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VIDAL, Manuela Torres Andion. Efeitos dos fibroblastos associados ao céncer e do
bloqueio farmacologico de GLI na invasdo e migracdo em células de carcinoma
escamocelular de boca. 87 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) — Universidade Federal da
Bahia. Instituto de Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz. Salvador, 2019.

RESUMO

INTRODUCAO: Os canceres de boca sdo um problema de satide publica devido a alta
incidéncia, prevaléncia e mortalidade. Dentre estes, o carcinoma escamocelular de boca
(CEB) € o subtipo histolégico mais comum. A via Hedgehog (Hh) ja foi descrita em
diversos tipos de canceres, e sua ativacdo desencadeia a expressdo de genes que regulam a
proliferagéo, a angiogénese e a invasao tumoral. A percepg¢do do cancer tem sido ampliada
e compreendida em um contexto de microambiente, no qual os fibroblastos associados ao
cancer (CAF, do inglés, carcinoma-associated fibroblasts) tém sido relacionados com a
progressao tumoral. OBJETIVO: Avaliar o efeito de CAF na expressdo de genes Hh em
célula de CEB, bem como analisar se o blogueio farmacol6gico desta cascata sinalizadora,
em CAF, pode ter efeito na expressdo de genes relacionados a cascata Hh, migracdo e
invasdo em célula CEB. MATERIAL E METODOS: Foram utilizadas linhagens de CEB
(CAL27, SCC4, SCC9 e HSC3), culturas primarias de fibroblastos normais de boca (NOF)
e CAF de boca (CAF). Em células de CEB e fibroblastos, foram realizadas
imunofluorescéncia, western blot e expressdo génica para caracteriza¢do da via Hh nesses
tipos celulares. Em amostras de CEBs humanos, foi realizada a imuno-histoquimica para os
anticorpos a-SMA, SHH, IHH, MMP9 e MMP14. As células HSC3 e CAL27 foram
estimuladas com o SHH recombinante e analisada a expressdo dos genes componentes da
via Hh. Para blogueio farmacoldgico da via Hh, foi utilizado o GANT61 em CAF e
CAL27. Foi coletado meio condicionado por CAFs e por CAFs com a via Hh bloqueada,
com o qual as celulas CAL27 foram incubadas, e avaliada a expressdo de genes
relacionados & via Hh, invasdo e migracdo celular. RESULTADOS: Em CEBs humanos,
foi encontrada uma forte correlagdo positiva entre fibroblastos a-SMA+ e as proteinas SHH
e MMP9, na regido de front tumoral. A expressdo génica de componentes da via Hh foi
observada nas linhagens de CEB, bem como em NOF e em CAF. Nas linhagens de células
tumorais (HSC3 e CAL27) e no CAF, foi observada a marcacdo de proteinas da via Hh.
Apdbs estimulo com SHH recombinante, as células HSC3 e CAL27 apresentaram uma
maior expressdao dos genes PTCH1 e GLI1. Em CAL27, a incubagdo com o meio
condicionado por CAFs foi capaz de aumentar os niveis de transcritos de RNAmM de genes
da via Hh e genes envolvidos na migragéo e invasao celular, como MMP9, MMP14,
Osteopontina, E-caderina e [-catenina. Apds o bloqueio da via, observou-se uma
interrupcdo no aumento da expressdo dos genes supracitados, nos diferentes tempos estudados.
CONCLUSOES: Os CAFs sdo fontes de ligantes Hh e regulam a via Hh nas células de
CEB, através da sinalizacdo paracrina reversa. O meio condicionado por CAFs aumenta a
expressao de genes relacionados a migracéo e invasdo celular, favorecendo a progressao do
CEB. E ainda, o blogueio farmacolégico dos CAFs e CAL27 diminui a expressao desses
genes. Adicionalmente, a via Hh pode ser considerada um potencial alvo farmacoldgico no
CEB.

Palavras-chave: Proteinas Hedgehog, Neoplasias Bucais e Microambiente Tumoral.



VIDAL, Manuela Torres Andion. Effects of cancer-associated fibroblasts and
pharmacological GLI blockade on invasion and migration in oral squamous cell carcinoma.
87 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Instituto de
Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2019.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Oral cancers are a public health problem due to their high incidence,
prevalence and mortality. Among these, the oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the
most common histological subtype. The Hedgehog pathway (Hh) has been identified in
several types of cancers, and its activation triggers the expression of genes that regulate
proliferation, angiogenesis and tumor invasion. The understanding of cancer has been
expanded and adapted to a microenvironment context, in which cancer-associated
fibroblasts (CAFs) have been linked to tumor progression. AIMS: To evaluate the effect of
CAF on Hh gene expression in OSCC cells, as well as to analyze if the pharmacological
blockade of this signaling cascade in CAF may have effect on the expression of Hh cascade
related genes, migration and invasion in OSCC cells. MATERIAL AND METHODS:
OSCC cell lines (CAL27, SCC4, SCC9 and HSC3), primary cultures of normal oral
fibroblasts (NOF) and oral CAF (CAF) were used. In OSCC cells and fibroblasts,
immunofluorescence, western blot and gene expression were performed to characterize the
Hh pathway in these cell types. In human OSCC samples, immunohistochemistry for a-
SMA, SHH, IHH, MMP9 and MMP14 antibodies was performed. HSC3 and CAL27 cells
were stimulated with recombinant SHH and expression of Hh pathway component genes
was analyzed. For the pharmacological blockade of the Hh pathway, GANT61 in CAF and
CAL27 was used. Medium conditioned by CAF with and without blockage of the Hh
pathway were collected, in which CAL27 cells were incubated, and expression of Hh
pathway-related genes, invasion and cell migration were evaluated. RESULTS: In human
OSCCs, a strong positive correlation was found between a-SMA+ fibroblasts and SHH and
MMP9 proteins in the tumor front region. The gene expression of Hh pathway components
was observed in OSCC cell lines, as well as NOF and CAF. In tumor cell lines (HSC3 and
CAL27) and CAF, protein staining of the Hh pathway was observed. After stimulation with
recombinant SHH, HSC3 and CAL27 cells showed a higher expression of PTCH1 and
GLI1 genes. In CAL27 cells, incubation with CAFs conditioned medium was able to
increase MRNA transcript levels of Hh pathway genes and genes involved in cell migration
and invasion such as MMP9, MMP14, Osteopontin, E-cadherin and p-catenin. After
blockade of the Hh pathway, much of this effect was reversed. CONCLUSIONS: CAFs
are sources of Hh ligands and regulate the Hh pathway in OSCC cells through reverse
paracrine signaling. CAFs-conditioned medium increases the expression of genes related to
cell migration and invasion, favoring the progression of OSCC. Moreover, pharmacological
blockade of CAFs and CAL27 decreases the expression of these genes. Additionally, the
Hh pathway can be considered a potential pharmacological target in OSCC.

Key words: Hedgehog Proteins, Oral Neoplasms and Tumor Microenvironment.
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1 INTRODUCAO
1.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR DE BOCA

Os canceres de cabeca e pescoco sao um grave problema de salde publica devido a
alta incidéncia, prevaléncia e mortalidade (RIVERA; VENEGAS, 2014; CHI; DAY,
NEVILLE, 2015; MORO et al., 2018). Dentre estes, destacam-se 0s canceres que
acometem a cavidade oral, que ocupam, em nivel mundial, a 182 posicdo entre todos 0s
tumores malignos, com estimativa de 354.864 casos novos para 2018 (BRAYet al., 2018).
Para o Brasil, estimam-se 11.200 casos novos de cancer da cavidade oral em homens e
3.500 em mulheres para cada ano do biénio 2018-2019, correspondendo a um risco
estimado de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens, ocupando a quinta posicédo; e de
3,28 para cada 100 mil mulheres, sendo o 12° mais frequente entre todos os canceres
(INCA, 2017).

O carcinoma escamocelular de boca (CEB) é o subtipo histolégico mais comum da
cabeca e pescoco (excluindo o cancer de pele ndo-melanoma) (BINMADI; BASILE, 2011;
SHAH; KAUR, 2014; RIVERA; VENEGAS, 2014; CHI; DAY; NEVILLE, 2015). Os
sitios mais acometidos s&o dois tercos anteriores da lingua e o assoalho de boca (NOGUTI
et al., 2012; RHODUS; KERR; PATEL, 2014; RIVERA, 2015) e apresenta predilecao pelo
sexo masculino (2:1) (KIMPLE et al., 2014; CHI; DAY; NEVILLE, 2015; CHEN et al.,
2018). O CEB ocorre principalmente na populacdo idosa, a partir da quinta década de vida,
com idade média de 62 anos durante o diagnostico, porém a incidéncia em adultos jovens
estd aumentando (NOGUTI et al., 2012; RHODUS; KERR; PATEL, 2014; ERNANI;
SABA, 2015; LEITE et al.,, 2018). A taxa de sobrevida em 5 anos encontra-se em
aproximadamente 50% (RHODUS; KERR; PATEL, 2014; MORO et al., 2018).

A etiologia do CEB é multifatorial e estd relacionada as alteragbes genéticas
causadas por exposi¢do cronica a carcindégenos quimicos, irritantes fisicos, infeccdes virais
e inflamacédo crdnica, além de susceptibilidade genética (RHODUS; KERR; PATEL, 2014;
SASAHIRA; KIRITA; KUNIYASU, 2014). As principais mutagdes ocorrem nos genes
TP53, CDKN2A e PIK3A que estdo alterados em 73%, 54% e 48%, respectivamente, dos
casos de CEB (GAO et al., 2013; CERAMI et al., 2012). Em geral, ocorrem mutacfes
pontuais, delecGes, metilagbes, amplificacdo de oncogenes e inativacdo de genes
supressores  tumorais (WARNAKULASURIYA, 2009; SASAHIRA; KIRITA;
KUNIYASU, 2014; RHODUS; KERR; PATEL, 2014). O uso do tabaco é o fator

etiologico determinante, especialmente quando atua sinergicamente com 0 consumo
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excessivo de alcool (KOONTONGKAEW, 2013; CHI; DAY; NEVILLE, 2015;
MONTERO; PATEL, 2015; WONG; WIESENFELD,2018).

A transformacdo da mucosa oral normal em CEB € uma progressdo molecular em
multiplas etapas, na qual a subpopulacdo de células tronco adultas do tecido, quando
expostas a agentes carcinogénicos, passam a acumular mutacGes em genes responsaveis
pelo desenvolvimento tumoral, como TP53, NOTCH1 (homoélogo NOTCHL, associado a
translocacéo), EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico), CDKN2A (inibidor da
quinase dependente de ciclina 2A), STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3),
Ciclina D1, Rb (retinoblastoma), bem como genes envolvidos na transicdo epitelial-
mesenquimal (TEM) e angiogénese (RIVERA, 2015; ERNANI; SABA, 2015). Algumas
lesbes pré-malignas tém sido associadas ao desenvolvimento do CEB e apresentam
potencial variavel para transformacdo maligna, essas incluem: leucoplasia, eritroplasia,
liquen plano e fibrose submucosa oral (MONTERO; PATEL, 2015). Nestas situacdes, as
células adquirem diversas alteragdes genéticas e ha uma cascata de eventos moleculares,
que evoluem desde hiperplasia e displasia (discreta, moderada, intensa) e carcinoma in situ
(RHODUS; KERR; PATEL, 2014; ERNANI; SABA, 2015).

Clinicamente, o CEB pode apresentar caracteristicas variaveis, dependendo do
estagio da lesdo. Inicialmente, nenhum sinal ou sintoma est4 presente, entretanto, sinais
sutis, como: alteracdo de cor (vermelha e/ou branca) e pequenas ulceras persistentes podem
ser encontrados. A maioria dos casos, entretanto, sdo diagnosticados em estagio avancgado e
sdo observadas lesbes extensas, exofiticas ou ulceradas, areas endurecidas, sangramento,
dor, disfagia, disartria, parestesia e mobilidade dentaria (RHODUS; KERR; PATEL, 2014;
CHI; DAY; NEVILLE, 2015), além de linfadenopatia, fistulas cutaneas, anemia grave e
caquexia (ERNANI; SABA, 2015).

O American Joint Committee on Cancer (AJCC) e a Union for International Cancer
Control (UICC) utilizam o sistema TNM de estadiamento para classificacdo de tumores
malignos sélidos, incluindo o CEB (KIMPLE et al., 2014; RHODUS; KERR; PATEL,
2014; MONTERO; PATEL, 2015; CHI; DAY; NEVILLE, 2015). A classificacdo TNM é
baseada no tamanho do tumor (T), no envolvimento linfonodal regional (N) e na presenca
de metéstase (M). Para realizacdo do estadiamento sdo utilizados achados clinicos e
imaginologicos, incluindo radiografias, tomografia computadorizada (TC), ressonancia
magnética (RM) e tomografia computadorizada por emissdo de positrons (PET SCAN)
(RHODUS; KERR; PATEL, 2014; CHI; DAY; NEVILLE, 2015). Esta classificacdo é

utilizada para determinar a extensdo e o progndstico do cancer, bem como auxiliar no
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planejamento terapéutico (RHODUS; KERR; PATEL, 2014; RIVERA, 2015; NOGUTI et
al., 2012). Entretanto, os dados fornecidos pelo estadiamento TNM s&o insuficientes para
predizer a resposta ao tratamento e, estudos que exploram a biologia deste tumor tornam-se
essenciais para a identificacdo de provaveis biomarcadores, com reflexos na diversificacdo
de possibilidades terapéuticas e, ainda, terapia personalizada (RIVERA, 2015).

