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RESUMO

Introducao: O cancer de boca pode ter origem a partir de alteragdes em nivel
molecular nas células da mucosa que levam ao surgimento de lesdes
potencialmente malignas. As células tumorais utilizam varios mecanismos para
invadir os tecidos adjacentes e essas invasdes dependem muito do consumo de
energia. Sob condicdes de privacdo de energia, as células cancerigenas
adaptam tanto a sua atividade citoesquelética, como o seu metabolismo para
poupar energia e garantir a migragdo. A compreensao dessa adaptacdo pode
auxiliar na identificacdo de pontos de intervencdo que possam diminuir a
disseminacao e metastase de células tumorais, e que podem contribuir para o
tratamento no processo de carcinogénese oral.

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento celular através
da modulacao da via glicolitica e da via das pentoses através da inibicdo da
piruvato desidrogenase quinase e da inibicdo da glicose-6-fosfato desidrogense
(via das pentoses). As linhagens celulares utilizadas nos experimentos foram
CAL27 e SCC9 (carcinoma espinocelular oral) e HACAT (queratinécitos).
Métodos: Foram utilizados dois inibidores, dicloroacetato de sodio (DCA) e 6-
aminonicotinamida (6-AN) em concentragdes ja estabelecidas, por periodos de
24 e 48 horas. A avaliacao do efeito dos inibidores na saude celular foi realizada
através do método colorimétrico da sulforodamina B (SRB), onde foram
avaliados os efeitos citotoxicos desses compostos nos respectivos periodos de
incubacao. Apods, foi realizado o ensaio de migracao celular através da técnica
de time-lapse, para avaliar o efeito dos inibidores em parédmetros como
velocidade de migracao e a direcionalidade das células. Para avaliar o efeito dos
inibidores em modelos que mimetizem um organismo, foi utilizada a cultura
organotipica. Os parametros de velocidade, direcionalidade, area e perimetro
foram obtidos utilizado o software image J.

Resultados: O 6-AN afeta a proliferacdo celular das linhagens tumorais e
queratindcitos normais partir de 24h. Na migracdo, o inibidor teve impacto
significativo na velocidade e direcionalidade de migragéo da linhagem HACAT.
Nos resultados envolvendo células displasica Cal27 apresentou resultados
significativos na velocidade e direcionalidade nos tempos avaliados. A linhagem
SCC9 apresenta diminuigdo na velocidade e direcionalidade. Nos resultados de

adeséao célula-célula. O inibidor 6-AN provocou diminui¢ao significativa somente



na area nas células displasicas (CAL27) e SCC9, envolvendo os resultados do
DCA na proliferacao, sua acao afeta as linhagens celulares HACAT, CAL27 e
SSC9 a partir de 24 horas. Na andlise da migragdo, o DCA diminui
significativamente na direcionalidade nas células HACAT no tempo 24 horas e
48 horas. Na CAL27 no tempo 48 e 72 horas tanto na velocidade como
direcionalidade. Na linhagem SSC9 foi no tempo de 48 e 72 horas na velocidade
e na direcionalidade no tempo 24,48 e 72 horas. Em relacao a velocidade DCA
obteve efeito na linhagem SSC9 no tempo de 48 horas. O DCA nao provocou
impacto significativo na adesdo célula-célula nas linhagens Hacat, mas na
CAL27 e SSC9, possui impacto significativo tanto na area como no perimetro.
Conclusao

Pela primeira vez, este estudo apresentou evidéncias dos efeitos da
modulacdo de vias metabdlicas centrais, utilizando estes inibidores, no
comportamento das células do carcinoma espinocelular oral (CEC ORAL).
Obtivemos resultados significativos ao analisar os efeitos dos medicamentos

6AN e DCA em experimentos especificos.



Abstract

Introduction: Mouth cancer may originate from changes at the molecular level
in mucosal cells that lead to the emergence of potentially malignant lesions.
Tumor cells use several mechanisms to invade adjacent tissues and these
invasions depend largely on energy consumption. Under conditions of energy
deprivation, cancer cells adapt both their cytoskeletal activity and their
metabolism to save energy and ensure migration. Understanding this adaptation
can help identify intervention points that can reduce the spread and metastasis
of tumor cells, and that can contribute to treatment in the process of oral

carcinogenesis.

Objective: The objective of this work was to evaluate cellular behavior through
modulation of the glycolytic pathway and the pentose pathway through the
inhibition of pyruvate dehydrogenase kinase and the inhibition of glucose-6-
phosphate dehydrogense (pentose pathway). The cell lines used in the
experiments were CAL27 and SCC9, from keratinocytes (HACAT).

Methods: Two inhibitors were used, sodium dichloroacetate (DCA) and 6-
aminonicotinamide (6-AN) at already established concentrations, for periods of
24 and 48 hours. The evaluation of the effect of inhibitors on cellular health was
carried out using the sulforhodamine B (SRB) colorimetric method, where the
cytotoxic effects of the compounds were evaluated in the respective incubation
periods. Afterwards, the cell migration assay was carried out using the time-lapse
technique, to evaluate the effect of the inhibitors on parameters such as migration
speed and cell directionality. To evaluate the effect of inhibitors in models that
mimic na organism, organotypic culture was used. The speed, directionality, area
and perimeter parameters were obtained using the image J software.

Results: 6-AN affects cell proliferation of tumor lines and normal keratinocytes
after 24 hours. In migration, the inhibitor had a significant impact on the migration
speed of the HACAT strain. In the results involving dysplastic Cal27 cells, there
were no significant differences in speed and directionality at any of the
concentrations and times evaluated. The SCC9 lineage shows decreased speed.
In cell-cell adhesion results. The 6-AN inhibitor caused a significant decrease in



dysplastic cells (CAL27). At SCC9, 6-AN impacted the area within 72 hours.
Involving DCA results in proliferation, its action affects the HACAT, CAL27 and
SSC9 cell lines within 48 hours. In the migration analysis, DCA significantly
decreased directionality in HACAT cells at 24 hours and 48 hours. At CAL27 in
time 72 hours. In the SSC9 lineage it took 48 hours. Regarding speed, DCA had
an effect on the SSC9 line within 48 hours. DCA did not cause a significant impact
on cell-cell adhesion in the Hacat and SSC9 lines, but it has a significant impact
on the CAL27 line in the area at 0 hour.

Conclusion

For the first time, this study presented evidence of the effects of modulating
central metabolic pathways, using these inhibitors, on the behavior of oral
squamous cell carcinoma (OSCC) cells. We obtained significant results when
analyzing the effects of 6AN and DCA drugs in specific experiments.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Céancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento celular desordenado
sendo que tais células podem invadir os tecidos adjacentes e se disseminar para
outros 6rgaos da através da circulacdo (metastase) (1). O cancer de boca
engloba um conjunto de neoplasias que acometem a cavidade bucal em suas
mais variadas etiologias e aspectos histopatolégicos. E considerado um
problema de saude publica em diversos paises, devido ao grande numero de
casos e altas taxas de morte (2). Em todo o mundo, o cancer de boca é a 152
causa de morte e a 162 neoplasia maligna mais comum. A incidéncia de cancer
bucal é de 4 casos em 100.000 casos e varia dependendo do pais, raca, idade,

sexo e situagdes socioecondmicas.

