a qual, sabe-se, esta
envolvida nos processos de metastase através da degradacdo de diversos
componentes da matriz extracelular (SUDHAN; SIEMANN, 2013).

CONCLUSAO

Correlacionando as evidéncias presentes na literatura com os achados do
presente estudo, pode-se concluir que ao serem expostas a um microambiente
acidificado, as células da linhagem de carcinoma espinocelular bucal SCC-4,
apresentaram alteragcbes comportamento migratério das mesmas, favorecendo os

eventos migratérios tanto de carater individual, quanto coletivo.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Segundo a perspectiva atual, os tumores devem ser compreendidos ndo mais
como simplesmente um conjunto de células mutadas e com taxa de proliferagéo
alterada, mas, sim, a partir da concepgao de que existe um microambiente tumoral.
Esse microambiente compreende uma rica combinacido de diversas interacdes
metabdlicas, celulares e fisioldgicas entre as células tumorais e células do estroma a
qual influencia os eventos relacionados ao processo de carcinogénese e formacgao de
metastases.

Estudos recentes apontam que uma importante caracteristica do microambiente
tumoral é a acidificacdo do meio extracelular. Sabe-se que o pH tecidual de diversos
tipos de tumores solidos, incluindo os da cavidade bucal, € consistentemente acido.
Além disso, a literatura aponta que a presenca de um microambiente tumoral acido,
esta diretamente relacionado a um comportamento mais agressivo e invasivo das
células tumorais.

Neste sentido, compreender a influéncia deste microambiente tumoral ao
processo de carcinogénese é um ponto fundamental para o desenvolvimento de
terapias e estratégias mais eficazes no combate ao cancer. Sendo assim, é importante
compreender quais efeitos sobre o comportamento migratério das células de carcinoma
espinocelular bucal ocorrem quando as mesmas sdo mantidas em um microambiente
acidificado. O presente estudo demonstrou que, no geral, a exposi¢cdo das células da
linhagem de carcinoma espinocelular bucal SCC-4 a um microambiente acido, produziu
modificagdes no seu comportamento migratério, tanto individual, quanto coletivo.

Deve-se considerar que o presente trabalho apresenta as limitagcdes inerentes
aos estudos in vitro. Além disso, sabe-se que a restricdo dos ensaios a apenas uma
linhagem celular pode n&o produzir dados que devidamente representem a
heterogeneidade e complexidade da massa tumoral.

Como perspectivas futuras, os préximos passos deste estudo envolvem a
reprodugdo, com outras linhagens celulares de carcinoma espinocelular bucal, dos
ensaios ja desempenhados com a linhagem de células SCC-4. A realizagdo de ensaios

mecanisticos, tais como deteccdo da ativagcado da via de sinalizacdo do NF-KB, que
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complementem os presentes resultados também se faz necessaria. Diante da
observagado de mudancas no fendtipo celular apds a exposi¢cao das células ao meio de
cultura acidificado, evidenciou-se a necessidade de investigar a ocorréncia de transigéo
epitélio-mesénquima. Pretende-se realizar tal analise por meio da avaliagdo de RNA
mensageiro e proteinas presentes para marcadores epiteliais € mesenquimais através
da realizagdo de ensaios de reagdo em cadeia da enzima polimerase (PCR) e Western
Blot.



32

REFERENCIAS

ADJEI, I. M.; BLANKA, S. Modulation of the tumor microenvironment for cancer
treatment: a biomaterials approach. J. Funct. Biomater., Basel, v. 6, no. 1, p. 81-103,
2015.

BARAR, J.; OMID, Y. Dysregulated pH in Tumor Microenvironment Checkmates Cancer
Therapy. Bioimpacts, Tabriz, Iran, v. 3, no. 4, p.149-162, 2013.

BECELLI, R. et al. Intracellular and extracellular tumor pH measurement in a series of
patients with oral cancer. J. Craniofac. Surg., Burlington, v. 18, no. 5, p.1051-1054,
2007.

BENNETT, D. C. et al. Experimental metastasis and differentiation of murine melanoma
cells: actions and interactions of factors affecting different intracellular signaling
pathways. Clin. Exp. Metastasis, London, v. 12, no. 6, p. 385-397, 1994.

BRIZEL, D. M. et al. Elevated tumor lactate concentrations predict for an increased risk
of metastases in head-and-neck cancer. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys., Elmsford, v.
51, no. 2, p. 349-353, 2001.

EREZ, N. et al. Cancer-Associated Fibroblasts Are Activated in Incipient Neoplasia to
Orchestrate Tumor-Promoting Inflammation in an NF-kB-Dependent Manner. Cancer
Cell, Cambridge, v. 17, no. 2, p.135-147, 2010.

ESTRELLA, V. et al. Acidity generated by the tumor microenvironment drives local
invasion. Cancer Res., Chicago, v. 73, no. 5, p.1524-1535, 2013.

FANG, J. S. et al. Adaptation to hypoxia and acidosis in carcinogenesis and tumor
progression. Semin. Cancer Biol., Philadelphia, v. 18, no. 5, p. 330-337, 2008.

FURNESS, S. et al. Interventions for the treatment of oral cavity and oropharyngeal
cancer: chemotherapy. Cochrane Database Syst. Rev., Oxford, v. 4, CD006386, 2011.

GATENBY, R. A. et al. Why do cancers have high aerobic glycolysis? Nat. Rev.
Cancer, London, v. 4, no. 11, p. 891-899, 2004.

GILLIES, R. J. et al. Adaptive landscapes and emergent phenotypes: why do cancers
have high glycolysis?. J. Bioenerg. Biomembr., New York, v. 39, no. 3, p. 251-257,
2007.