A classificacdo histologica do CEB €é baseada na diferenciacdo do tumor (bem,
moderadamente e pouco diferenciado/indiferenciado), que permite a avaliacdo da taxa de
crescimento tumoral e pode estar relacionada ao potencial de invasdo, bem como o
prognostico (RIVERA; VENEGAS, 2014; EL-NAGGAR et al., 2017). O CEB bem
diferenciado é caracterizado por grandes ninhos, corddes e/ou ilhas de células, com pontes
intercelulares proeminentes, ndcleos redondos, disqueratose celular e pérolas de queratina.
O pleomorfismo celular e nuclear, hipercromatismo nuclear e as figuras de mitose
aumentam com a diminuigdo do grau de diferenciagdo. Em tumores pouco diferenciados, as
caracteristicas de epitélio escamoso sdo minimas e as pérolas de queratina sdo raras ou
ausentes, apresentam pequenas ilhas e células individuais dispersas ou projecdes irregulares
semelhantes a dedos e a invasdo perineural e linfovascular sdo frequentes. Em alguns casos,
pode ser encontrado um estroma desmoplasico com resposta inflamatéria em torno de
ninhos de células tumorais (EL-NAGGAR et al., 2017).

Rivera et al., 2011 destacaram a classificacdo histolégica do CEB que leva em
consideracdo o padrdo do front de invasdo do tumor (FIT), constituido pela area da lesdo
com maior profundidade de invasdo e progressao para os tecidos adjacentes. As células do
FIT possuem caracteristicas moleculares distintas quando comparadas com as células nas
areas superficiais do tumor, apresentando caracteristicas mais invasivas (BANKFALVI;
PIFFKO, 2000; TUMULURI; THOMAS; FRASER, 2002). O FIT é considerado a &rea
mais representativa do tumor e € caracterizado por quatro aspectos: o grau de
queratinizacdo, polimorfismo nuclear, infiltracdo linfocitaria e reflete o padrdo de invasdo
predominante (RIVERA et al., 2011; RIVERA; VENEGAS, 2014).

Apesar dos avangos no tratamento oncologico, as opgOes terapéuticas para o CEB
continuam limitadas, sendo a cirurgia e radioterapia as principais formas de abordagem dos
pacientes, refletindo em alta morbidade, baixa qualidade de vida das pessoas acometidas
pela doenca e maior frequéncia de doenca metastatica (HARTNER, 2018). Atualmente, ha
somente um esquema de quimioterapia combinada para os pacientes com carcinoma de
células escamosas que acometem a regido da cabeca e pescoco, aprovado pelo Food and
Drug Administration - USA: DCT- Docetaxel, Cisplatina e 5-Fluouracil, com modesto
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impacto na sobrevida dos pacientes (https://www.cancer.gov/about-

cancer/treatment/drugs/TPF), associado a uma elevada toxicidade sisttmica e morte ao

longo do tratamento (COHEN, 2014). Em trabalhos publicados pelo grupo francés que
monitora estudos clinicos direcionados a quimioterapia para tumores de cabeca e pescoco, a
indugdo da quimioradioterapia (prévia a cirurgia) sO é adotada, atualmente, em caso de
CEB inoperavel, utilizando altas doses de cisplatina e, quando esta estratégia é comparada a
radioterapia isolada, nota-se um aumento na sobrevida apenas deste grupo de pacientes
(BLANCHARD et al., 2016). Por outro lado, o regime de quimioterapia adjuvante (com
cisplatina e 5-FU) aumenta a sobrevida em torno de 6,5% (PIGNON et al., 2004).

Diante do exposto, faz-se necessario maiores esfor¢os na abordagem de estratégias
que possam refletir em melhor desfecho clinico e sobrevida para os pacientes com CEB, ja
que a morbidade associada ao tratamento cirargico (deformidade facial, problemas na fala,
degluticdo, etc.) é um aspecto grave nesta doenca, com impactos sociais, emocionais e
econémicos (baixa produtividade no trabalho, dificuldade de reinsercdo no mercado de

trabalho, etc.).

1.2 VIA DE SINALIZACAO HEDGEHOG E CANCER

O gene Hedgehog foi inicialmente identificado durante o desenvolvimento
embrionario de moscas do género Drosophila (NUSSLEIN-VOLHARD; WIESCHAUS,
1980; AKYALA; PEPPELENBOSCH, 2018). Em humanos, a via Hedgehog (Hh) participa
ativamente do desenvolvimento embrionario de diversos 6rgdos (CHIANG et al.,1996;
INGHAM; MCMAHON, 2001; LI; LI; FENG, 2016; BANGS; ANDERSON, 2017),
incluindo cértex adrenal, cerebelo, olho, face, trato gastrointestinal, rim, ossos longos,
pulméo, pancreas, hipofise, prostata, musculo esquelético, glandulas salivares e dentes
(JASKOLL et al., 2004; LEE; ZHAO; INGHAM, 2016). Em tecidos adultos, a via Hh esta
envolvida na homeostase tecidual e no processo de regeneracdo, sendo limitada a células-
tronco de rapida renovacdo e de modulacdo do reparo tecidual, como pele e intestino; dessa
forma, a via esté silenciada na maioria dos tecidos adultos (INGHAM; MCMAHON, 2001,
AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; HANNA; SHEVDE, 2016). A desregulacéo da via
de Hh ja foi descrita em diversos tipos de canceres humanos, indicando que a ativacao
aberrante da via é um fator importante para tumorigénese (LI; LI; FENG, 2016).

Sao encontrados trés ligantes hedgehog: Indian hedgehog (IHH), Desert hedgehog
(DHH) e Sonic hedgehog (SHH) (PEPINSKY et al., 2000). Tais ligantes possuem
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afinidade semelhante pelos receptores transmembrénicos e ativam as mesmas cascatas de
sinalizagédo. Acredita-se que a diferenca entre esses ligantes seja a especificidade tecidual e
0 nivel de expressdo em cada tecido (MERCHANT, 2012; FATTAHI; LANGROUDI,
AKHAVAN-NIAKI, 2018). Além dos ligantes, a via Hh é composta por um receptor
transmembranico Patched (PTCH), uma proteina transmembranar Smoothened (SMO) e
fatores de transcricdo da familia de oncogenes homdlogos associados ao glioma (GLI1,
GLI2 e GLI3) (INGHAM; MCMAHON, 2001; RUIZ | ALTABA; SANCHEZ;
DAHMANE, 2002; COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008; TZELEPI et al., 2011;
AMAKYE; JAGANI; DORSCH, 2013; MASTRANGELO; MILANI, 2018). Os
componentes da via Hh se localizam dentro ou proximo de uma organela especifica,
chamada de cilio primario. Os cilios primarios sdo extensdes do citoesqueleto, formados
por microtabulos que se projetam a partir da membrana plasmatica da maioria das células.
Sdo estruturas dinamicas que sdo reabsorvidas durante a progressdo do ciclo celular e se
estendem na interfase (MICHAUD; YODER, 2006; WONG; REITER, 2009; AMAKYE;
JAGANI; DORSCH, 2013). Cada célula possui apenas um cilio primario (MERCHANT,
2012). Nos ultimos anos, o cilio primario tem sido considerado uma organela importante,
uma vez que desempenha funcbes na deteccdo e na integracdo de sinais das vias de
sinalizagdo celular, como a via Hh (WONG; REITER, 2009; BANGS; ANDERSON,
2017).

Na auséncia do ligante, o receptor PTCH se localiza no cilio priméario e reprime a
atividade de SMO, impedindo a sua ativacao e seu deslocamento para o interior do cilio. Na
presenca do SHH, IHH ou DHH, o PTCH é deslocado para fora do cilio, permitindo a
ativacdo de SMO e seu acumulo no interior do cilio. O SMO ativado desencadeia uma
cascata de sinalizacdo que resulta na ativacdo dos fatores de transcricdo GLI a partir da
liberacdo do complexo de proteinas inibidoras (supressor de fused (SUFU), Costal-2
(COS2) e Fused (FU)). Os fatores de transcricdo GLI ativados sé@o translocados para o
nucleo, onde induzem a expressdo de varios genes que regulam a proliferacdo, a
diferenciacdo, a angiogénese e as interagcdes extracelulares envolvidas no desenvolvimento
e manutencdo tumoral, tais como Cyclin D1, c-MYC, BCL2, MMPs, VEGF e SNAIL. Além
disso, outros genes alvo da via Hh constituem mecanismos de feedback positivo, como o
GLI1, e feedback negativo, como PTCH e HHIP (INGHAM; MCMAHON, 2001; RUIZ |
ALTABA; SANCHEZ; DAHMANE, 2002; COHEN, 2003; MA; XIAO; HE, 2008;
MIMEAULT; BATRA, 2010; TZELEPI et al., 2011; AMAKYE; JAGANI; DORSCH,
2013; HABIB; O’'SHAUGHNESSY, 2016; SKODA et al., 2018) (FIGURA 1).
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Figura 1. Desenho esquematico dos componentes da via Hh. Em (a) na auséncia do ligante e em (b) na
presenca do SHH (FONTE: HABIB; O’SHAUGHNESSY, 2016).
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A ativacdo da via Hh induzida pela interacdo entre ligante-receptor é conhecida
como via cléssica. Porém, a via Hh pode se tornar ativa independente do ligante, conhecida
como via alternativa, a qual pode ocorrer de trés maneiras: 1) o fator de transcricdo GLI é
ativado por moléculas ou vias de sinalizacdo independentes do ligante e do SMO; 2) a
ativacdo da via exclusivamente por PTCH; e 3) ativacdo da via Hh por SMO, acoplado a
proteina G desencadeando a transmisséo do sinal (BLOTTA et al., 2012; CARBALLO et
al., 2018; FATTAHI; LANGROUDI; AKHAVAN-NIAKI, 2018). No entanto, estudos
ainda estdo sendo realizados para esclarecer a ativagao alternativa da via (CARBALLO et
al., 2018).

Os fatores de transcricdo GLI1, GLI2 e GLI3 apresentam fungdes distintas na via
Hh (PAK; SEGAL, 2016; AKYALA; PEPPELENBOSCH, 2018; PIETROBONO;
GAGLIARDI; STECCA, 2019). Um dos alvos da via é a ativagdo do GLI1, que atua
exclusivamente como um ativador transcricional e ndo possui dominio repressor. Portanto,
0 GLI1 é utilizado como um indicador de ativacdo da via Hh. Por outro lado, GLI2 e GLI3
possuem formas ativadoras (GLI2” e GLI3") e repressoras (GLI2R e GLI3R). No entanto,

GLI3 atua principalmente como um repressor da via, enquanto que para o GLI2 predomina



a funcgéo ativadora (MERCHANT, 2012; YAN et al., 2013; LEE; ZHAO; INGHAM, 2016;
PAK, SEGAL, 2016; AKYALA; PEPPELENBOSCH, 2018; PIETROBONO;
GAGLIARDI; STECCA, 2019).

As proteinas SHH, SMO, GLI1 e GLI2 sdo reguladores positivos da via Hh,
enquanto HHIP, SUFU, GLI3 e a familia de receptores PTCH sdo reguladores negativos.
Em uma variedade de tumores, a via Hh estd ativada de forma aberrante, uma vez que
reguladores positivos estdo ativados e/ou reguladores negativos estdo inativados (KATOH;
KATOH, 2009).

Sabendo-se que a regulagdo positiva da via de sinalizacdo de Hh est4 envolvida no
desenvolvimento de diversos tumores malignos, trés modelos basicos para a ativacdo da via
Hh no cancer foram propostos (RUBIN; SAUVAGE, 2006; SCALES; SAUVAGE, 2009;
MASTRANGELO; MILANI, 2018). No tipo I, a ativacdo é independente do ligante, e
envolve muta¢Ges ou mudancas epigenéticas que promovem a estimulagdo constitutiva do
ligante e de moléculas sinalizadoras, como ocorre no carcinoma basocelular,
meduloblastoma e rabdomiossarcoma (Figura 2a). No tipo I, a ativacdo é mediada pelo
ligante, e envolvem mecanismos de sinalizacdo autocrina, no qual as células tumorais
produtoras do ligante Hh sdo também responsivas a este ligante (ex. ovario e pancreas)
(Figura 2b). No tipo llla, a ativagdo também é mediada por ligante, mas através da
sinalizacdo parécrina, isto é, as células tumorais produzem o ligante que ativa alvos
distantes dentro do estroma. Por sua vez, as células estromais ativadas por Hh, produzem
sinais proliferativos, angiogénicos e metastaticos que favorecem o desenvolvimento
tumoral (ex. colorretal e mieloma mdultiplo) (Figura 2c). Por fim, no tipo Illb, a ativacao
também é mediada por ligante, que é secretado pelas células estromais e age nas células
tumorais, sendo chamada de sinalizacdo paracrina reversa (Figura 2d) (RUBI; SAUVAGE,
2006; SCALES; SAUVAGE, 2009; SAQUI-SALCES; MERCHANT, 2010; LI; LI; FENG,
2016; HABIB; O’'SHAUGHNESSY, 2016; WU et al., 2017a; XIN et al., 2018; SKODA et
al., 2018; AKYALA; PEPPELENBOSCH, 2018; MASTRANGELO; MILANI, 2018;
FATTAHI; LANGROUDI; AKHAVAN-NIAKI, 2018).