Os fatores de risco para cancer bucal incluem fatores genéticos e
ambientais e condicdes fisicas. As discrepancias por pais podem dever-se a
educacgao preventiva e a cultura (3). Aproximadamente 657.000 novos casos e
330.000 mortes subsequentes devido ao cancer bucal foram relatados em todo
o mundo a cada ano. Beber excessivamente e fumar sdo comportamentos
relacionados a saude que podem levar ao aumento do risco de ocorréncia de
cancer bucal. Embora o estatuto socioeconémico tenha sido enfatizado e
associado ao aumento da incidéncia do cancer oral, também foi demonstrado
que as areas altamente urbanizadas também apresentam maior risco a esta
doenca (4). Em torno de 95% dos casos de cancer de boca sdo do tipo
Carcinoma Espinocelular Oral (CEC Oral), sendo sitios mais comuns os labios,
a borda da lingua e o assoalho da lingua. O tabaco e o alcool, associados a
predisposicao genética, tém sido relatados na literatura como o0s principais
fatores de riscos para o CEC oral (5).

O desenvolvimento da carcinogénese oral é um processo multifocal
altamente complexo que ocorre quando o epitélio escamoso é afetado por varias
alteracoes genéticas. A carcinogénese oral comeca com a transformacao de um
namero limitado de queratindcitos normais. Essa transformacdo pode ser

expressa por meio de alteracdes citogenéticas e processos epigenéticos que
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modificam a progressdo do ciclo celular, mecanismos de reparo de DNA,
diferenciacao celular e apoptose, e podem ser causados por mutagao aleatoria,
pela exposicao a uma variedade de fatores bioldgicos, carcinbgenos ou erros em
o processo de reparo do DNA (6). O uso de vérias técnicas de biologia molecular
para diagnosticar lesdes pré-cancerosas orais pode melhorar significativamente
a deteccao precoce de alteracbes que sao invisiveis ao microscépio. Isso
identificaria pacientes com alto risco de desenvolver cancer oral (7).

1.2 Desordens potencialmente malignas

CEC oral pode ser procedido por lesbes denominadas desordens
potencialmente malignas (DPMs). As DPMs, se nao tratadas, podem levar ao
cancer. O termo foi descoberto em 1875 pelo médico romeno Victor
Babes. DPMs sao relativamente comuns, ocorrendo em cerca de 2,5% da
populacao geral e sdo um alvo importante para a prevengao do cancer oral (8).

Clinicamente, as DPMs se classificam em leucoplasia que sé&o
consideradas como uma macha branca, ndo removivel por raspagem e que nao
pode ser classificada como qualquer outra doenca ou em eritroplasia, uma placa
vermelha que ndo pode ser diagnosticada clinica ou patologicamente como
qualquer outra condicdo (9).

Histologicamente, as DPMs sdo caracterizadas inicialmente por aumento
no espessamento da camada de queratina (hiperceratose) e da atividade
proliferativa da camada basal do epitélio (hiperplasia), por acumulo de
mutacoes, e podem ser observadas como modificagcdes no tamanho e forma,
além de um grande numero de alteragcdes mitéticas (displasia) (10). A presenca
de displasia epitelial é considerada o fator mais importante na determinacao do

risco de transformacao em lesbes cancerigenas (11).

1.3 Etiopatogenia

A etiopatogenia do CEC oral tem dois fatores importantes para
desenvolvimento, que sao fatores extrinsecos e intrinsecos. Os extrinsecos
estao envolvidos com estilo de vida, incluindo o consumo de tabaco que continua

a prevalecer como o risco de cancer mais importante, pois sozinho é responsavel
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por milhbes de mortes por cancer anualmente. A relagdo entre tabagismo e
cancer oral foi estabelecida firmemente por estudos epidemioldgicos. Os
carcinbgenos mais importantes na fumaca do tabaco sdao os hidrocarbonetos
aromaticos (12). O alcool também é considerado como fator extrinseco, apesar
da associacao definitiva entre consumo crénico dessa substancia e CEC oral, o
papel exato do alcool na patogénese da doenga nao é totalmente compreendido
(13).

Em 2007, a Agéncia Internacional de Pesquisa contra o Cancer (IARC)
reconheceu o papiloma virus humano (HPV), especialmente o HPV16, além do
tabagismo e do alcool, como fator de risco para o carcinoma espinocelular oral.
A principal explicagao foi atribuida a mudangas nos habitos sexuais e uma vida
sexual precoce (14). Os fatore intrinsecos sao processos multifatoriais altamente
complexos que ocorrem quando as células epiteliais sdo afetadas por vérias
alteracdes genéticas, incluindo disturbios em proteinas (15). A maioria dos CEC
oral se desenvolvem no epitélio pré-canceroso que contém queratinécitos em
diferentes estagios de transformacéo. A persisténcia deste cenario é a razao
para a alta taxa de ocorréncia de novos tumores (16).

1.4 Incidéncia e prevaléncia do cancer oral

Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) relata que o
CEC oral é responsavel por mais de 90% de todos cénceres bucais e esta
associado a uma baixa taxa de sobrevida, em torno de 5 anos, e com mais de
300.000 novos casos relatados anualmente.

No mundo a mortalidade anual € de cerca de 145.000 mortes (17).
Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), avaliando o surgimento de
novos casos envolvendo cancer oral no Brasil do triénio de 2020 a 2023, o cancer
de boca € o quinto mais frequente em individuos do sexo masculino e o 11° entre
as mulheres, totalizando 15.200 novos casos no ano de 2022. No Rio Grande do
Sul, a incidéncia de cancer de boca é maior do que a média do Brasil, tendo a
estimativa de 580 novos casos no RS para 2023.