GILLIES, R. J. et al. MRI of the tumor microenvironment. J. Magn. Reson. Imaging,
Chicago, v. 16, no. 4, p. 430-450, 2002.



33

HANAHAN, D. et al. The hallmarks of cancer. Cell, Cambridge, v. 100, no. 1, p. 57-70,
2000.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell,
Cambridge, v. 144, no. 5, p. 646-674, 2011.

HJELMELAND, A. B. et al. Acidic stress promotes a glioma stem cell phenotype. Cell
Death Differ., London, v. 18, no. 5, p. 829-840, 2010.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA.
Estimativa 2014: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro, 2014. Disponivel em:
< http://www.inca.gov.br/estimativa/2014>. Acesso em: 20 fev. 2014.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA.
Estimativa 2016: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro, 2016. Disponivel em:
<http://www.inca.gov.br/estimativa/2016 >. Acesso em: 16 out. 2016.

JUSTUS C. R.; DONG L.; YANG L. V. Acidic tumor microenvironment and pH-sensing
G protein-coupled receptors. Front. Physiol., Lausanne, v. 4, p. 354, 2013.

KATO, Y. et al. Acidic extracellular microenvironment and cancer. Cancer Cell
Int., London, v. 13, no. 1, p. 89-99, 2013.

MARTINEZ-ZAGUILAN, R. et al. Acidic pH enhances the invasive behavior of human
melanoma cells. Clin. Exp. Metastasis, London, v. 14, no. 2, p.176-186, 1996.

MCCARTY, M. F.; WHITAKER, J. Manipulating tumor acidification as a cancer
treatment strategy. Altern. Med. Rev., Sandpoint, Idaho, v. 15, no. 3, p. 264-272, 2007.

MOELLERING, R. E. et al. Acid treatment of melanoma cells selects for invasive
phenotypes. Clin. Exp. Metastasis, London, v. 25, no. 4, p. 411-425, 2008.

NEVILLE, B. W. et al. Oral and maxillofacial pathology. 3. ed. St. Louis: Elsevier,
2009. 984 p.

ONUCHIC, A. C.; CHAMMAS, R. Cancer e o microambiente tumoral. Rev. Med. (Sao
Paulo), S&o Paulo, v. 89, n. 1, p. 21-31, 2010.

PEIXOTO, I. C. et al. Analise do perfil dos pacientes oncologicos sem possibilidades
terapéuticas de cura atuais: verificacdo de demanda por cuidados paliativos em
hospital universitario. Rev. Hosp. Univ. Pedro Ernesto, [S. |.], v. 10, p. 53-63, 2011.

ROBEY, I. F. et al. Bicarbonate increases tumor pH and inhibits spontaneous
metastases. Cancer Res., Chicago, v. 69, no. 6, p. 2260-2268, 2009.



34

ROCHEFORT, H. et al. Cathepsin D in breast cancer: mechanisms and clinical
applications, a 1999 overview. Clin. Chim. Acta, Amsterdam, v. 291, no. 2, p.157-170,
2000.

ROFSTAD, E. K.; DANIELSEN, T. Hypoxia induces metastasis of human melanoma
cells: involvement of VEGF mediated angiogenesis. Br. J. Cancer, London, v. 80, no.
11, p.1697-1707, 1999.

ROZHIN, J. et al. Pericellular pH affects distribution and secretion of cathepsin B in
malignant cells. Cancer. Res., Chicago, v. 54, no. 24, p. 6517-6525, 1994.

SCIUBBA, J. J. Oral cancer. The importance of early diagnosis and treatment. Am. J.
Clin. Dermatol., Auckland, v. 2, no. 4, p. 239-251, 2001.

SILVA, A. S. et al. The potential role of systemic buffers in reducing intratumoral
extracellular pH and acid- mediated invasion. Cancer Res., Chicago, v. 69, no. 6, p.
2677-2684, 2009.

SCHLAPPACK, O. K.; ZIMMERMANN, A.; HILL. R. P. Glucose starvation and acidosis:
effect on experimental metastatic potential, DNA contente and MTX resistance of
murine tumour cells. Br. J. Cancer, London, v. 64, no. 4, p. 663-670, 1991.

SHERIDAN, C. et al. CD44 +/CD24- breast cancer cells exhib it enhanced invasive
properties: an early step necessary for metastasis. Breast Cancer Res., London, v. 8,
no. 5, R59, 2006.

SMALLBONE, K. et al. The role of acidity in solid tumour growth and invasion. J. Theor.
Biol., London, v. 235, no. 4, p. 476-484, 2005.

SMALLBONE, K.; MAINI, P. K.; GATENBY, R. A. Episodic, transient systemic acidosis
delays evolution of the malignant phenotype: Possible mechanism for cancer prevention
by increased physical activity. Biol. Direct, London, v. 5, no. 1, p. 22-29, 2010.

SOUNNI, N. E.; NOEL, A. Membrane type-matrix metalloproteinases and tumor
progression. Biochimie, Paris, v. 87, n. 3-4, p. 329-342, 2005.

WARNAKULASURIYA, S. Living with oral cancer: epidemiology with particular
reference to prevalence and life-style changes that influence survival. Oral Oncol.,
Oxford, v. 46, no. 6, p. 407-410, 2010.

ZHANG, X.; LIN, Y.; GILLIES R. Tumor pH and Its Measurement. J. Nucl. Med.,
Chicago, v. 51, no. 8, p. 1167-1170, 2010.

ZHOU, W.; LIOTTA, L. A.; PETRICOIN, E. F. Cancer metabolism and mass
spectrometry-based proteomics. Cancer Lett., Amsterdam, v. 356, no. 2, p.176-183,
2015.