Por outro lado, em tumores de bexiga, a expressao de moléculas HH em CAFs pode
estar relacionada a uma inibicdo da progressdo tumoral inicial, através da ativacdo de
mecanismos de reparo, induzidos por Hh (ROBERTS, KERSHNER e BEACHY, 2017).
Alguns estudos atuais tém apontado que a expressdo de moléculas Hh em CAFs pode estar

também relacionado a ativacdo de programas celulares que favorecem os mecanismos de
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reparo e consequente inibicdo da progressdo tumoral, apesar destes estudos tratarem de um
tipo especifico de cancer de bexiga (LEE et al., 2014; SHIN et al., 2014).
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Figura 2. Mecanismos de sinalizacdo Hh no cancer: (a) Tipo I, independente de ligante. (b) Tipo II,
sinalizacdo autocrina. (c) Tipo Illa, sinalizagdo paracrina, (d) Tipo Illb, sinalizagdo paracrina reversa. (Fonte:
adaptado de HABIB; O’'SHAUGHNESSY, 2016).

Nosso grupo foi pioneiro em demonstrar que esta cascata esta reativada em CEB
(CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011), assim como ocorre em carcinomas basocelulares
(GOODRICH et al., 1996), cancer de mama (IM et al., 2013), es6fago (YANG et al.,
2012), estomago (AKYALA; PEPPELENBOSCH, 2018), pancreas (HAO et al., 2013),
figado (CHENG et al., 2009), prostata (KIM et al., 2011), ovario (LI; LI; FENG, 2016),
colorretal (WU et al., 2017b) e glandulas salivares (VIDAL et al., 2016). Outros estudos de
nossa equipe apontam que a via Hh j& esté ativada em estdgios iniciais da carcinogénese
oral (DIAS et al., 2016), contribuindo para eventos de angiogénese e proliferacdo celular
(SALES et al., 2016, VALVERDE et al., 2016), inclusive através de ativacdo paracrina
mediada por macréfagos CD163+ (fenétipo M2) (VALVERDE et al., 2016) e fibroblastos
associados ao cancer (GUIMARAES, 2018). Atualmente, todos 0s nossos estudos em
andamento sdo direcionados para entender os mecanismos celulares e moleculares de
sinalizacdo parécrina, autocrina e paracrina reversa como estratégia para direcionamento de

estudos translacionais focados na via Hh como alvo terapéutico.



1.3 FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER

Os tumores malignos sdo tecidos heterogéneos complexos, compostos por células
epiteliais malignas e células estromais, como fibroblastos, células do sistema imune,
células inflamatdrias, pericitos e células endoteliais, além de constituintes ndo celulares,
incluindo colageno, proteoglicanos e fatores de crescimento solGveis que compdem a
matriz extracelular (MEC), que, coletivamente, sdo chamados de microambiente tumoral
(SHIGA et al., 2015; LI et al., 2016; ERDOGAN; WEBB, 2017; TAO et al., 2017). Por
muito tempo, a maioria das pesquisas em cancer esteve voltada para as células malignas,
visando identificar o papel dessas células na carcinogénese, progressdo, invasdo, metastase
e angiogénese (SHIGA et al.,, 2015). Atualmente, sabe-se que 0s componentes do
microambiente tumoral comunicam-se entre si e com as células malignas através de
contato célula-célula e por sinalizacdo parécrina, participando ativamente do
desenvolvimento e da progressdo tumoral (HUANG et al.,, 2014; LI et al., 2016;
ALKASALIAS et al., 2018; FRANCO et al., 2019).

As células mais abundantes no estroma tumoral s&o os fibroblastos associados ao
cancer (CAF, do inglés, carcinoma-associated fibroblasts), sendo os principais mediadores
da interacdo células malignas-estroma (HUANG et al., 2014; SHIGA et al., 2015;
ERDOGAN; WEBB, 2017). Os CAFs apresentam propriedades semelhantes aos
miofibroblastos ativados encontrados em locais onde est4 acontecendo a cicatrizacdo de
feridas (GANDELLINI et al.,, 2015), exibindo intensa atividade de sintese proteica e
funcdes contrateis (ALKASALIAS et al., 2018). Entretanto, os CAFs apresentam uma taxa
de proliferagdo mais rapida, producdo aumentada de coldgeno, fatores de crescimento e
moduladores da MEC, com funcgéo pré-tumoral (RAFFAGHELLO; DAZZI, 2015).

Ainda ndo foi identificado um marcador especifico e exclusivo para deteccdo de
CAFs, mas uma combinacdo dos marcadores pode auxiliar nessa identificacdo
(PAULSSON; MICKE, 2014; SHIGA et al., 2015). O marcador mais utilizado € a alfa-
actina do musculo liso (a-SMA), visto que os CAFs apresentam expressdo abundante dessa
proteina. Outro marcador utilizado é a proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP), no
entanto, a distribuicdo e funcéo tecidual de FAP nao estdo restritos a fibroblastos estromais,
sendo detectavel em células epiteliais malignas. Os CAFs também expressam marcadores
de fibroblastos, como: proteina especifica de fibroblastos 1 (FSP1, também conhecida
como S100A4), antigeno neurdnio-glial 2 (NG2), receptor do fator de crescimento derivado

de plaquetas (PDGFR-o ¢ PDGFR-B), vimentina, desmina, tenascina C, periostina,
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fibronectina, podoplanina e prolil4-hidroxilase (P4H, 5B5). Entretanto, esses marcadores
sdo ndo especificos para fibroblastos ativados (HUANG et al., 2014; SHIGA et al., 2015;
WANG et al., 2017; MC CARTHY; EL-ASHRY; TURLEY, 2018).Por outro lado, as
citoqueratinas e 0 CD31 sdo considerados marcadores negativos, uma vez que 0os CAFs nao
apresentam caracteristicas e marcadores epiteliais e endoteliais (SHIGA et al., 2015).

Varios tipos celulares sdo apontados como precursores dos CAFs, destacando-se 0s
fibroblastos residentes, adipocitos, celulas tronco mesenquimais, células tronco
hematopoiéticas, células epiteliais (transicdo epitélio-mesenquimal; TEM) e células
endoteliais  (transicdo  endotelial-mesenquimal; TEndM) (LIAO et al., 2018;
ALKASALIAS et al., 2018; LEBLEU; KALLURI, 2018) (Figura 3). Os fibroblastos
residentes séo considerados a principal fonte de CAFs (LIAO et al., 2018) e acredita-se que
fatores e citocinas produzidos pelas células malignas induzam a ativagdo desses
fibroblastos (SHIGA et al., 2015). Uma vez que os adip6citos e os fibroblastos apresentam
a mesma origem mesenquimal e estdo presentes no estroma tumoral, acredita-se que 0s
adipdcitos sejam fonte de CAFs (LIAO et al., 2018; ALKASALIAS et al., 2018).

As ceélulas tronco mesenquimais e as células tronco hematopoiéticas também séo
capazes de originar os CAFs; em um microambiente tumoral favoravel, essas células sdo
recrutadas e se podem se diferenciar em CAFs (HUANG et al., 2014). Por fim, as células
epiteliais e endoteliais, sob estimulos especificos, como aquele mediado por TGF-f, podem
ter as vias de TEM e TEndM ativadas e, neste processo, as células deixam de expressar
caracteristicas e marcadores de células epiteliais e endoteliais, respectivamente, e passam a
expressar um fendtipo mesenquimal tipico de CAFs (HUANG et al., 2014; ALKASALIAS
etal., 2018; LEBLEU; KALLURI, 2018).

As fungdes dos CAFs como promotores da iniciacdo e progressao tumoral, na
transicao epitelial-mesenquimal, na manutencdo das células tronco, na invasao tumoral, na
angiogénese, na metastase e no desenvolvimento de resisténcia a drogas estdo bem
estabelecidas (ISHII; NERI, 2016; WANG et al., 2017; MC CARTHY; EL-ASHRY;
TURLEY, 2018; ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018) (Figura 3). No microambiente
tumoral, os CAFs interagem com as células malignas e as demais células estromais, e como
um sinal de ativacdo, produzem e secretam varios produtos, tais como: proteinas da MEC
(colagenos), enzimas que atuam na remodelacdo da MEC, como as metaloproteinases de
matriz (MMP1, MMP2, MMP3, MMP9, MMP13 e MMP14), proteoglicanos, citocinas,
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quimiocinas, fatores prd-angiogénicos e fatores de crescimento que promovem a
proliferagéo celular (ALKASALIAS et al., 2018; ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018).
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Figura 3: Origens dos CAFs, marcadores e papel na progressio do cancer (Fonte: ZIANI;
CHOUAIB; THIERY, 2018).

Muitos estudos tém evidenciado a importancia dos CAFs no desenvolvimento do
CEB (KELLERMANN et al., 2008; THODE et al., 2011; SOBRAL et al., 2011; FUJII et
al.,, 2012; BAE et al., 2014; WHEELER et al.,, 2014, FONSECA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2015; STEINBICHLER et al., 2015; ZHOU et al., 2015; KUMAR et
al., 2015; KABIR et al., 2016; KAYAMORI et al., 2016; BAGORDAKIS et al., 2016; LIN
etal., 2017; PRIME et al., 2017; DOURADO et al., 2017;GRAIZEL et al., 2019).
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Em CEB, os CAFs podem desempenhar papéis criticos na progressao tumoral,
como indutor de invasdo tumoral e angiogénese (SOBRAL et al., 2011; ZHOU et al., 2015;
KUMAR et al., 2015; KAYAMORI et al., 2016; BAGORDAKIS et al., 2016; LIN et al.,
2017), no desenvolvimento de resisténcia a drogas (STEINBICHLER et al., 2015) e na
proliferagdo celular (KELLERMANN et al., 2008). Em adicdo, a presenga dos CAFs esta
associada a um pior prognostico (FUJII et al., 2012; DOURADO et al., 2017; GRAIZEL et
al., 2019). Sendo assim, os CAFs sdo considerados um possivel alvo terapéutico e muitos
estudos tém sido realizados visando a elucidacdo dos mecanismos de ativacdo e acao dessas
células em CEB.

A relacdo entre a via Hh e os CAFs ja foi descrita em alguns tipos de carcinomas
(WALTER et al., 2010; BERMUDEZ et al., 2013; CHOE et al., 2015; LIU et al., 2016;
VALENTI et al., 2017). Por exemplo, em tumores de mama, foi demonstrado que células
tronco tumorais secretam o ligante SHH, regulando a ativagdo parécrina da via Hh em
CAFs, que por sua vez, secretam fatores que promovem a expansao e auto renovacgédo das
células tronco tumorais (VALENTI et al., 2017). Estudo anterior de nosso grupo, em uma
série de 70 casos de CEB, demonstrou que CAFs sdo possiveis fonte dos ligantes SHH e
IHH, a0 mesmo tempo que apresentaram GLI1 nuclear (Resultados submetidos para
publicacdo). Isso significa que estas células podem participar tanto da sinalizacdo paracrina
reversa, como também respondem a atividade Hh, no microambiente tumoral
(GUIMARAES, 2018), podendo participar na regulacdo da migracéo e invasdo de células
malignas, mediada por Hh.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Considerando-se os desafios relacionados ao desfecho clinico e sobrevida para os
pacientes com CEB e alinhado ao conhecimento de que de vias de sinalizagéo
embrionarias, como a Hh, sdo muito importantes para a iniciacdo e biologia tumoral, além
do conhecimento prévio de que CAFs sdo a maior populacdo de células no estroma
tumoral, exercem efeitos modulatérios pro-tumorais e sdo positivos para componentes Hh
(SHH, IHH e GLI1), a nossa hipdtese é:

CAFs produzem os ligantes Hh, ao mesmo tempo que possuem a via Hh ativada e o
blogueio farmacologico de GLI em CAFs subverte a expressdo de genes relacionados a

migracdo e invasdo, em celula de carcinoma escamocelular boca.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos CAFs na expressdo de genes Hh em célula de CEB, bem como
analisar se o bloqueio farmacoldgico desta cascata sinalizadora, em CAF, pode ter efeito na
expressdo de genes relacionados a cascata Hh, migracdo e invasdo em célula de carcinoma

escamocelular de boca.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Correlacionar a populagédo de CAFs com a via Hh, marcadores de migracdo e invasdo

celular, em amostras de CEB humano;

- Caracterizar as células de CEB e CAF quanto ao perfil de expressdo de componentes da
via Hh;

- Avaliar o efeito paracrino da proteina SHH recombinante na ativacdo da via Hh em
células de CEB,;

- Avaliar o efeito do meio condicionado por CAF na expressdo de genes relacionados a
atividade da via Hh e genes regulados pela via Hh, envolvidos na migracdo e invasdo, em
células de CEB, antes e apds bloqueio com GANT61, no CAF;

- Estudar a expressdo dos genes Hh, de migracdo e invasdo, em células CAL27, antes e

apos tratamento com GANT61.



4 MATERIAL E METODOS
4.1 IMUNO-HISTOQUIMICA

Visando avaliar a migracdo e invasao tumoral mediada por CAFs e pela via Hh em
CEB humanos, foram utilizados dez casos de tumor primario obtidos a partir da cirurgia
para o tratamento da doenca. Os casos foram cedidos pelo Servigo de Anatomia Patoldgica
do Centro de Diagnostico Pires (Feira de Santana, Bahia). Esta parte do trabalho foi
aprovada pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos do Instituto Gongalo Moniz
(IGM, Fiocruz, Bahia), parecer numero 2.295.634. Para a revisdo e analise histoldgica dos
casos de CEB, cortes de 4um de espessura foram obtidos dos blocos de parafina e
submetidos a coloracdo pela hematoxilina/eosina, conforme a rotina do Servico de
Histotecnologia do IGM.