Em torno de 95% do cancer de boca sao do tipo Carcinoma Espinocelular
Oral (CEC oral), sendo sitios mais comuns os labios, a borda da lingua e o

assoalho da lingua.
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1.5 Histopatologia

Histologicamente o CEC oral pode iniciar através de uma lesao displasica,
podendo evoluir ou ndo. A ndo evolucao esté se referindo a um tipo de displasia
chamada de carcinoma in situ, que € um aumento da espessura no epitélio (18).
O padrao mais frequente na evolucao da CEC oral inicia-se como uma lesao in
situ, algumas vezes com areas circundantes de atipia epitelial (lesdo pré-
cancerosa ou cancerosa). Com a progressao deste tipo de carcinoma, a
membrana basal se rompe e com isso o tumor invade o tecido conjuntivo
subjacente (19). A presenca de displasia epitelial &€ geralmente aceita como um
dos mais importantes preditores de malignidade e desenvolvimento em lesdes
pré-malignas (20). A leucoplasia € caracterizada por uma camada espessa de
queratina do epitélio de superficie (hiperceratose), com aumento ou nao da
camada espinhosa (acantose). Certas leucoplasias demonstram hiperceratose
de superficie e uma atrofia ou engrossamento do epitélio subjacente. Numeros
variaveis de células de inflamagéao crénica sao observados no tecido conjuntivo
subjacente. Em relacdo a histopatologia da eritroplasia, 90% dessas lesdes
constituem displasias epiteliais severas, carcinoma in situ ou carcinoma de
células escamosas superficialmente invasivo. O epitélio mostra auséncia de
producdo de ceratina e as vezes € atréfico, porem hiperplasico. O tecido
conjuntivo subjacente apresenta processo inflamatério cronico (21). Na figura
abaixo colocamos algumas micrografias para melhorar o entendimento sobre

assunto.
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Normal Hyperkeratosis

Dysplasia

Figura 1: Histopatologia de lesbes orais. As fotomicrografias demostram a
progressao histopatoldégica. A) histologicamente normal (controle), B)
hiperceratose, C) displasia epitelial e D) carcinoma de células escamosas (22).

1.6 Cancer Hallmarks

ApG6s um quarto de século de rapidos avangos, a pesquisa sobre o cancer
gerou um corpo rico e complexo de conhecimentos, revelando que o cancer €
uma doencga que envolve mudangas dindmicas no genoma. Nos Ultimos anos, o
sequenciamento de nova geracgao trouxe uma vigor adicional ao campo e tornou
a evolugao do tumor um tépico central na pesquisa do cancer (23). Em sua
analise, os pesquisadores Hanahan e Weinberg descreveram conceitos sobre o
desenvolvimento do cancer e identificaram varias caracteristicas intrinsecas das
células neoplasicas: imortalidade, instabilidade gendmica, resisténcia a morte
celular, metabolismo alterado e invasao/metastase. Eles incluiram diversos
aspectos criticos de como as células cancerosas interagem com o estroma:
angiogénese sustentada, promog¢do da inflamagédo, evasdo imunoldgica,
resisténcia a inibicdo do crescimento e autonomia relativa. Juntas, essas marcas
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e caracteristicas habilitadoras definem os elementos criticos para a

=

transformacao celular em uma célula neoplasica (24).
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Hallmarks of Cancer Hallmarks of Metastasis
Immortal Motility & Invasion
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Figura 2. Etapas da progressao tumoral

A progressao neoplasica é descrita a medida que células normais se
transformam. As células transformadas podem adquirir caracteristicas adicionais
para se tornarem neoplasicas. Entretanto, nem todas células normais adquirem
caracteristicas neoplasicas sequencialmente. A geracdo de um cancer é
caracterizada por 10 caracteristicas necessarias para que as células neoplasicas
invasivas estabelecam seu desenvolvimento (24). Nos paragrafos abaixo serao
descritas algumas caracteristicas importantes para desenvolvimento da célula

tumoral segundo Hanahan e Weinberg.

1.6.1 Célula tumoral e sua imortalidade

O desenvolvimento do cancer se origina como consequéncia do acumulo
de alteracdes genéticas em uma Unica célula aleatéria. Diferentes clones de
células surgem dentro de um tumor e aumentam a proliferagao celular. A

natureza de tais mutacdes pode ser de ganho de funcao em oncogénese ou
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mutacdes de perda de funcdo em genes supressores de tumor. Tumores sélidos
podem ser mais propensos a este processo em varias etapas. Células tumorais
sdo expostas a agentes que danificam o DNA por mais tempo, permitindo o
acumulo de multiplas alteragbes nos niveis genético e epigenético (25). Em
andlises utilizando sequenciamento de DNA de alto rendimento de genomas de
células cancerosas, encontraram-se mutagées somaticas em certos tumores
humanos que predizem a ativagdo constitutiva de circuitos de sinalizacéo,
geralmente desencadeados por receptores de fator de crescimento ativados
(26). Hoje sabemos que 40% dos tumores contém ativadores que afetam a
estrutura da proteina B-Raf (proteina que desempenha papel na regulacao da
via de sinalizagdo da MAP quinase/ERK, vias responsaveis pela divisao,
diferenciacdo e secrecao). Essa proteina é causadora mais frequente de
tumores conhecido como melanoma (27). Varios estudos detectaram alteragcdes
em genes que afetam vias de sinalizacdo como a via da PI3-quinase (enzimas
que estdo envolvidas nas funcbes celulares como: crescimento celular,
proliferacao, diferenciacdo e mobilidade), e na proteina Akt/PKB (a qual
desempenha um papel importante em varios processos celulares, entre eles:
metabolismo da glicose, apoptose, proliferacdo celular, transicdo migracéo
celular) (28).

1.6.2 Resisténcia a apoptose

O conceito de que a morte celular programada por apoptose serve como
uma barreira natural para o desenvolvimento do cancer foi estabelecido por
estudos funcionais conduzidos nas ultimas décadas, onde foi revelado que a
apoptose é desencadeada em resposta a um ambiente hostil que as células
cancerosas experimentam durante seu desenvolvimento ou através de terapias
anticancer (29).

As proteinas Bcl-2, junto com outras proteinas a ela relacionada (Bcl-x,
Bcl-w, Mcl-1, A1), sédo inibidores da apoptose, agindo em grande parte pela
ligacéo e, assim, suprimindo duas proteinas ativadoras pro-apoptéticas Bax e
Bak. Estas proteinas ficam localizadas na membrana externa da mitocondria.
Quando n&o estéo inibidas pelas proteinas anti-apoptoéticas, a Bax e a Bak
perturbam a integridade de proteinas da membrana mitocondrial externa
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causando a liberacao de proteinas sinalizadoras pré-apoptéticas, das quais mais
importante € o citocromo c. Quando este componente é ativado, estimula uma
cascata de caspases que atuam por meio de suas atividades proteoliticas para
induzir as multiplas alteracées associadas ao programa de morte celular
programada (30). Bax e Bak e as proteinas anti-apoptéticas do tipo Bcl-2
compartilham dominios de interagdao proteina-proteina com uma subfamilia
chamada BH3 (31).

As células tumorais desenvolvem uma variedade de estratégias para
limitar ou contornar essas acbdes. Uma dessas estratégias envolve a perda da
funcdo do supressor tumoral TP53 levando ao bloqueio do principal circuito

critico de inducao a apoptose (32).

1.6.3 Surgimento de metastase

Entende-se por metastase o desprendimento de células neoplasicas do
tumor primario, sua migragdo através do intersticio, penetracdo em vasos
sanguineos e linfaticos sendo levadas a outro local onde ocorre sua nova
formacao de col6nia neoplasica. Este processo metastatico comeca muito antes
desses tumores serem detectados (33). Durante o crescimento do tumor
primario, a alta instabilidade genémica leva a evolugcao das células para que
adquiram caracteristicas, ou manifestem propriedades, que normalmente nao
possuiriam. Ao longo do processo, as células se adaptam a novos ambientes e
respondem a estimulos recebidos de outras células tumorais e estroma (34).

1.6.4 Induzindo angiogénese

Como os tecidos normais, os tumores para se manterem vivos
desenvolvem um mecanismo de formacao de novos vasos sanguineos, através
da angiogénese. Por este mecanismo, as células tumorais conseguem captar
nutrientes e liberar residuos metabdlicos e diéxido de carbono; processo este
que permanece ativo todo o tempo (35).

Estudos revelam que a angiogénese € estimulada através de diversos
reguladores, entre eles as proteinas de sinalizacdo que se ligam a receptores de

superficie celular, agindo como estimuladores ou inibidores de receptores que
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geralmente sdo exibidos pelas células endoteliais dos vasos sanguineos (36).
As moléculas sinalizadoras que estao ligadas ao processo de angiogénese sao
o fator de crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A) e a trombospondina -1
(TSP-1). A sinalizagdo de VEGF-A ocorre através de receptores tirosina
quinases (VEGFR-1-3). A expressdo do gene VEGF pode ser regulada

positivamente tanto por hipdxia quando por sinalizacao de oncogenes (37).

Além disso, outros sinais pro-angiogénicos, como fatores membros da
familia do fator de crescimento de fibroblastos-FGF1 desempenham um papel
importante na regulagéo da sobrevivéncia celular, divisdo celular, angiogénese
diferenciacdo e migragdo celular e, foram implicados na sustentagdo da
angiogénese tumoral quando sua expressdo esta cronicamente regulada
positivamente. TSP-1 é considerada uma proteina importante nesse equilibrio
do processo angiogénico e tem como fungao estimular ou inibir a formacéao de
novos vasos sanguineos. Além disso, também se liga a receptores de membrana
das células endoteliais (38). A angiogénese € induzida no inicio do
desenvolvimento de varios estagios dos canceres invasivos, tanto em modelos

animais quanto em humanos (39).
1.6.5 Ativando Invasao

Em 2000, os mecanismos subjacentes a invasao e metastase eram em
grande parte um enigma. A medida que os carcinomas com origem em tecidos
epiteliais progrediam para graus patolégicos mais elevados de malignidade, as
células cancerosas desenvolveram alteracdes em sua forma, bem como em sua
ligacdo a outras células e a propria matriz extracelular (ECM) (40).

A alteracdo mais bem caracterizada na invasao dos carcinomas envolve
a proteina E-caderina. As caderinas sao proteinas de adesdo celular
dependentes de calcio. Elas preferencialmente interagem entre si porque
possuem sempre o mesmo tipo de proteina e por isso sdo consideradas
moléculas de adesao celular (41). Ao formar juncées aderentes com células
epiteliais adjacentes, a proteina E-caderina ajuda a montar camadas de células
epiteliais e manter a quiescéncia (estado fisiolégico de baixa atividade
metabdlica) das células dentro dessas camadas. A regulacdo negativa
frequentemente observada e a alteragdo ocasional das E-caderinas em
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carcinomas humanos fornecem um forte suporte para o seu papel como um

supressor dessa capacidade marcante de invasao (42).

1.6.6 Metabolismo energético tumoral

A proliferagdo celular anormal representa a esséncia das doencas
neoplasicas, que envolve ndo apenas a alta proliferacao celular sustentada, mas
também os ajustes correspondentes do metabolismo energético a fim de
alimentar o crescimento e a divisdo das células (43). As células normais
absorvem a glicose por seus transportadores, os GLUTs, colocando esse
substrato para interior da célula. A glicosesofre a acdo da enzima hexoquinase
que faz o processo de fosforilacdo gerando glicose-6-fosfato (G6P), que é
isomerizada formando frutose-6-fosfato (F6P). Em seguida esse substrato passa
por uma fosforilagdo através da enzima Fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) gerando
frutose-1,6-difosfato (F1,6DP) que passara por processos enzimaticos até
chegar na ultima etapa, a formacgéo do piruvato (44). Essas etapas ocorrem sem
a presenca do oxigénio, chamada de glicélise anaerdbica; a glicélise é favorecida
e relativamente pouco piruvato é despachado para as mitocdndrias
consumidoras de oxigénio. O saldo de ATP formado numa célula normal é em
torno de 30 ATP (45).

Otto Warburg observou pela primeira vez uma caracteristica anémala do
metabolismo energético das células cancerosas. Mesmo na presenca de
oxigénio, as células tumorais podem reprogramar seu metabolismo de glicose e,

portanto, sua producdo de energia, limitando-o em grande parte a glicélise (46).

A existéncia dessa mudanca metabdlica foi comprovada nas décadas
seguintes. Essa reprogramacao do metabolismo energético que células
cancerosas fazem €& para compensar a menor producao de ATP pela glicélise
em relacdo a fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Isso se deve em parte pela
regulacao positiva dos transportadores de glicose, notavelmente pelo GLUTT,
gue aumenta substancialmente a importacao de glicose para o citoplasma (47).
A captacgdo e a utilizacao de glicose aumentada foram documentadas em muitos
tipos de tumores e demostrado pela tomografia por emissao de proétons (PET)
onde foi utilizado um radiomarcador analogo a glicose (*®F-fluorodeoxiglicose,
FDG) (48).
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Foi demostrado que o aumento significativo do fluxo metabdlico ao longo
da via glicolitica estd associado a oncogenes ativados pela proteina Ras
(envolvida na multiplicagéo celular, diferenciacao celular e fusdo de membranas)
e supressores tumorais como por exemplo a proteina TP53. Essa dependéncia
da glicose pode ser ainda mais acentuada devido as condi¢cdes de hipoxia que
ocorre em muitos tumores. Assim, tanto a proteina Ras quanto a hipoxia podem
aumentar independentemente os niveis dos fatores de transcricdo HIF1a e
HIF2a, que por sua vez aumentam a glicélise (49, 50).

1.6.7 A Transicao Epitelial Mesenquimal (TEM) regula a Invasao e
Metastase

A Transicao Epitelial Mesenquimal ou Transicdo Epitélio-Mesénquima
(TEM) é um processo pelo qual as células neoplasicas epiteliais perdem a
expressao de E-caderina, mediada pelos fatores de transcricao SNAIL, ZEB1,
ZEB2 e TWIST, subsequentemente adquirindo um fenétipo mesenquimal com
aumento do comportamento migratério (51).

Este mecanismo tornou-se proeminentemente implicado como um meio
pela qual as células epiteliais transformadas podem adquirir as habilidades de
invadir, resistir a apoptose e disseminar-se. Este programa TEM pode ser ativado
de forma transitéria ou estavel e em diferentes graus, por células tumorais
durante seus respectivos processos.