Cortes de 4um de espessura foram obtidos dos espécimes emblocados em parafina,
sendo dispostos em ldminas de vidro previamente limpas e silanizadas. A seguir, 0S casos
foram submetidos a imunomarcacdo para os anticorpos S100A4 (Fibroblast Specific
Protein), SHH, IHH, o-SMA (alpha-Smooth Muscle Actin), MMP9 (Matrix
metalloproteinase-9) e MMP14 (Matrix metalloproteinase-14). Dados sobre fabricante,
clone, diluigéo, recuperacdo antigénica e controle positivo dos anticorpos utilizados estéo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Dados do fabricante, clone, diluigdo, recuperacdo antigénica e controle positivo.
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Anticorpo Marca Clone Diluigéo Recqura}gao Controle positivo
antigénica
a-SMA Dako 1A4 1:200 Citrato pH 6,0 Cancer de boca
SHH NovusBiologicals 5H4 1:1000  Citrato pH 6,0 Placenta
IHH NovusBiologicals EP1192Y  1:500 Citrato pH 6,0 Placenta
MMP9 DBS Policlonal 1:50 Citrato pH 6,0 Cancer de mama

MMP14 NovusBiologicals EP1264Y  1:100 Citrato pH 6,0 Cancer de mama

Inicialmente, as secgbes histoldgicas foram desparafinizadas em xilol e re-
hidratadas em alcool etilico e &gua corrente. Para exposi¢do dos epitopos antigénicos, as
seccOes foram submetidas a recuperacdo antigénica, em calor umido por 40 minutos. O
bloqueio da peroxidase endégena (Peroxidase Blocking Solution™, Dako, Carpinteria,
USA) foi realizado protegido da luz, por 10 minutos e o bloqueio das proteinas teciduais

realizado com leite desnatado a 10% por 30 minutos. Os anticorpos priméarios foram


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4172

incubados por 1 hora (a-SMA e MMP9) em temperatura ambiente ou overnight (SHH, IHH
e MMP14), a temperatura de 4°C. Em seguida a incubacdo do anticorpo primério, 0s
reagentes HRP Link e HRP Enzyme (Advance™, Dako Corporation, Carpinteria, USA)
foram aplicados nos cortes histoldgicos, 20 minutos cada. As reacdes foram reveladas com
3,3-diaminobenzidina (Dako, Carpinteria, USA), por 5 minutos, em camara escura e,
posteriormente, as laminas foram contra coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto
e montadas com permount. Para o controle negativo, cada anticorpo primario foi
substituido por solucédo de TRIS hidrocloreto.

As laminas foram escaneadas em microscépio digital virtual Aperio (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha) e exibidas em um monitor com auxilio do Aperio
Image Scope (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Posteriormente, a avaliacdo semi-
quantitativa das imunomarcacfes foi realizada por um patologista oral, e as proteinas
estudadas foram analisadas em locais coincidentes, em duas areas especificas: front de
invasdo e ilhas tumorais mais profundas. Em seguida, foi atribuido um escore imuno-
histoquimico para cada area, como segue: escore negativo (-), <56% de células
imunomarcadas; escore 1+, 5-25%; escore 2+, 26-50% e escore 3+ >51% de células
imunopositivas (ZHANG et al., 2014). Além disso, levou-se em consideracdo a localizacéo

das proteinas: membranar e/ou citoplasmatica.

4.2 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA

Foram utilizadas quatro linhagens de CEB (CAL27, SCC4, SCC9 e HSC3 -
American Type Culture Collection, ATCC) (Tabela 2) e duas culturas primarias de
fibroblastos (NOF e CAF). A cultura de fibroblastos normais de boca (NOF) foi obtida da
gengiva de paciente saudavel e a populacéo de fibroblastos associados ao cancer (CAF) foi
obtida de paciente com CEB. NOF e CAF foram isolados na Faculdade de Odontologia da
UNICAMP, pelo Prof. Ricardo Della Coletta, conforme descrito posteriormente.

Tabela 2: Dados clinicos das linhagens de CEB utilizadas.
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TS e o
CAL27 ATCC Lingua 56 Masculino Nao
SCC4 ATCC Lingua 55 Masculino Né&o
SCC9 ATCC Lingua 25 Masculino Nao

HSC3 ATCC Lingua 64 Masculino Sim




As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cms3,
volume de 250 mL), em meio DMEM (Gibco®, Waltham, Massachusetts, USA),
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, Waltham, Massachusetts,
USA) e 1% de Penicillin-Streptomycin (Gibco®, Waltham, Massachusetts, USA). As
células foram mantidas em estufas com atmosfera de 5% de CO a 37°C e acompanhamento
diério do crescimento celular com a utilizacdo de microscépio de inversdo. A manutencdo
das células com tripsinizacdo foi realizada sempre que o crescimento celular atingiu a
confluéncia necesséria, ou seja, entre 70 e 80% do volume total da garrafa de cultura. As
linhagens manuseadas neste estudo foram testadas mensalmente para contamina¢do com

micoplasma utilizando o Kit MycoAlert™ PLUS (Lonza, Basiléia, Suica).

43 OBTENCAO DE FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER E
FIBROBLASTOS NORMAIS E MEIO CONDICIONADO POR CAFS E POR
FIBROBLASTOS NORMAIS

A populacdo de fibroblastos associados ao cancer (CAF) foi obtida conforme
descrito por Sobral et al. (2011). Resumidamente, fragmentos de carcinoma escamocelular
de lingua foram removidos de pacientes e divididos em duas partes: uma secc¢do foi fixada
em formol e embebida em parafina para posterior coloragdo com hematoxilina-eosina e
imuno-histoquimica para o anticorpo o-SMA; outro fragmento foi lavado com PBS e
incubado em meio DMEM suplementado com 10% de soro de SFB e antibidtico, a 4°C.

Posteriormente, 0 espécime seguiu para lavagem com PBS, fragmentacdo e
incubacdo em frascos de cultura de células de 25cm2 contendo 1ml de meio DMEM
suplementado com 10% de soro de SFB e antibidtico, mantidos em estufa a 37°C e 5% de
CO,. O crescimento celular foi monitorado diariamente e 0 meio substituido a cada 2-3
dias. Quando as células atingiram determinada confluéncia, foram tripsinizadas, propagadas
e caracterizadas como fibroblastos ou miofibroblastos por imunocitoquimica, citometria de
fluxo e andlise de Western Blot. Ainda, como marcador de atividade de miofibroblasto, a
producdo de colageno de tipo | foi avaliada por ELISA.

No presente estudo, a populacdo primaria de CAFs (CAF) foi utilizada por, no
maximo, 12 passagens. A manutencao do fenotipo de CAF foi avaliada a cada 2 passagens,
através da marcac¢do por imunofluorescéncia para o anticorpo a-SMA. Para o preparo do
meio condicionado (MC) por CAF, os fibroblastos foram mantidos em cultura até atingir

uma confluéncia de 70-80%; em seguida, a garrafa de cultura foi lavada com salina, no
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intuito de remover residuos de SFB e entdo foi colocado o meio DMEM sem soro, por 72
horas. Apos esse periodo, 0 meio foi coletado, centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm
para remogéo de debris celulares e armazenado em aliquotas de 1mL, em temperatura de -
80°C.

Para uma andlise comparativa, foi utilizada cultura primaria de fibroblastos normais
de boca (NOF), isolados a partir de fragmentos de gengiva de paciente saudavel, utilizando
a mesma técnica descrita anteriormente para 0 CAF, na Faculdade de Odontologia da
UNICAMP, e cedida pelo Prof. Ricardo Della Coletta. Essas foram mantidas em cultura,
por até 15 passagens. O preparo e armazenamento do meio condicionado (MC) por NOF

seguiram o protocolo descrito acima para 0 MC por CAF.

4.4 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE CEB, FIBROBLASTOS
ASSOCIADOS AO CANCER E FIBROBLASTOS NORMAIS QUANTO A
EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA HH POR IMUNOFLUORESCENCIA

A avaliagdo das proteinas da via Hh foi realizada através de imunofluorescéncia, em
células de CEB (SHH, PTCH1, SMO e GLI1) e nos fibroblastos (SHH e GLI1). Ademais,
também foi realizada a marcacdo de a-SMA e S100A4, para avaliacdo do fenétipo, em
NOF e CAF. As células foram distribuidas em placas de 24 pocos, contendo uma laminula
no interior de cada poco, numa densidade de 0,7 x 10° células/mL, incubadas overnight
para permitir a adesdo das células. Apos 24 horas, 0 meio de cultura foi removido e as
células foram fixadas com formaldeido 3,7% por 10 minutos e, em seguida, lavadas com
PBS. Posteriormente, as células foram permeabilizadas com Triton X-100 por 10 minutos e
incubadas por 30 minutos com o anticorpo primario, em temperatura ambiente. Os dados
sobre fabricante, clone e diluicdo dos anticorpos primarios utilizados estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados do fabricante, clone e diluicéo.
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Anticorpo Marca Clone Diluicdo
SHH NovusBiologicals 5H4 1:1000
PTCH1 NovusBiologicals Policlonal 1:1000
SMO Abcam Policlonal 1:1000
GLI1 NovusBiologicals Policlonal 1:600
a-SMA Dako 1A4 1:250

S100A4 Dako Policlonal 1:500




Apb6s nova lavagem com PBS, as células foram incubadas com anticorpo
secundario, IgG goat anti-rabbit (1:1000, Molecular Probes — A11008) ou IgG goat anti-
mouse (1:1000, Molecular Probes — A 11001) conjugados a anti-rabbitAlexa Fldor 488
(Life Tecnologies)e anti-mouse Alexa Fluor 568 (Life Tecnologies), respectivamente, por
50 min, protegido da luz e em temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada lavagem
com PBS e os nucleos das células foram corados com o agente intercalante de DNA
fluorescente 4’,6-diamidino-2-phenilindol diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene,
OR) (5pug/mL) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Como controle negativo, as
reagOes foram realizadas seguindo os mesmos procedimentos, com excecdo da incubacgéo
com o0 anticorpo primario.

As células foram visualizadas e fotografadas com o auxilio do microscépio confocal

Al+ (Nikon, Téquio, Japdo).

45 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE CEB, FIBROBLASTOS
ASSOCIADOS AO CANCER E FIBROBLASTOS NORMAIS QUANTO A
EXPRESSAO DE PROTEINAS DA VIA HH POR WESTERN BLOT

Além da imunofluorescéncia, também foi realizado Western Blot para avaliacdo das
proteinas da via Hh em células de CEB (SHH, PTCH1, SMO e GLI1) e nos fibroblastos
(SHH e GLI1). Para os fibroblastos, também foi realizada a identificacdo de marcadores do
fenotipo CAF, a-SMA e S100A4. Para esta etapa, as células foram mantidas em garrafas
para cultura de células (75 cm3, volume de 250 mL), em meio DMEM, apds atingirem a
confluéncia necessaria (70 a 80%), as células foram lisadas com tampéo Tris-HCI 50mM -
pH 7,4, contendo Triton X-100 a 1%, NaCl 150 mM, EGTA 0,5 mM, EDTA 0,5 mM e
cocktail anti-protease (Complete Pro- inibidor Cocktail Tablets, Roche, Franga). Apoés a
obtencdo dos extratos proteicos, foi realizado o0 SDS-PAGE para o fracionamento destes e,
posteriormente, foi realizada a transferéncia para membranas de nitrocelulose Hybond-C
Extra (GE Healthcare, EUA).

Ap0s a transferéncia das proteinas, os sitios de ligacdo inespecifica da membrana
foram bloqueados utilizando leite desnatado a 5% (m/v) em salina tamponada com Tris
(TBS, NaCl a 137 mM, Tris 24,8 mM, pH 7,5) e Tween 20 a 0,05 % (v/v, TBS-T), por 16
horas, a 4 °C. Em seguida, foi realizada a marcagcdo da membrana de nitrocelulose com
anticorpos descritos na Tabela 3. Os anticorpos secundarios foram IgG anti-mouse (Santa
Cruz Biotecnologia, 1:10.000) e IgG anti-rabbit (GE Health. 1:10.000). Como controle
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positivo do ensaio, a membrana foi revelada com anticorpo beta actina (Invitrogen, clone:
15G5A11/E2, 1:10000). A detecgdo do sinal foi realizada através do sistema de detecgdo de
quimioluminescéncia ECL + (PerkinElmer, Franga).

46 CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS DE CEB, FIBROBLASTOS
ASSOCIADOS AO CANCER E FIBROBLASTOS NORMAIS QUANTO AO PERFIL
DE EXPRESSAO GENICA DE COMPONENTES DA VIA HH

Para esta etapa, as células tumorais (CAL27, SCC4, SCC9 e HSC3) e os
fibroblastos (NOF e CAF) foram mantidos em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), em meio DMEM sem soro, por 24h (carenciadas), quando foram
coletadas para extracdo e anélise da expressdo dos genes da via Hh (SHH, PTCH1, SMO,
SUFU, HHIP, GLI1, GLI2 e GLI3).