Um conjunto de fatores de transcricao que tém acao em muitos tecidos e
6rgaos sao os seguintes: Snail (envolvido na inducao da transicao epitelial para
mesenquimal, formagdo e manutencdo do mesoderma embrionario,
sobrevivéncia e migracao celular), Slug (envolvido na adeséo e proliferacao
celular em queratinécitos epidérmicos) (52), TWIST (fator de transcricdo que
desempenha papéis essenciais e centrais em varios estagios do
desenvolvimento embrionario e contribui significativamente para metastase do
tumor, até mesmo a iniciacdo do tumor e o crescimento do tumor primario) e
Zeb1/2 (induz transigao epitélio mesénquima). Esses fatores transcricionais séo
expressos em varias combinacdes e em varios tipos de tumores malignos e
foram mostrados em modelos experimentais de formacdo de carcinoma como

causalmente importantes para invasao e metastase (53).
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Figura 3: Efeitos da lamina basal sobre o processo de invasao tecidual (53).

1.6.8 Caracteristicas candidatas ao desenvolvimento do cancer

Definimos as caracteristicas do cancer como capacidades funcionais
adquiridas que permitem que as células cancerosas sobrevivam, proliferem e se
disseminem; essas funcdes sdo adquiridas em diferentes tipos de estagios
tumorais por meio de mecanismos distintos. Sua aquisicdo é possibilitada por
duas caracteristicas habilitadoras (54).

O primeiro mecanismo envolve um estado inflamatério das lesées pré-
malignas que é conduzido por células do sistema imunolégico e o segundo
envolve ativamente o processo de fuga das células cancerosas do ataque e
eliminacdo pelo sistema imune. Essa capacidade do sistema imunolégico de
atuar sobre o desenvolvimento e progressdo do tumor, pode facilitar a
progressdo de muitas formas de cancer humano, portanto, podem ser
consideradas marcas emergentes do cancer (55).

Por exemplo, as células cancerosas podem modificar linfocitos T
citotéxicos CD8 e células NK infiltrantes, secretando TGF-( (fator de crescimento
beta) ou outros fatores imunossupressores (56). Outra caracteristica emergente

esta relacionada a inflamacao como promotora tumoral. Alguns tumores sao
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densamente infiltrados por células do sistema imunologico e, assim refletem as
condicoes inflamatdrias que surgem em tecidos neoplasicos (57).

A inflamacdo pode contribuir fornecendo moléculas bioativas para
crescimento do tumor, incluindofatores de crescimento que sustentam a
sinalizagéo proliferativa, fatores de sobrevivéncia que limitam a mortecelular,
fatores pré-angiogénicos, enzimas modificadoras da matriz extracelular que
facilitam a angiogénese, invasao e metastase, e sinais que levam a ativagdo de
EMT. Além disso, as células inflamatérias liberam species reativas de oxigénio,
que sao ativamente mutagénicas para as células cancerosas préximas,

accelerando sua evolucdo em direcédo a estados de malignidade elevada (58).

1.6.9 Transicao epitélio-mesénquima e a plasticidade.

Durante a progressao do céancer, as células tumorais sofrem alteracoes
moleculares e fenotipicas denominadas coletivamente como plasticidade celular,
tais mudancas resultam em alteracoes genéticas e epigenéticas, contribuindo
assim para a heterogeneidade do tumor e para a resisténcia a terapia (59).

A plasticidade no processo epitélio mesénquima (TEM) é o caso mais
conhecido de plasticidade de células tumorais, esta descoberta esta relacionado
a trabalhos recentes (60). Em varios tecidos adultos, as células mudam sua
identidade como parte de uma resposta fisiolégica a lesao ou inflamacao. Tais
alteragbes podem ocorrer ao nivel de células individuais, onde o fenomeno é

comumente referido como “transdiferenciagcéo” (61).

O conceito de transdiferenciagdo tem sido reconhecido ha muito tempo
pelos patologistas na forma de metaplasia tecidual, em que células de um
determinado fendtipo diferenciado alteram acentuadamente sua morfologia para
se tornarem claramente reconheciveis como elementos de outro tecido, um
exemplo que podemos relatar é a inflamagao cronica do epitélio escamoso
estratificado do eséfago que induz a transdiferenciacdo em um epitélio colunar
simples que é caracteristico do intestino, facilitando assim o desenvolvimento
subsequente de adenocarcinomas, e nao dos carcinomas de células escamosas

que seriam esperados para surgir deste epitélio escamoso (62).
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Dados recentes mostram que existe proteinas regualtorias de fatores de
transcricdo que estimulam essa mudanca que sao MIST1 e PTF1 governam,
através da sua expressdao no contexto de circuitos reguladores auto-
sustentaveis, a especificacao e manutencao do estado diferenciado. Acredita-se
que a metaplasia desempenhe uma funcéo protetora diante de danos crdnicos,
seja substituindo tecidos perdidos ou formando barreiras mais adequadas para
resistir a condi¢cdes hostis (63).

Outra linha de evidéncia para esse processo da plasticidade e TEM e a
regulacao epigenética, que envolve a capacidade de crescimento invasivo das
células cancerigenas. Um exemplo classico de indugdo reversivel de
invasividade de células cancerigenas, ZEB1, induz a expressédo de uma histona
metiltransferase, SETD1B, que por sua vez sustenta a expressado de ZEB71 em
um ciclo de feedback positivo que mantém o estado regulatério (invasivo) do
TEM (64).

Um estudo anterior documentou de forma semelhante que a inducéao de
TEM pela expressao regulada positivamente de um PTF1 relacionado, SNAIL1,
causou alteracdes marcantes na paisagem da cromatina consequentes a
inducdo de uma série de modificadores da cromatina, cuja atividade foi

comprovadamente necessaria para a manutencao do estado fenotipico (65).

Além disso, uma lista de condicbes e fatores aos quais as células
cancerigenas nas margens dos tumores estdo expostas, incluindo hipoxia e
citocinas secretadas pelas células do estroma, podem evidentemente induzir a
TEM e, por sua vez, a invasividade (66).

Outro exemplo de plasticidade regulada por epigenética foi descrito em
carcinomas de células escamosas orais humanos (OSCC), em que as células
cancerigenas nas margens invasivas adotam um estado EMT parcial (p-EMT)
sem os PTFs mencionados acima, mas expressando outros genes definidores
de TEM que sé@o ndo expresso no nucleo central dos tumores (67).
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Figura 4: Efeitos da adesao célula-célula sobre a transicao epitélio-mesenquima:
As células epiteliais sdo caracterizadas por conexdes intercelulares compostas
por proteinas juncionais, como a E-caderina. Ao longo da TEM, essas células
perdem essas jungdes e, em vez disso, adquirem fendtipos funcionais e
morfologicos que lembram os fibroblastos. Essas mudancas s&o orquestradas
por uma religacéo transcricional que resulta no silenciamento ou repressao de
genes epiteliais. Embora este processo represente classicamente um TEM
completa”, ha evidéncias crescentes de estados TEM parciais, que sao
frequentemente definidos pela expressdao dupla de genes epiteliais e
mesenquimais. Nao esta claro se esses estados TEM parciais observados
representam estados estaveis ou sdo intermediarios transitérios ao longo de um
TEM. Embora os mecanismos subjacentes a TEM parcial ainda sejam em
grande parte desconhecidos, ha evidéncias de que a relocaliza¢ao das proteinas

juncionais desempenha um papel durante este processo (59).
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2. CELULAS TUMORAIS E A VIA GLICOLITICA

A via dlicolitica, envolvida no crescimento dos tumores, tem como
consequéncia, a superproducao de lactato, que provoca um estado de acidose
metabdlica, inibicao de vias apoptéticas e contribui para o crescimento do tumor
(69). Neste processo, ocorre uma maior captacdo e degradacdo de glicose
devido ao ambiente hipdxico que as células tumorais se encontram. Outro fator
importante neste cenario € a falta, pelo menos inicialmente, de redes de capilares
localizadas na regido do tumor para suprir as necessidades das células tumorais
que dependem de uma maior captacao de glicose para maior parte de producéo
de ATP em relagdo a uma célula normal (68).

O aumento da atividade glicolitica nas células tumorais é alcancado
devido ao aumento de atividade de determinadas enzimas, como por exemplo,
as enzimas hexoquinase, PFK1 e PKM2, e também pelos transportadores de
membrana GLUT1 e GLUT3 que carregam a glicose para interior da célula (69).

Também é importante a agdo de varios fatores que induzem esses
processos. Um deles é o fator induzido por hipéxia (HIF-1) que ativa a enzima
piruvato desidrogenase quinase (PDK) e ao mesmo tempo, inibe a piruvato
desidrogenase (PDH). A PDH é responsavel pela conversdo do piruvato em
acetil-CoA, na mitocéndria, além de alterar os processos mitocondriais (Ciclo do
acido citrico e fosforilacdo oxidativa), aumentando as concentragdes de piruvato
intracelular. O HIF-1 esté entre os principais fatores envolvidos no processo de
aumentar a vascularizacdo (angiogénese) em tumores permitindo sua

sobrevivéncia e proliferagao (70).

Existem evidéncias de que a ativacdo de varios oncogéneses pode
realmente resultar em uma supressdao semelhante da funcdo mitocondrial,
independente da hipdéxia. Em outras palavras, a sinalizagao nao hipéxica durante
a oncogénese pode imitar os efeitos do HIF-1 e sustentar o mesmo fenétipo
metabdlico, continuando a oferecer uma vantagem de crescimento e inibicdo da
apoptose no tumor em crescimento (71). Por exemplo, o p53 inibe a expressao
da enzima glicolitica fosfogliceratomutase, o p53 pode regular a atividade
mitocondrial aumentando a expressdo das subunidades mitocondriais do
citocromo ¢ oxidase e da proteina de reparo do DNA mitocondrial p52R2 (72).
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Nessa reprogramacdo metabdlica, o tumor utiliza mais a via glicolitica,
acarretando aumento da quantidade de lactato, que consequentemente aumenta
a acidez metabdlica intracelular. O controle dessa acidez é feito pelas proteinas
transportadoras de monocarboxilatos (MCT4 e MCT1). MCT4 é responsavel pelo
efluxo de lactato e o MCT1 pelo influxo de lactato. Ambos os transportadores sao
permeases nao eletrogénicas e respondem as concentracdoes imediatas de
lactato e H* em ambos os lados da membrana (73).

A inducado geral dessas vias pode refletir sua regulacdo por vias de
sinalizagdo que sao comumente perturbadas nas células cancerosas. Essas
alteracoes estimulam a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (a qual regula diversos
processos celulares, como proliferagdo, crescimento, apoptose e rearranjo
citoesquelético), a AKT (a qual regula a funcdo de muitas proteinas celulares
envolvidas em processos que incluem metabolismo, apoptose e proliferacéo) e
o alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) (proteina quinase que regula o
crescimento, sobrevivéncia, metabolismo e imunidade celular), promovendo
assim um programa anabdlico robusto com aumento do fluxo glicolitico, sintese
de acidos graxos e aminoacidos, respectivamente. As células tumorais
frequentemente contém mutacdes que permitem que a rede PIBK-AKT-mTOR
atinja maior eficiéncia com dependéncia minima da estimulagéo extrinseca por

fatores de crescimento (74).
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Figura 5. vias de sinalizagdo do metabolismo do cancer (76).

As células tumorais alteram a via da mTORC1 que induz um programa de
crescimento anabdlico na sintese de nucleotideos, proteinas e lipidios. Além
dessas alteracbes, outras estdo ocorrendo, como a perda de supressores
tumorais, a ativacdo de oncogenes como MYC, que promove ainda mais o
anabolismo por meio da regulacdo da transcricdo de genes metabdlicos. O
metabolismo tumoral controla a sinalizacéo por meio de regulagéo dos niveis de
espécies reativas de oxigénio e da via das pentoses fosfato (PPP) (74).
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3. RELACAO METABOLISMO E PLASTICIDADE

A invasao e metastase de células cancerigenas resultam da ativacao do
citoesqueleto nas células tumorais que inicia a migracao e separagao das células
do tumor primario e também o rompimento da membrana basal, seguida de sua
disseminacgao através do tecido intersticial. As células tumorais podem espalhar-
se através dos vasos sanguineos e linfaticos para outros 6rgaos e iniciar nova
colonizacao (75).

O estresse bioenergético resultante leva a respostas de sinalizacao e
adaptacdo metabdlica, garantindo a sobrevivéncia e ajustando a atividade
migratéria das células tumorais. Esta resposta ao déficit energético foi
recentemente identificada, incluindo uma mudanca de células cancerigenas
invasivas para a migracdo amebdide com conservacdo de energia € uma
capacidade aprimorada de metastastizacao. A migracao celular é essencial para
muitos processos biolégicos, enquanto a migracao celular anormal é
caracteristica das células cancerigenas. As células epiteliais tornam-se méveis
ao passarem pela transicao epitelial-mesenquimal, e as células mesenquimais
aumentam a velocidade de migragdo ao adotar caracteristicas amebdides (76).

Além da migracao ameboide existem outros tipos de migracao envolvendo
0s processos proliferativos das células tumorais. O movimento coletivo depende
da adesdo célula-célula e representa um importante modo de migracdo na
morfogénese embrionaria, cicatrizacdo de feridas e metastase de células
cancerosas (77). A migracdao mesenquimal de células individuais envolve
adesbes célula-matriz, contratilidade da actina-miosina e remodelagéao
proteolitica do tecido, conforme detectado em fibroblastos e células tumorais que
sofreram a transicao epitelial-mesenquimal (78).