4.6.1 Isolamento de RNA total e transcricdo reversa

Todos os experimentos foram realizados em condicbes DNAse/RNAse free. Para o
procedimento de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica- RNeasy Plus
Mini Kit (QIAGEN). O meio de cultura foi aspirado, as células lavadas com salina e, em
seguida, incubadas com tripsina 1%, a fim de que fossem suspensas. Ap0s adicdo de meio
de cultura contendo soro fetal bovino para inativacdo da tripsina, as células foram
transferidas para um microtubo e centrifugadas a 1500 rpm, durante 5 minutos. O
sobrenadante foi aspirado e, em seguida, 600uL do tampéo de lise (RLT) foi adicionado
para resuspender o pellet e a amostra foi misturada durante 1 min, com auxilio do vortex.
Para homogeneizacdo, o lisado foi passado 10 vezes através de uma agulha de 0.9mm,
acoplada a uma seringa. Em seguida, foi adicionado 600uL de etanol 70%, misturado
gentilmente a amostra, com auxilio de pipeta. Apds a transferéncia para a microcoluna de
silica e lavagens com tampdes do kit (RW1 e RPE), o RNA foi eluido com 20uL de agua
livre de RNAse/DNAse, pH 7.4 e armazenado em temperatura de -80°C.

A quantidade e pureza do RNA extraido de cada amostra foi analisada em aparelho
de espectrofotometria (NanoDrop™, Thermo Scientific, Wilmington, USA). A transcricdo
reversa foi realizada com a enzima transcriptase Superscript VILO™ (Invitrogen

Corporation, USA) e as amostras de cDNA armazenadas em temperatura de -20°C.
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4.6.2 Ensaio de gPCR em tempo real

A expressdo de componentes da via Hh foi avaliada através de reacdes de qPCR,
utilizando TagMan Gene Expression Assays™ inventoriados para os genes SHH
(Hs00179843_m1), PTCH1 (Hs00181117_ml), SMO (Hs01090242_ml), SUFU
(Hs00960520_m1), HHIP  (Hs01011015 ml), GLI1 (Hs01110766_ml), GLI2
(Hs01119974 m1) e GLI3 (Hs00609233 _m1), assim como para o gene referéncia B2M
(Hs99999907_m1). As reagdes foram conduzidas em duplicata, no aparelho ABI ViiA7
Fast (Applied Biosystems™, Foster City, CA), utilizando placa de 96 pocos e com um
volume total de 20 pL, sendo: 8uLde cDNA da amostra (10ng/uL), 1uL de Assay (Applied
Biosystems™, Foster City, CA), 10uL de Tagman PCR Master Mix Kit (Applied
Biosystems™, Foster City, CA) e¢ luL de 4gua livre de RNAse. O programa de
amplificagdo consistiu de um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Trés genes enddgenos (ACTB, UBC e B2M) foram testados como normalizadores
em todos os tipos celulares utilizados e a escolha do gene mais estavel foi baseada através
da analise da amplifica¢ao destes, no programa operacional 7500™ Gene Expression Suite
System SDS (Applied Byosistems, USA). Apos as corridas de amplificacdo, os valores de
Quantification Cycles (CQs) foram obtidos com o auxilio do Programa Operacional ViiA7
System SDS (Applied Byosistems™, USA). A expressdo relativa dos genes estudados foi
obtida através da férmula matematica 2-2°Q, onde ACQ= CQ alvo - CQ endbgeno B2M,

conforme Du et al. (2013).

4.7 AVALIAGAO DO ESTIMULO COM LIGANTE SHH EXOGENO NA EXPRESSAQ
DE GENES HH EM CELULAS HSC3 E CAL27

A partir dos resultados obtidos no experimento anterior, as celulas HSC3 e CAL27
foram selecionadas para esta etapa, uma vez que a primeira linhagem néo apresentou niveis
detectaveis do transcrito SHH e, em CAL27, foi possivel mensurar o RNAm deste gene.
Sendo assim, o objetivo desta etapa foi avaliar o estimulo mediado pela proteina
recombinante SHH exdgena na ativacdo da via Hh em células de CEB (efeito paracrino),
bem como estudar o efeito aditivo/sinérgico, nas células que ja produzem o ligante.

Para isso, inicialmente as células HSC3 foram distribuidas em placas de 6 pocos
numa densidade de 0,7 x 10° células/mL e incubadas overnight para permitir a adesdo das

células. Apos 24 horas, o meio foi retirado e as células lavadas com salina, para retirar todo
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0 SFB. Em seguida, apds 24 horas com meio DMEM sem SFB, as células tumorais foram
incubadas com o ligante SHH exdgeno (R&D Systems) numa concentragdo de 500 ng/ml
por 1h, 3h, 6h, 12h, 24h e 48h. Para as células CAL27, com base nos resultados obtidos
com a célula HSC3, foi utilizado o ligante SHH exdgeno numa maior concentracdo
(1pg/ml) por 12h. O controle negativo foi o PBS, uma vez que esta solucdo foi utilizada

para diluicéo do ligante, conforme recomendagéo do fabricante.

4.7.1 Isolamento de RNA total, transcricdo reversa e gPCR em tempo real

Apbs o tempo de incubacdo com o ligante SHH exdgeno, o meio de cultura foi
aspirado e as células foram mantidas em contato com 600uL da solucdo de lise (RLT) e
removidas da placa com o auxilio de um cell scraper. Em seguida, as células foram
retiradas da placa e transferidas para um microtubo. A continuacdo do procedimento de
extracdo de RNA e a etapa de transcricdo reversa foram realizados de acordo com o
protocolo descrito no item 4.6.1.

A expressdo de genes da via Hh foi avaliada através de reacBes de qPCR, utilizando
TagMan Gene Expression Assays™ inventoriados para o0s genes PTCH1
(Hs00181117 m1), GLI1 (Hs01110766_m1) e GLI2 (Hs01119974 m1), assim como para
0 gene referéncia B2M (Hs99999907 _m1). A analise da expressdo dos genes supracitados

foi avaliada através de reacdes de gPCR segundo o protocolo descrito no item 4.6.2.

4.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO GANT61

Para as proximas etapas desse estudo, foi realizado o blogqueio farmacol6gico da via
Hh nas células estudadas (CAL27, CAF e NOF), com o auxilio do GANT61. Inicialmente,
para obtencdo da concentracdo inibitoria média (CI150), foi realizado o ensaio de alamar
blue, que consiste em um ensaio colorimétrico e fluorimétrico, para avaliar a viabilidade
celular através da capacidade de metabolizacdo da resazurina em resofurina (AHMED,
GOGAL, WALSH, 1994).

Neste ensaio, as células CAL27, CAF e NOF foram distribuidas em placas de 96
pocos numa densidade de 7 x 10* células/mL, em um volume de 100 pL. O inibidor
GANTG61 (0,19 a 25 pg/mL) foi dissolvido em salina, adicionados em cada pogo e
incubados por 72 horas. O 5-Fluorouracil (5-FU) (Sigma-Aldrich, USA) foi utilizado como

controle positivo com concentragfes variando de 0,19 a 25 pg/mL. Antes do final do
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periodo de incubagdo (4 horas), 20 pL da solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue
(resazurina, Sigma-Aldrich) foram adicionados em cada pogo. As absorbancias foram
mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado)
utilizando leitora de placas Spectra Max 190. Os valores de CI50 e o intervalo de confianca
de 95% foram obtidos por regressdo ndo linear de trés ensaios independentes, realizados em
duplicata.

A fim de demonstrar a acdo repressora do GANT61 na via Hh em CAF, estas
células foram mantidas em garrafas para cultura (75 cm3, volume de 250 mL) até atingirem
a confluéncia de 70-80%. Em seguida, apds lavagem com salina, foi adicionado meio
DMEM sem soro e 1,58ug/mL de GANTG61 por 72 horas, considerando a C150% calculada,
conforme descrito anteriormente. Apds esse tempo, 0 meio condicionado por CAF tratado
com GANT®61 foi coletado e armazenado como descrito no tépico 4.3 e o0 CAF foi coletado
para extracdo e analise da expressdo dos genes relacionados a ativacdo da via Hh (PTCHL1,
GLI1 e GLI2), seguindo os protocolos descritos em 4.6.1 e 4.6.2. As células CAL27
também foram tratadas na mesma concentracdo calculada para o CAF, uma vez que a

CI50% para esta célula foi indeterminada (>50 pg/mL).

4.9 AVALIACAO DE GENES RELACIONADOS A VIA HH, MIGRACAO E
INVASAO, EM CELULAS CAL27 ESTIMULADAS COM MEIO CONDICIONADO
POR CAFS, ANTES E APOS BLOQUEIO FARMACOLOGICO COM GANT61

Os efeitos modulatérios do meio condicionado por CAFs em genes relacionados a
Hh, migracdo e invasdo em células tumorais, foi avaliado antes e apds bloqueio
farmacoldgico da via Hh em CAFS, utilizando o GANT®61 (inibidor de GLI). A linhagem
tumoral CAL27 foi selecionada para esse experimento, uma vez que a mesma apresentou
niveis importantes de expressao (RNAm) de SHH, PTCH1, GLI1, e, em contrapartida,
menores niveis de repressores, como SUFU, HHIP e GLI3, sugerindo a ativacdo
constitutiva da via Hh nesse tipo celular.

As células tumorais foram distribuidas em placas de 6 po¢os numa densidade de 0,7
x 10° células/mL e incubadas overnight para permitir a adesdo das células. Ap6s 24 horas, o
meio foi retirado e as células lavadas com salina, para retirar todo o SFB. Em seguida, ap6s
24 horas com meio DMEM sem soro, as células tumorais foram incubadas em trés
condicdes: I- meio condicionado por CAF (MC CAF), diluidos a 50% em DMEM sem
soro; Il - meio condicionado por CAF tratado com GANT61 (MC CAF/GANTG61), diluidos
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a 50% em DMEM sem soro, e Il - meio condicionado por NOF (MC NOF), diluidos a
50% em DMEM sem soro, e mantidas nessa condi¢do por 24h, 48h e 72h.

4.9.1 Isolamento de RNA total, transcricdo reversa e gPCR em tempo real

Apbs o tempo de incubacdo com o meio condicionado por CAF, NOF e CAF
tratado com GANT61, as células tumorais foram submetidas ao protocolo de extracdo de
RNA e a etapa de transcricdo reversa de acordo com o protocolo descrito no item 4.7.1.

A expressdo de genes relacionados a via Hh, migracéo e invasdo foi avaliada através
de reacOes de gPCR, utilizando TagMan Gene Expression Assays™ inventoriados para o0s
genes PTCH1 (Hs00181117_m1l), GLI1 (Hs01110766_m1), GLI2 (Hs01119974 m1l),
SPP1 (Osteopontina, Hs00959010_m1), CTNNB1 (Beta-catenina, Hs00355049 m1l),
CDH1 (E-caderina, Hs01023894 ml), MMP9 (Hs00234579 ml) e MMP 14
(Hs01037003_g1), assim como para o gene referéncia B2M (Hs99999907_m1). A anélise
da expressdo dos genes supracitados foi avaliada através da férmula 2724¢T (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001), sendo que a calibracdo das reacOes foi realizada com um grupo
DMEN+GANTG61, a fim de eliminar, através da formula matematica, o efeito do GANT61

residual nos grupos experimentais.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram organizados inicialmente em planilhas no programa GraphPad
Prism versdo 6.03 (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) e SPSS versdo 17.0 (SPSS,
Inc, Chicago, IL, USA). Para as analises estatisticas, a diferenca entre os grupos foi avaliada
pelo teste ANOVA (analise de variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p
<0,05) e Teste T de Student, com correcdo de Welch. A correlagdo de Spearman foi
utilizada para avaliar a associagdo entre 0s marcadores imuno-histoquimicos. Os
coeficientes de Spearman variam de -1 a +1, sendo que estes valores representam uma
correlacdo perfeita negativa ou positiva, respectivamente (Tabela 4). A analise estatistica
deste estudo considerou como nivel de significancia o valor de “p” correspondente a alfa

(o) menor ou igual a 5%.
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Tabela 4. Interpretacdo para valores de Spearman.

Valor de Spearman r

Interpretacéo

0,00-0,19
0,20-0,39
0,40 -0,69
0,70-0,89
0,90-1,00

Correlacdo bem fraca
Correlacéo fraca
Correlacdo moderada
Correlacéo forte
Correlagéo muito forte

Fonte: Finney DJ. Statistics for biologists. London: Chapman and Hall; 1980.
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5 RESULTADOS

5.1 ASSOCIACAO ENTRE A POPULACAO DE CAFS, VIA HH, MIGRACAO E
INVASAO EM AMOSTRAS TECIDUAIS DE CEB

Nos casos de CEB humanos avaliados, a proteina o-SMA foi identificada
exclusivamente em membrana e citoplasma de células morfologicamente semelhantes a
fibroblastos, localizadas adjacente as ilhas tumorais profundas e, principalmente, na regido
de front tumoral. As proteinas SHH e IHH foram identificadas tanto no citoplasma de
células tumorais, quanto em células do estroma que exibiam morfologia de fibroblastos.
Para fins de gradagdo por escore foi levada em consideracdo apenas a marcagdo no
citoplasma deste ultimo tipo celular. O padrao de distribuicéo das proteinas SHH e IHH foi
semelhante em front e ilhas tumorais (p=1,0), enquanto que as proteinas MMP9 e MMP14
foram identificadas em membrana e citoplasma de células das ilhas tumorais, na periferia
destas ilhas e, principalmente, na regido de front tumoral, sendo essa diferenca
estatisticamente significante para MMP9 (p<0.001). A Figura 4 apresenta a distribuicdo

dos escores imuno-histoquimicos por anticorpo analisado.

Oo O+ @2+ W 3+

FRONT TUMORAL ILHAS TUMORAIS PROFUNDAS

104

Numero de casos

38

«-SMA  SHH IHH  MMP9  MMP14 o-SMA  SHH IHH  MMP9  MMP14

Figura 4. Distribui¢do dos casos de CEB por escore e anticorpos analisados.