Sob condicbes de estresse metabdlico, incluindo acidose, hipoxia e
privacdo de nutrientes, mecanismos adicionais para a producédo de ATP séo
ativados, metabolismo de aminoacidos, oxidacao lipidica. Poucos minutos apés
a privacao de energia, as células cancerosas podem adaptar a produgao de ATP
ativando vias que regulam o metabolismo celular, incluindo a proteina quinase
ativada por AMP (AMPK) e o fator induzivel por hipéxia (HIF-1), que permitem
uma resposta bioenergética (79). A AMPK estimula a captacdo de glicose
(através dos transportadores GLUT1 e GLUT4) e a producao de ATP através da

glicélise. Esta enzima promove ainda o uso de fontes alternativas de energia,
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incluindo a importacao de lipidios para as mitocondrias para oxidagéo de acidos

graxos (80).

3.1 Equilibrio redox através da Via das pentoses fosfato (PPP)

O ciclo das pentoses € uma rota alternativa para oxidagao da glicose-6-
fosfato, no citosol sem gerar ATP. As células normais, na via da glicolise,
convertem a glicose em glicose-6-fosfato; porem existem outros caminhos
catabdlicos para glicose-6-fosfato (81). A glicose-6-fosfato tem outra finalidade
que leva a formacéao de outro tipo de composto para célula, a formagao desse
novo composto ocorre através da oxidagao da glicose-6-fosfato que acontece
pela via das pentoses fosfato (PPP) (82).

A formacédo do NADPH ¢ iniciada pela oxidacao da glicose-6-fosfato por
acao da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) para formar 6-fosfoglicona-o-
lactona. Nessa acao, o NADP, que é aceptor de elétrons, é em seguida reduzido
gerando NADPH reduzido. Em seguida a lactona é oxidada pela enzima 6-
fosfogliconato-desidrogenase para formar ribulose-5-fosfato, e nessa reacao
acaba gerando a segunda molécula de NADPH. Esta fase é conhecida como a
fase oxidativa do ciclo das pentoses (83). Na fase nado oxidativa, ocorre a
formagéo continua de NADPH, através da ribulose-5-fosfato produzidas na fase
oxidativa, e €& convertida em ribose-5-fosfato. Essa pentose-5-fosfato é
reutilizada por intermédio da atividade das transcetolases (TKTL) e transaldoses
(TAL), que sédo enzimas responsaveis por reagoes de interconversdo. Essas
enzimas agem regenerando a glicose-6-fosfato, que em seguida passa para fase
oxidativa, permitindo a formagao continua de NADPH (84). Em resumo, a via das
pentoses permite a produgdo de NADPH, que pode ser utilizado como fonte de
poder redutor nas reacdes biossintéticas (acidos graxos) e na protecao contra
espécies reativas de oxigénio. Essa via ainda permite a producao da ribose-5-
fosfato, precursor da ribose e da desoxirribose (sintese de acidos nucleicos) (85).
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Figura 6: Via das pentoses-fosfato. O NADPH, formado na fase oxidativa, é
aproveitado para gerar glutationa, e sofre a acdo da enzima glutationa redutase,
originando GSH (glutationa reduzida). Na fase oxidativa a ribose-5-fosfato serve
como precursor para nucleotideos, coenzimas e acidos nucleicos. Em células
que nao estdo utilizando a ribose-5-fosfato para a biossinteses, se deslocam
para fase nao oxidativa pela acdo da atividade transcetolases (TKTL) e
transaldoses (TAL) com isso permitindo a producao continua de NADPH (86).

3.2 Como a célula tumoral utiliza NADPH ao seu favor contra
espécies reativas de oxigénio (EROs)?

O oxigénio é um dos principais compostos organicos de oxidacao e
também na produgdo de ATP envolvendo o metabolismo celular. Nesse
processo de producdo de energia através da utilizacdo do oxigénio, sao
produzidas espécies reativas e radicalares, que sdo atomos ou moléculas que
contem numero impar de elétrons na sua ultima camada eletrénica, e por causa
deste ndo emparelhamento acabam por ficar muito instaveis e reativas (87).
Nessas reacgdes, principalmente relacionadas ao metabolismo do oxigénio,
ocorre a producdo de uma variedade de substancias quimicas que sao
chamadas de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs em altas

concentragdes podem alterar organelas celulares, acidos nucleicos, lipideos e
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proteinas. Esse desequilibrio provocado por espécies reativas de oxigénio leva
a uma condicdo prejudicial a célula denominada estresse oxidativo; este
processo é uma das principais causas de danos as células e pode levar a
apoptose. Entretanto, nosso organismo consegue se proteger desses danos
através de compostos muito importantes denominados antioxidantes (88).

Em condicdes fisiolégicas, as EROs sado constantemente produzidas e
removidas dentro das células. Outro detalhe importante dessas espécies no
aspecto fisiolégico é na transducédo de sinal e a resposta imunolégica. Para
manter controle dessas reacdes o sistema de antioxidantes tem que estar em
equilibrio. No entanto, a superprodugcédo de espécies reativas ou desregulacao
dos sistemas antioxidantes pode levar ao estresse oxidativo localizado ou
sistémico. No entanto, o estresse oxidativo mais grave e especialmente crbnico
pode levar a muitos efeitos no nivel molecular, gerando formas oxidadas de
proteinas, lipidios e DNA (89). Dentre os efeitos prejudiciais do estresse
oxidativo crénico estdo o envelhecimento mais rapido, mutacées de DNA,
mudancas epigenéticas que, nos piores casos, se acumulam com o
desenvolvimento e progressao de muitas doengas, incluindo alteracées malignas
(90).

Muitos processos no nivel celular dependem de vias de sinalizagéo para
regenerar e manter o estado/equilibrio redox celular. Os niveis de EROs
constantemente ou periodicamente elevados podem ser consideradas como
fator de risco para tumorigénese e ao mesmo tempo, também estao envolvidos
na inducao da angiogénese, transicdo epitelial-mesenquimal (TEM) e sua
"interconexao" com as células circundantes que, por sua vez, apoiam a
tumorigénese, juntamente conduzindo o desenvolvimento do tumor. Assim, o
estresse oxidativo tem papel central na mudanga metabdlica que leva as células
a adaptacdo a estressores carcinogénicos e a transformacdo maligna
(91). Talvez a caracteristica metabédlica mais marcante de muitos tumores seja
a forte dependéncia da glicolise anaerdbica, apesar da mitocdndria funcional e
da disponibilidade de oxigénio. Portanto, os niveis de EROs intracelulares devem
ser mantidos equilibrados e abaixo de um limiar téxico, ao passo que uma
mudanca drastica em direcdo a oxidacao causaria a morte das células tumorais
(92).
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Esse alto consumo metabdlico acaba aumentando o estresse oxidativo
nas células tumorais. Nesse processo o NADPH é utilizado como redutor doando
ions de hidrogénio. Para explicar melhor esse assunto podemos citar o ciclo da
glutationa (GSSG/GSH), onde NADPH é utilizado pela glutationa redutase para
regenerar o tripeptideo na forma reduzida (GSH), e desta forma, reduzir do dano
oxidativo sobre lipidios, proteinas e outras moléculas sensiveis (87). Para evitar
o dano oxidativo, as células se valem de varios tipos de antioxidantes chamados
de enzimaticos (enzimas SOD, CAT, GPx, tiorredoxinas), e também os n&o
enzimaticos que sdo em sua maioria compostos exdgenos. Baseado nestes
apontamentos se afigura razoavel afirmar que as células tumorais utilizam o
NADPH produzido pela vias das pentoses para manter o equilibrio redox
intracelular (93). Resultados foram obtidos em carcinoma de células renais, onde
a atividade alterada da PPP foi identificada como uma caracteristica metabdlica

chave do estado do cancer (94).