No front tumoral, foi observada uma associacao positiva forte entre as proteinas a-
SMA e SHH (Spearman r=0,816; p=0,333), assim como entre a-SMA e MMP9 (Spearman
r=0,816; p=0,333). Por outro lado, observou-se uma associagdo positiva moderada entre as
proteinas a-SMA e IHH (Spearman r=0,577; p=0,416), e uma associa¢do positiva fraca
entre a-SMA e MMP14 (Spearman r=0,258; p=0,750).



Na regido de ilhas tumorais mais profundas, foi observada uma associa¢ao positiva
forte entre as proteinas a-SMA e SHH (Spearman r=0,632; p=0,416), e uma associacdo
positiva fraca entre as proteinas a-SMA e 0 IHH (Spearman r=0,235; p=0,916). Por outro
lado, foi observada uma fraca associa¢do negativa entre o-SMA e as proteinas MMP9
(Spearman r=-0,105; p=0,916) e MMP14 (Spearman r= -0,210; p=0,916).

Na Figura 5, observamos a imunomarcagédo para 0s anticorpos estudados, no front

tumoral e nas ilhas tumorais profundas.
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o-SMA

SHH
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MMP14

Front Tumoral [lha Tumorais Profundas

Figura 5. Imunomarcacio de o-SMA,, dos ligantes da via Hh (SHH e IHH) e das proteinas envolvidas no
processo de migracdo e invasdo (MMP9 e MMP14) em tecidos de CEB humano.
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5.2 EXPRESSAO DOS COMPONENTES DA VIA HH EM CELULAS DE CEB E
FIBROBLASTOS

5.2.1 Expresséo génica

Inicialmente, foi realizada a caracterizagdo da via Hh nas linhagens de CEB (SCC4,
SCC9, HSC3 e CAL27), na cultura priméria de fibroblastos normais de boca (NOF) e na
populacdo de fibroblastos associados ao cancer (CAF) através da analise de expressdo
génica dos componentes da via Hh (SHH, PTCH1, SMO, SUFU, HHIP, GLI1, GLI2 e
GLI3).

Nas linhagens de CEB, o gene SHH apresentou niveis detectaveis de RNAmM nas
linhagens CAL27 e SCCA4. Por outro lado, o gene PTCH1, que codifica o principal receptor
da via Hh e que também é um gene alvo, foi expresso em todas as linhagens estudadas.
Transcritos de SMO, cuja proteina atua como um transdutor de sinal da via, foi detectado
em CAL27, SCC9 e HSC3. RNAm dos fatores de transcricdo da via, GLI1 e GLI2, bem
como a forma repressora, GLI3 foram identificados em todas as linhagens de CEB, sendo

gue este Gltimo estava mais expresso nas células SCC4 e HSC3 (Figura 6).
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Figura 6. Expressdo génica de componentes da via Hh em linhagens de CEB.

SHH PTCH1 SMO SUFU HHIP GLI1 GLI2 GLI3

E importante destacar que a linhagem CAL27 foi selecionada para as demais etapas
deste trabalho, uma vez que a atividade Hh estava mantida, com menor atividade de
repressao da cascata Hh (GLI3, HHIP e SUFU) (Figura 6), além de ser uma célula de facil
manejo.
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Comparados aos fibroblastos normais (NOF), o CAF apresentou maiores niveis de
expressao génica do fator de transcricdo GLI1 e do transdutor de sinal SMO. Para o GLI2,
observou-se niveis de transcrito discretamente maiores em NOF. O gene PTCHL1, receptor
da via Hh, foi mais expresso em NOF, assim como os reguladores negativos SUFU, HHIP
e GLI3. Adicionalmente, o gene SHH néo foi identificado nas células NOF e CAF (Figura
7).

CJ NOF @l CAF
100~

60- ; ; ; ;
20- : :

0 . : . :

PTCH1 SMO SUFU HHIP GLI1 GLI2 GLI3

Figura 7. Expressdo génica de componentes da via Hh em NOF e CAF.
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5.2.2Expressao de proteinas por imunofluorescéncia

A fim de caracterizar a expressao de proteinas Hh nas células tumorais CAL27 e
HSC3, cujos perfis de expressdao génica relacionados a atividade Hh foram mais
significantes, foi realizada a imunofluorescéncia nessas linhagens. Para o ligante SHH, o
receptor PTCHL1 e o transdutor de sinal SMO, foi observada marcagdo citoplasmatica em
ambas as linhagens. Por fim, o fator de transcricdo GLI1 foi identificado no nucleo e

citoplasma das células tumorais (Figura 8 e Apéndice A e B).
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Figura 8. Expressdo de proteinas da via Hh em células tumorais, por imunofluorescéncia.



O ligante SHH e o fator de transcrigdo GLI1 foram avaliados nas diferentes
populagbes de fibroblastos. Em NOF, o ligante SHH apresentou discreta marcacgéo
citoplasmatica, enquanto que em CAF a marcagédo foi intensa no citoplasma. A proteina
GLI1 nédo foi detectada no NOF. Ja em CAF, observou-se marcacdo citoplasmatica e
nuclear para GLI1. Ademais, como esperado, o NOF apresentou discreta marcagado
citoplasmatica para S100A4 e auséncia de marcagdo para a-SMA, enquanto o CAF
apresentou expressiva marcacao citoplasmatica para ambos marcadores de CAFs,

destacamos a presenca de fibras de estresse nessas células (Figura 9).
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Figura 9. Expresséo de proteinas da via Hh, a-SMA e S100A4 em fibroblastos, por imunofluorescéncia.
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5.2.3 Expressao de proteinas por Western Blot

Além da imunofluorescéncia, também foi realizada a técnica de western blot para
identificacdo das proteinas da via Hh nas células tumorais e nos fibroblastos. Para HSC3 e
CAL27, foi observada intensa expresséo das proteinas SHH, PTCH1, SMO e GLI1 (Figura
10).

Em NOF, observou-se uma baixa expressédo do ligante SHH, enquanto que em CAF
a expressao foi intensa. A proteina GLI1 nédo foi detectada no NOF, ja em CAF, a proteina
GLI1 esteve presente. Ademais, como esperado, 0 NOF apresentou discreta expressao de
S100A4 ¢ a-SMA, ja no CAF a expressdo para esses marcadores foi mais expressiva
(Figura 11).

HSC3 CAL27

SHH “ a¥ 496 kDa
prcel | S 1 o
MO e WP s
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Figura 10. Expresséo de proteinas da via Hh em células tumorais, por western blot.
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Figura 11. Expressdo de proteinas da via Hh em fibroblastos, por western blot.

5.3 AVALIAGCAO DA EXPRESSAO DA VIA HH APOS ESTIMULO COM SHH
RECOMBINANTE

De acordo com estudo anterior realizado por nosso grupo, CAFs séo provaveis fonte
dos ligantes Hh (GUIMARAES, 2018), podendo promover a ativacdo paracrina da via, em
células tumorais. Para testar se SHH exdgeno é capaz de acentuar a atividade Hh,
estimulamos a linhagem HSC3 (que ndo apresenta expressdo do gene SHH) com a proteina
recombinante SHH. Inicialmente, para definir o melhor tempo de resposta e ativacéo da via
Hh, estas células foram incubadas com a proteina recombinante SHH (500 ng/ml) por 1h,
3h, 6h, 12h, 24h e 48h.
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Para 0 gene PTCH1, observou-se que, desde a primeira hora de estimulo, houve um
aumento significativo de expresséo (p<0,05) quando comparado com o controle negativo,
padrdo que foi mantido até 12 horas de incubagdo com SHH recombinante (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo do gene PTCH1 em HSC3, antes e ap6s estimulo com ligante SHH recombinante.

Para GLI1 e GLI2, observou-se um aumento significativo na expressdo desses
genes (p<0,05) quando as células HSC3 foram estimuladas com SHH recombinante por 3h,
6h e 12h (Figuras 13 e 14). Em adicdo, maiores niveis de transcritos GLI2 também foram

observados com 1h de incubacdo com o ligante exégeno (Figura 14).
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Figura 13. Expressao do gene GLI1 em HSC3, antes e apds estimulo com ligante SHH recombinante.
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Figura 14. Expressdo do gene GLI2 em HSC3, antes e apds estimulo com ligante SHH recombinante.

Posteriormente, a linhagem CAL27 (que expressou hiveis detectaveis do gene
SHH) foi selecionada para avaliar se a proteina exdégena SHH também era capaz de atuar
sinergicamente e/ou de forma antag6nica na expressao de genes da via Hh. Para isso, as
células CAL27 foram incubadas com o ligante SHH recombinante, por 12h. Observou-se
um aumento significativo de expressdo dos genes PTCH1 e GLI1 (p<0,05), enquanto que,
para 0 gene GLI2, os niveis de expressdo foram similares, antes e apds estimulo com
ligante (Figura 15).
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Figura 15. Expressao dos genes PTCH1, GLI1 e GLI2 em CAL27, antes e apos estimulo com ligante SHH
recombinante, por 12 horas.



5.4 CONCENTRACAO INIBITORIA MEDIA DO GANT61 PARA INIBICAO DA VIA
HH NOS FIBROBLASTOS ASSOCIADOS AO CANCER E NAS CELULAS CAL27

Nos experimentos seguintes, para avaliar participagdo da via Hh na ativacdo de
genes envolvidos na migragéo e invasdo, mediada por CAFs, foi realizado o bloqueio da via
Hh nos fibroblastos, utilizando o inibidor GANT61, que atua bloqueando a ativacdo dos
fatores de transcricdo GLI (LAUTH et al., 2007; AGYEMAN et al., 2014; REDA et al.,
2018). O GANTG61 apresentou citotoxicidade com valores de Clso: >50 pg/mL e 1,58
pg/mL, para NOF e CAF, respectivamente (Tabela 5). Para célula tumoral CAL27, a Clso
foi >50. O inibidor apresentou uma atividade citotoxica mais potente para CAF, por
apresentar valor de Clsp menor, quando comparado com o NOF e com a CAL27. Os valores

de Clso para o controle 5-FU se encontram na Tabela 5.

Tabela 5. Valores de Clsg em pg/mL para NOF, CAF e CAL27.

Clso em pg/mL

Célul
elulas 5-FU GANT61
5.15
NOF 1,6 - 16,06 >0
1,58
CAF 525
0211188
4,01
CAL27 L7 o1 >50

Dados apresentados como valores de Clsp em pg/mL e intervalo de confianca de 95% obtidos por regressao
ndo linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, pelo ensaio de alamar blue, ap6s 72
horas de incubacéo.

5.5 EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A ATIVA(;AO DA VIA HH EM CAFS
APOS BLOQUEIO COM GANT61

Para confirmar a diminuicao da atividade da via Hh em CAF ap0s o tratamento com
GANT®61, foi avaliada a expressdo génica de PTCHL, GLI1 e GLI2, indicadores importares
de ativacdo da via. Para todos os genes estudados, observou-se diminuicdo na sua
expressao, em especial dos fatores de transcricdo GLI (Figura 16), ratificando o blogueio
farmacoldgico de GANT61 para via Hh, em CAF.
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Figura 16. Expressdo dos genes relacionados a ativagdo da via Hh, em CAF, apds bloqueio com GANT61.

5.6 EFEITO DO MEIO CONDICIONADO POR CAFS NA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS A ATIVIDADE DA VIA HH E GENES REGULADOS PELA VIA
HH, ENVOLVIDOS NA MIGRACAO E INVASAO

Os resultados anteriores, utilizando o recombinante SHH, indicaram que a atividade
Hh é mais acentuada em 12 horas e, a partir deste tempo, hd uma atenuacdo importante
desta cascata, indicando que os mecanismos de feedback negativo sdo ativados e/ou o
recombinante pode ndo ter mais acdo efetiva (degradacdo e/ou meia vida curta) na
manutencdo da atividade Hh. Sendo assim, a fim de corroborar com a nossa hipétese de
que CAFs participam da ativacdo da via Hh e promovem um ambiente pro-tumorigénico
que favorece a migragdo e invasdo de células malignas de CEB, avaliamos se 0 meio
condicionado por estas células foi capaz de manter por 24 horas ou mais a atividade Hh,
bem como o efeito deste em genes regulados pela via Hh, envolvidos na migracdo e
invasdo. Para comparacdo, foi utilizado meio condicionado por NOF e meio condicionado
por CAF tratado com GANTG61.
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5.6.1 Efeito do Meio Condicionado por CAF e CAF tratado com GANT61 na
expressao de genes Hh (PTCH1, GLI1 e GLI2)

O meio condicionado por CAF foi capaz de aumentar a expresséo do gene PTCH1,
em 24 e 48 horas de incubacdo, quando comparado com o MC NOF (Figura 17). Por outro
lado, observamos um aumento da expressdo de PTCH1 em 72 horas, mesmo sem 0
estimulo do meio condicionado pelos CAFs. O meio condicionado por CAF com a via Hh
blogueada por GANT61 foi capaz de reduzir os niveis de expressdao de PTCH1 em 48h
(Figura 17). Para o gene PTCH1 ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos
(p>0,05).
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Figura 17. Expressao do gene PTCH1, em CAL27, ap0s incubagdo com meio condicionado por CAFs.

Para GLI1, os niveis do transcrito foram maiores apds 24 e 48 horas de incubacao
com MC CAF (p<0,05) quando comparado com o MC NOF. No grupo MC CAF
bloqueado por GANT61, observou-se uma reducdo significativa na expressdo de GLI1 nas
células tumorais nesses tempos (p<0,05). Entretanto, de forma similar ao PTCH1,
observamos um aumento da expressdo de GLI1 em 72 horas, sem o estimulo do meio

condicionado pelos CAF (Figura 18).
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Figura 18. Expressdo do gene GLI1, em CAL27, apds incubacdo com meio condicionado por CAF.