A compreensédo da via Glicolitica e do ciclo das Pentoses Fosfato revela
aos poucos um mundo novo, onde a possibilidade do desenvolvimento de
métodos de tratamento inovadores que visam reprogramar a glicélise e o fluxo

desta via no cancer estao cada vez mais ao alcance.
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4. HIPOTESE

A modulacao do ciclo das pentoses e da via glicolitica pode afetar os
processos de invasdao, mestastase e proliferacdo celular das células do

carcinoma espinocelular oral.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o comportamento celular de linhagens tumorais de carcinoma
espinocelular oral (CAL27, SCC9) através da modulacao da via glicolitica e das
vias pentoses através da inibicdo da piruvato desidrogenase kinase (via

glicolitica) e da inibicao da glicose-6-fosfato desidrogense (ciclo das pentoses).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar o efeito citotdxico (culturas 2D) dos inibidores 6-AN e DCA na
linhagem de queratindcitos normais, células displasicas (CAL27) e de
carcinoma invasivo (SCC9);

> Avaliar o efeito dos inibidores 6-AN e DCA na adesao célula-célula e
coesao de culturas organotipicas (esferoides);

> Avaliar o comportamento migratério em termos de velocidade,
direcionalidade e migracao efetiva das 3 linhagens celulares frente a agéao
dos inibidores.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Aspectos éticos

Este estudo utiliza linhagens comerciais de células epiteliais ndo tumorais e

tumorais, nao havendo conflitos éticos.

6.2 Delineamento do Estudo

Estudo experimental em laboratério, descritivo, analitico, utiliza modelo

experimental in vitro.

6.3 Reagentes e cultura celular

6.3.1 Linhagens Celulares

Linhagens celulares de HACAT (queratincitos — ATCC® PCS-200-
011TN TM), CAL27 (CEC bucal similar a displasia — ATCC® CRL-2095 TM),
SCC9 (CEC bucal invasivo— ATCC® CRL-1628 TM). Todos os meios de cultura
serdo suplementados com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1%
penicilina/estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em estufa de cultivo

celular com COz2, 5% e umidade constante.

6.3.2. Reagentes que foram utilizados

» A 6-aminonicotinamida (6-AN), € uma amida do acido monocarboxilico
resultante da condensacao formal do grupo carboxi do acido 6-
aminonicotinico com aménia. Um inibidor daenzima dependente
de NADP+, 6-fosfuglonato desidrogenase, interfere  na  glicdlise,
resultando na deplecao de ATP e aumento do estresse oxidativo;

> Dicloroacetato de sédio (DCA) é o sal de sédio do 4cido dicloroacético
com potencial de atividade antineoplasica. O ion dicloroacetato inibe
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a piruvato desidrogenase Kinase, esse agente pode estimular a apoptose

nas células cancerigenas, restaurar fosforilagao oxidativa.

6.3.3. Calculo de Amostra

Por se tratar de experimentos in vitro utilizando ambientes controlados, os
experimentos com linhagens celulares foram realizados em triplicata, obtidas

médias * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes.

6.3.4 Cultivo Celular

As células cultivadas passaram por meio de cultivo trocado a cada 48
horas até atingirem confluéncia de 80%, em seguida foram tripsinizadas e
replaqueadas. No dia das analises as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos em tubo apropriado e

entao foram realizadas as técnicas experimentais propostas.

6.4 Ensaio de proliferacao

As células HACAT, CAL27 e SSC9, foram semeadas em placas de 96
pocos e mantidas em atmosfera controlada a 37°C e CO2 em 5% por 24 horas
para aderéncia na densidade de 3x10° de células/poco. Apds este periodo, as
células foram expostas aos inibidores DCA (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 25
mM, 50 mM, 100 mM) e 6AN (1,25 uM, 2,5 uM, 5 pM, 10 uM, 20 pM, 40uM, 80
UM, 100 uM), pelo periodo de 24 e 48 horas.

Apos o periodo de tratamento, o0 meio de cultura foi removido, as células
remanescentes lavadas com PBS 1X por 3 vezes. Apés, foi adicionado 50 uM
de acido tricloroacético a 50% a todos os pocos e a placa foi armazenada a uma
temperatura de 4°C por 24 horas. Apés a fixacao, foi feita uma lavagem para
retirada do fixador e adicionado 50 uM da solucdo SRB e incubado por 30
minutos em temperatura ambiente para permitir a adequada marcacao. Apés a
marcacao, 100 uM de Trisma foi adicionado em cada po¢o por uma hora em
temperatura ambiente para a completa solubilizagcdo do corante, permitindo
desta forma a leitura espectrofotométrica a 560 nm.
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6.5 Ensaio por esferoides

As células foram cultivadas em meio de cultura e divididas em grupos
experimentais: controle e os inibidores 6 AN e DCA, até atingirem uma
confluéncia de 80%, e logo em seguida passaram por protocolos ja
estabelecidos, para ver velocidade de migracao. A direcionalidade foi analisada
pelo ensaio de time lapse, na qual as linhagens celulares serdo plaqueadas em
placas de 12 pocos e logo em seguida passaram por protocolos pertencentes a
cultura de células. Apds, foi feita analise através do software image J.

6.6 Ensaio de migracao

As esferas de 96 pocos foram previamente recobertas por 50 pL de
agarose, apoés solidificacdo foram semeadas 1x10* células das trés linhagens
estudadas. A placa foi levada a incubadora em 37°C com 5% de COz2, por 72
horas para a correta formacao dos esferdides. Apds este periodo, foi realizado
tratamento com os inibidores 6AN e DCA, sendo obtidas micrografias de cada
esfera nos tempos 0, 24 horas, 48 horas e 72 horas, a um aumento padronizado
de 100X. As analises da area e perimetro foi utilizado software Image J.

6.7 Analise estatistica

Os dados coletados foram plotados no software Prisma 8.0 e em seguida
foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados seguiam
distribuicao Gaussiana, sendo a distribuicAo considerada normal e a
comparacao entre os grupos foi realizada através do teste paramétrico One-Way
ou Two-Way Anova quando necessario. Foi assumido um p<0,05 como
significante. Se o teste Shapiro-Wilk resultasse em p>0,05, a distribuicao seria

considerada nao normal e o teste nao paramétrico adequado seria utilizado.
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