*Comparagdo entre MC NOF e MC CAF. **Comparacao entre MC CAF e MC CAF/GANT6L.

Por fim, em relagdo ao fator de transcricdo GLI2, observou-se um aumento nos
niveis de transcrito quando incubado com MC CAF por 24h e uma reducdo nesses niveis
quando incubado com MC CAF/GANT61 tambem por 24h (p>0.05). Para o tempo de 48h,
ndo foi observada alteracdo na expressdo desse gene apds incubacdo com MC
CAF1/GANT®61. Entretanto, no tempo de 72h, foram observados niveis elevados de GLI2
apos incubacdo com MC NOF, quando comparado com MC CAF e MC CAF/GANT61
(p<0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Expressdo do gene GLI2, em CAL27, apds incubagdo com meio condicionado por CAFs.
*Comparacdo entre MC NOF e MC CAF. **Comparacdo entre MC CAF e MC CAF/GANT®61.



5.6.2 Genes regulados pela via Hh relacionados a invasao e migracdo celular apo6s
estimulo com meio condicionado por CAFs

Dentre os genes regulados pela via Hh que estdo relacionados a invasdo e migracao
celular, destacamos MMP9, MMP14, pB-catenina, E-caderina e Osteopontina. As
metaloproteinases sdo importantes no processo de remodelacdo da matriz celular,
facilitando a invasdo celular. A B-catenina e a E-caderina sdo marcadores de células
epiteliais, e estdo relacionadas com o processo de transicdo epitélio-mesénquima, além
disso, a B-catenina pode atuar como um regulador transcricional. Por fim, a osteopontina

atua na promocéo tumoral, estimulando a invasdo e a transicao epitélio-mesénquima.

5.6.2.1 MMP9

Nos tempos de 24 e 48 horas, 0 MC CAF foi capaz de aumentar significativamente
a expressdo de MMP9 (p<0,05) nas células de CEB. Ap6s o blogueio da via Hh em CAF,

esse efeito foi revertido nesses tempos (p<0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Expressdo do gene MMP9, em CAL27, ap6s incubagdo com meio condicionado por CAFs.

*Comparagdo entre MC NOF e MC CAF. **Comparacéo entre MC CAF e MC CAF/GANT61

5.6.2.2 MMP14

Para 0 gene MMP14, o MC CAF aumentou a expressdo deste transcrito em CAL27
nos tempos de 24, 48 e 72 horas, sendo este efeito revertido no grupo MC CAF/GANT61,
em todos os tempos estudados, entretanto, essas diferencas ndo foram estatisticamente
significantes (Figura 21).
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Figura 21. Expressdo do gene MMP14, em CAL27, ap6s incubagdo com meio condicionado por CAFs.

5.6.2.3 p-catenina

Apos a incubagdo por 24, 48 e 72 horas com MC CAF, foi observado um aumento
na expressdo do gene P-catenina, sendo esta diferenca significante nos dois primeiros
tempos (p<0,05). Observou-se uma diminuicdo significativa na expressdo desse gene em
todos os tempos estudados quando incubados com MC CAF apos bloqueio da via Hh
(p<0,05) (Figura 22).
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Figura 22. Expressdo do gene [3-catenina, em CAL27, ap6s incubagdo com meio condicionado por CAFs.

*Comparagdo entre MC NOF e MC CAF. **Comparacéo entre MC CAF e MC CAF/GANT61.
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5.6.2.4 E-caderina

Para o gene E-caderina, observou-se aumento na expressdo quando incubado com
MC CAF por 24 horas (p<0,05) e 48 horas (p>0,05) e esse efeito foi revertido apos
incubacdo com MC CAF/GANT61 nesses tempos (p<0,05) (Figura 23).
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Figura 23. Expressdo do gene E-caderina, em CAL27, apds incubacdo com meio condicionado por CAFs.
*Comparacgdo entre MC NOF e MC CAF. **Comparacao entre MC CAF e MC CAF/GANT6L.

5.6.2.5 Osteopontina

Ap0s os tempos de 24 e 48 horas de incubagdo com MC CAF, foi observado um
aumento significativo nos transcritos de osteopontina (p<0,05). Apos o bloqueio da via Hh

em CAF, esse efeito foi completamente revertido nesses tempos (p<0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Expressdo do gene Osteopontina, em CAL27, apds incubacdo com meio condicionado por
CAFs. *Comparagéo entre MC NOF e MC CAF. **Comparagdo entre MC CAF e MC CAF/GANT®61.



57 EXPRESSAO DOS GENES DA VIA HH E DOS GENES ALVOS
RELACIONADOS A MIGRACAO E INVASAO EM CELULAS CAL27

Como nao foi possivel calcular a CI150% do GANT61 em células CAL27 (CI50%
indeterminado), avaliamos o bloqueio farmacol6gico destas células com GANTG61, na
mesma concentracdo utilizada para o CAF. Apds incubacdo da CAL27 com
MEIO+GANTG61, observamos uma diminui¢cdo nos genes PTCH e GLI1 em todos os
tempos estudados (Figura 25 - A e B). Ao analisarmos os genes envolvidos nos processos
de migracdo e invasdo, regulados por Hh, em CAL27, observamos uma diminui¢cdo nos
transcritos apos a incubacdo com MEIO+GANT61, principalmente nos tempos de 24 e 48
horas (Figura25- D, E, F, G e H).

*Observagdo: ensaios funcionais relacionados a invasdo e migracdo estdo em andamento e os resultados parciais estdo

descrito no apéndice, no final deste documento (Apéndice C).
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Figura 25. Expressdo dos genes da via HH e dos genes alvos envolvidos na migracdo e na invasdo, em CAL27, ap0s
incubacdo com meio e meio + GANT6L.



6 DISCUSSAO

Desde 2009, nossa equipe tem se empenhado em avaliar a participacdo da via Hh
em CEB. Inicialmente, descrevemos a ativagdo desta cascata sinalizadora em amostras
tumorais humanas (CAVICCHIOLI BUIM et al., 2011), bem como em lesdes pré-
malignas (DIAS et al., 2016), alem de identificarmos que macrofagos CD163+ sao
potenciais fonte do ligante IHH (VALVERDE et al.,, 2016). Corroborando com a
participacdo de células estromais na sinalizacgdo Hh no contexto dos tumores malignos
(ABE; TANAKA, 2016; MPEKRIS et al., 2017), bem como os resultados recentes de
nossa equipe (GUIMARAES, 2018) que apontam que fibroblastos associados ao CEB
(S100A4+, a-SMA+) sdo positivos para SHH e GLI1, e, dessa forma, sdo importantes para
a ativacao estromal e sinalizacdo paracrina reversa para as células tumorais, este trabalho
avaliou se os CAFs favorecem a expressdo de genes envolvidos nos processos de migracao
e invasdo de células tumorais, mediada pela via Hh.

No presente trabalho, foi demonstrado, em amostras de tecidos humanos, uma forte
correlacdo positiva entre fibroblastos a-SMA+ e as proteinas SHH e MMP9, na regido de
front tumoral. Tais resultados apontaram para uma possivel participacdo da via Hh na
invasdo do CEB mediada por CAFs. Um estudo realizado em CEBs humanos, também
demonstrou a correlagéo entre fibroblastos a-SMA+ e MMP9 (LIN et al., 2017), entretanto,
ndo é do nosso conhecimento, estudos que relacionem a via Hh com CAFs e MMP9. E
importante ressaltar que a nossa amostra de CEBs humanos foi de 10 casos, com o intuito
de caracterizar a presenca de CAFs e sua relacdo com a via Hh e proteinas relacionadas a
invasdo, e por isso, apesar de ser observada correlagdes fortes, ndo foram consideradas
estatisticamente significantes.

Diante de resultados prévios com amostras de CEB humanos (CAVICCHIOLI
BUIM et al., 2011; DIAS et al., 2016; VALVERDE et al., 2016; GUIMARAES, 2018),
realizamos a caracterizacdo da via Hh, através de expressdo génica, imunofluorescéncia e
western blot, em linhagens de CEB (SCC4, SCC9, HSC3 e CAL27) e culturas primarias de
fibroblastos (NOF e CAF). Nas linhagens de CEB, o gene SHH apresentou niveis
detectaveis de RNAmM em CAL27 e SCC4. Por outro lado, o gene PTCHL1 foi expresso em
todas as linhagens estudadas. Transcritos de SMO foram detectados em CAL27, SCC9 e
HSC3. RNAm de GLI1, GLI2, bem como a forma repressora, GLI3 foram identificados em
todas as linhagens de CEB, sendo que este ultimo estava mais expresso nas células SCC4 e

HSC3. Em nivel de proteina, CAL27 e HSC3 apresentaram expressdo de todas as proteinas
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estudadas (SHH, PTCH1, SMO e GLI1). A atividade Hh ja havia sido demonstrada em
células de CEB, no trabalho de Yan et al. (2011). Entretanto, as analises destes autores foi
"end-point”, enquanto que, neste trabalho, foi possivel mensurar a expresséo relativa dos
genes Hh e estabelecer um perfil de expressdo génica que direcionasse de forma mais
robusta, para os ensaios funcionais subsequentes.

Em relacdo a caracterizacdo da via Hh em fibroblastos, quando comparados aos
fibroblastos normais (NOF), o CAF apresentou maiores niveis de RNAm do fator de
transcricdo GLI1 e do transdutor de sinal SMO. O gene PTCHL1, receptor da via Hh, foi
mais expresso em NOF, assim como os reguladores negativos SUFU, HHIP e GLI3.
Adicionalmente, o gene SHH néo foi identificado nos fibroblastos. Ao analisar a expressao
de proteinas, observou-se uma baixa expressao do ligante SHH em NOF, enquanto que em
CAF a expressao foi intensa. A proteina GLI1 ndo foi detectada no NOF, enquanto que em
CAF, a proteina GLI1 esteve presente. Os resultados encontrados sugerem que a via Hh
pode participar na manutencéo do fen6tipo CAF, corroborando com outros estudos (HORN
et al., 2012; ZHOU et al., 2014) e, consequentemente, participar de eventos pro-tumorais
modulados por estas células, tais como a migracdo e invasdo. Em relacdo a deteccdo da
proteina SHH, mesmo com a auséncia de transcrito, os mecanismos de regulagdo da
expressdo deste gene e acumulo/degradacdo desta proteina, ainda precisam ser melhor
estudados.

As linhagens de CEB, HSC3 e CAL27, apresentaram um aumento na expressao
génica de PTCH1, GLI1 e GLI2, quando estimuladas com o ligante SHH recombinante,
nos tempos de 1, 3, 6 e, principalmente, 12 horas. De forma semelhante, um estudo
realizado por Du et al. 2016, demonstrou que o0 SHH recombinante foi capaz de ativar a via
Hh em uma linhagem de céancer de célon (HCT116), através do aumento da expressao das
proteinas PTCH1, SMO e GLI1. Outro estudo, realizado em células de céncer de
endométrio (HHUA), também detectou o aumento de RNAm de GLI1 e PTCH1 ap6s o
tratamento com o SHH recombinante (FENG et al., 2007). Esses achados indicam que o
SHH exdgeno é capaz de ativar a via Hh em células tumorais, corroborando para a
participacdo de outras células do microambiente tumoral na sinalizacdo Hh.

A importancia das células estromais para a iniciacdo e progressao do tumoral tem
recebido maior atencdo na Gltima decada (POLYAK; HAVIV; CAMPBELL, 2009). Os
CAFs, por exemplo, se destacam por serem as células mais abundantes no estroma
tumoral, sendo os principais mediadores da interacdo estroma-células malignas (HUANG
etal., 2014; SHIGA et al., 2015; ERDOGAN; WEBB, 2017; HUANG; GUAN; FU, 2019),

60



através da producdo de fatores de crescimento e modulando a interagdo com a MEC
(RAFFAGHELLO; DAZZI, 2015). No presente estudo, avaliamos o efeito do meio
condicionado por CAFs na ativagdo da via Hh em células de CEB, e foi observada uma
maior expressdo génica de PTCHL1, GLI1 e GLI2, ap0s incubacdo por 24 e 48 horas com
meio condicionado por CAFs. Um estudo realizado por Liu et al. (2016), utilizando meio
condicionado por CAFs e células de carcinoma hepatocelular, obtiveram resultados
semelhantes, no qual foi observado um aumento na expressdo de RNAm de SHH e GLI1
nas células tumorais. Dessa forma, nossos resultados demonstram que ha uma possivel
participacdo dos CAFs na ativagdo paracrina reversa da via Hh, em células de CEB.

A fim de corroborar com as evidéncias de que CAFs podem mediar uma
sinalizagdo parécrina e ativacdo da cascata Hh em tumores (AMAKYE; JAGANI;
DORSCH, 2013; GASCARD; TLSTY, 2016), avaliamos se, ap6s o0 bloqueio
farmacologico do CAF, com GANT61, haveria alguma alteracdo nos genes Hh, em
CAL27. Apesar deste composto ter apresentado atividade citotdxica promissora apenas
para CAF (CI50% < 4 pg/mL), também avaliamos o efeito deste composto, nos mesmos
genes, em células CAL27, utilizando a mesma concentracdo calculada para o CAF.

O GANT®61 é um inibidor farmacolégico da via Hh, capaz de bloquear diretamente
a capacidade de ligacdo dos fatores de transcricdo GLI ao DNA e, consequentemente,
inibir a transcricdo de genes mediada por GLI (LAUTH et al., 2007; AGYEMAN et al.,
2014; REDA et al., 2018). Estudos realizados em linhagens celulares de cancer de ovario
(CHEN et al., 2014), tumores pediatricos (ARNHOLD; BOOS; LANVERS-KAMINSKY,
2016) e cancer gastrico (LIANG et al., 2018), demonstraram que 0 GANT61 é capaz de
inibir a via Hh nesses tipos tumorais, bem como diminuir a proliferacéo e invasao celular.
Um estudo realizado em linhagens celulares de CEB, demonstrou que o GANT61 pode
inibir a via de sinalizagdo Hh, em CAL27 (YAN et al., 2011), corroborando com 0s
resultados obtidos neste trabalho.

Em CAF de CEB, ndo encontramos estudos na literatura que tenham avaliado a
acdo do GANT61 na via Hh. Observamos uma diminui¢do dos niveis de transcritos dos
genes GLI1, GLI2 e PTCH1, em CAF, demonstrando que o0 GANT61 atenua a expressao
de genes da via Hh, corroborando para o potencial terapéutico desta cascata, neste tipo
celular. Ao tempo que a Cl 50% > 50 pg/mL em NOF, demonstrou que este composto ndo
é citotoxico para fibroblastos normais.

Nossos resultados com meio condicionado por CAF demonstraram que h& uma
possivel participacdo dos CAFs na ativacdo paracrina reversa da via Hh, em células de
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CEB. Considerando este aspecto, avaliamos o efeito do meio condicionado por CAFs
tratados com GANT61 em células de CEB. Observamos uma diminuicéo significativa na
expressdo génica de GLI1 em CAL27, nos tempos de 24 e 48 horas. Esses resultados
corroboram com a ativacao de Hh mediada por CAF, ao tempo que contribui positivamente
para a hipotese de nosso trabalho de que CAFs produzem o ligante (SHH), a0 mesmo
tempo que possuem a via Hh ativada, o que promove um ambiente pré-tumorigénico que
favorece a migracéo e invasdo de células malignas de CEB.

Diante das complexidades de estudar vias de sinalizacdo no contexto do cancer,
nossos resultados, até aqui, apontam para questdes relevantes: 1) células de CEB possuem
a via Hh ativada; 2) células de CEB respondem ao ligante SHH exdgeno; 3) CAFs séo
fonte de ligantes Hh, ao mesmo tempo que respondem a esta sinalizacdo. De forma a
compreender a relevancia da via Hh para eventos pro-tumorigénicos, avaliamos o efeito
destas células em genes regulados pela via Hh, envolvidos no processo de migracao e
invasdao tumoral, como: MMP9, MMP 14, B-catenina, E-caderina e Osteopontina em célula
de CEB.

Nossos resultados exibiram um aumento significativo na expressdo de MMP9 em
CAL27, ap6s o estimulo do meio condicionado por CAFs nos tempos de 24 e 48h. Para
MMP14, observou-se aumento na expressdo desse transcrito em todos 0s tempos
estudados. Apos o tratamento com MC CAF/GANT61, esse efeito foi revertido para ambos
0S genes, nos respectivos tempos de incubacdo. Em adi¢do, uma reducdo na expressao
destes genes também foi observada nas células CAL27 tratadas com o GANT61. As
metaloproteinases de matriz desempenham papel fundamental na degradacdo e
remodelacdo da MEC, favorecendo a migracdo e invasdo das células tumorais, e estdo
sobrexpressas no carcinoma escamocelular de cabeca e pescoco, sendo MMP1, MMP2,
MMP9 e MMP14 as mais associadas com a progressio da doenca
(ROSENTHAL; MATRISIAN, 2006; MARKWELL; WEED, 2015; DENG et al., 2019;
MIGUEL et al., 2019). Muitos estudos em casos de CEB humano, tém relacionado a
expressao de MMP9 com o processo de invasdao, metastase e pior prognostico nesse tipo
tumoral (DE VICENTE et al.,, 2005; BAKER et al., 2006; PATEL et al., 2007,
MONTEIRO-AMADO et al., 2013; SILVA et al.,, 2018). Um estudo realizado com
linhagem de células de CEB (SCC4), demonstrou, através do co-cultivo entre células
tumorais e CAFs, que o aumento do potencial invasivo das células de CEB devido a
superexpressdo de MMP9, pode ser regulado pelos CAFs (LIN et al., 2017). Além disso,
estudos realizados em carcinoma escamocelular de boca (FAN et al., 2017), melanoma
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(FAIAO-FLORES et al., 2017), glioblastoma (CHANG et al., 2015) e cancer de vesicula
biliar (MATSUSHITA et al., 2014) demonstraram que a expressdo de MMP9 nesses
tumores é regulada pela via Hh. Sendo assim, 0s nossos resultados indicam uma possivel
regulacdo de MMP9 e MMP14 por CAFs em células de CEB, mediado pela via Hh.

Ao avaliar o gene E-caderina, observamos um aumento na expressdo desse gene
quando incubado com MC CAF por 24 horas e 48 horas, sendo esse efeito atenuado ap6s
incubacdo com MC CAF/GANT61. Da mesma forma, 0 composto também provocou esse
efeito na expressao de e-caderina das células tumorais. Nesina, lurchenko e Buchynska
(2018), utilizando amostras humanas de carcinoma de endométrio, sugeriram que a
progressdo desse tumor ocorre no contexto de alteragdes moleculares, incluindo a
diminuicdo na expressdo das proteinas de adesdo celular, como E-caderina. De forma
similar, Shan et al. (2017) demonstrou que, em cancer de pancreas, os CAFs sdo capazes
de ativar a via Hh em células malignas, de forma parécrina reversa, o que estimula a
ativacdo do fator de transcricdo Snail (gene alvo da via) e favorece o processo de TEM,
através da regulacdo negativa da expressdo da E-caderina (SHAN et al., 2017).

Um estudo, utilizando 40 amostras de CEB, detectou a diminuicdo na expressdo do
gene e-caderina nesses tumores, quando comparado com mucosa oral normal (LOPEZ-
VERDIN et al., 2019). Diante dos achados da literatura, deve-se levar em consideracio que
0 nosso estudo foi realizado in vitro e que os CAFs promovem proliferacdo de células
tumorais (ALKASALIAS et al., 2018; ZIANI; CHOUAIB; THIERY, 2018) e,
adicionalmente, as células CAL27 in vitro, proliferam em padrdo de ilhas tumorais, cujas
células interconectam-se entre si, formando jungdes celulares bem definidas e, nestas, ha
uma regulacéo positiva de e-caderina.

Para f-catenina, em todos os tempos estudados, foi observado um aumento na
expressdo desse gene apos incubacdo com MC CAF e uma reducdo significativa apds
incubacdo com MC CAF tratado com GANT61. Nossos achados sugerem que os CAFs
podem regular, a via WNT/B-catenina em células de CEB ou contribuir para a manutencéo
de um fendtipo pro-invasor. Sabe-se que a B-catenina é uma proteina multifuncional, que
atua como uma proteina adaptadora para adesdo celular e como um regulador
transcricional (SHANG; HUA; HU, 2017). Devido ao seu papel na regulacéo
transcricional, a expressdo aberrante dessa molécula tem sido associada ao
desenvolvimento de diversos tipos de cancer (SHANG; HUA; HU, 2017). Um aspecto
interessante sobre este resultado diz respeito a interacdo desta proteina e e-caderina, nos
complexos de adesdo focal (NESINA; IURCHENKO; BUCHYNSKA, 2018) e, portanto, 0
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padrdo de expressdo destes genes tenderia a ser parecido. Mas, conforme ja ressaltado
anteriormente, B-catenina exerce funcGes como co-fator para ativagédo dos fatores TCF-
LEF (NUSSE; CLEVERS, 2017) e regulacao da via WNT, cuja atividade também pode ser
regulada por CAF (HUANG; GUAN; FU, 2019).

Corroborando com os dados obtidos para MMP9 e MMP14, foi observado um
aumento nos transcritos de osteopontina em células de CEB, ap6s a incuba¢do com meios
condicionados por CAFs, em todos os tempos estudados, sendo este significativo nos
tempos de 24 e 48 horas. Apos incubacdo com MC CAF/GANT61 ou GANT61 em
CAL27, observou-se a diminuicdo na expressdo desse gene. Estes dados tem grande
relevancia no contexto do estudo da participacdo da via Hh na invasdo e migragdo, uma
vez que 0 gene osteopontina € alvo da via Hh (DAS et al., 2009; DAS; SAMANT,;
SHEVDE, 2011). Tais resultados indicam ndo somente que os CAFs podem regular a
expressao da osteopontina em CALZ27, através da via Hh, mas que também o estimulo
autécrino de ativagdo Hh em CAL27 é importante para a regulacdo deste gene. A
osteopontina é uma proteina multifuncional da matriz 6ssea que regula a reabsorcédo 6ssea
e vias de sinalizacdo envolvidas na expressdo de oncogenes (DAS; SAMANT; SHEVDE,
2011; QIN et al., 2018). Em cancer de boca, alguns estudos demonstraram uma alta
expressdo de osteopontina, associando com piores prognosticos, recidiva e metastase
(MATSUZAKI et al., 2007; INGALE et al., 2014; SUBRAMANI et al., 2015). Uma
pesquisa realizada por Qinet al. (2018), utilizando co-cultura de CAL27 e CAFs,
demonstrou que os CAFs sdo capazes de regular a expressdo de osteopontina em CAL27,
favorecendo a migracdo e invasao das células tumorais.

Todos os resultados discutidos acima, em conjunto, corroboram para a participagdo
dos CAFs na expressdo de genes Hh em célula de CEB e que o blogueio farmacoldgico
desta cascata, com o GANT61, reduz a expressdo de genes relacionados a cascata Hh,

migracdo e invasdo em células de carcinoma escamocelular de boca.
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7 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos, podemos concluir que os CAFs sdo fontes de
ligantes Hh em CEB e regulam a ativacdo da via Hh nas células tumorais, através da
sinalizacdo paracrina reversa. Nossos resultados também indicam que a via Hh é
importante para a manutencdo do fenotipo de CAF, sendo que o meio condicionado por
estas células aumenta a expressdo de genes relacionados a migracdo e invasao celular, o
que pode favorecer a progressao do CEB. E ainda, o bloqueio farmacoldgico dos CAFs e
CAL27 com GANT61 diminui a expressdao de genes alvo da via Hh envolvidos nos
processos de migracdo e invasdo. Adicionalmente, a via Hh pode ser considerada um

potencial alvo farmacoldgico no CEB.
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APENDICES

APENDICE A

.

Figura 1. Expressao de proteinas da via Hh em células HSC3, por imunofluorescéncia.
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APENDICE B
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Figura 2. Expressdo de proteinas da via Hh em células CAL27, por imunofluorescéncia.



APENDICE C
Experimentos em andamento:
Analise dos processos de invasdo e migracdo em CAL27 estimuladas por CAF

Para avaliacdo dos processos de invasao e migracgdo celular, foi realizado um ensaio
piloto na Faculdade de Odontologia da UNICAMP, no laboratdrio do Prof. Ricardo Della
Coletta, utilizando membranas de policarbonato. Buscando avaliar o efeito dos CAFs no
processo de invasdo celular, NOF e CAF foram distribuidos em placas de 24 pogos, numa
densidade de 8 x 10* células/mL, e incubadas overnight para permitir a adesdo das células.
Apbs 24 horas, o meio foi retirado e as células lavadas com salina, para retirar todo o SFB.
Apo6s 24 horas em meio carenciado, foi aplicada 50 pl de solucdo de myogel (2.4 mg/ml) e
colageno (Collagen Bovin Type I, BD Biosciences — cat.354231/ ~ 3 mg/ml) no interior de
cada Transwell(Corning 3422, membrana de 0.8um) que estavam sobre uma placa de 24
pocos contendo NOF e CAF. Posteriormente, o conjunto placa + transwell foi colocado na
estufa, a 37°C por 30 minutos, para o gel solidificar. E entdo, as células tumorais (CAL27),
previamente carenciadas, foram distribuidas sobre o gel solidificado em cada transwell,
numa densidade de 8 x 10* células/mL e incubada em estufa a 37°C por 72h (Figura 3- A e
B.

Para avaliar o efeito dos CAFs no processo de migracdo celular, foi realizado um
experimento utilizando transwells, semelhante ao descrito acima, entretanto, ndo foi
adicionada a solucdo de myogel + colageno, sendo assim, as células tumorais (CAL27)
foram distribuidas diretamente sobre a membrana do transwell. O tempo de incubagéo foi
de 48h (Figura 3— C e D). Para ambos experimentos, foi utilizado meio DMEM sem SFB

como controle negativo e meio DMEM com 10% de SFB como controle positivo.
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Figura 3: Esquema dos experimentos de invasdo e migracao, utilizando transwell.

Ap0s os tempos de incubagdo - 72 horas para invasdo e 48h para migragao -, 0 meio
de cultura foi removido do fundo de cada poco, e 1ml de formol a 10% foi adicionado no
interior de cada transwell, por duas horas, em temperatura ambiente, para fixacdo das
células na membrana. Em seguida, as membranas foram lavadas com 1ml de PBS1x para
remocdo do excesso de formol. Posteriormente, as células foram coradas com 500 pl de
azul de toluidina (azul de toluidina 1% filtrado + Borax 1% diluido em agua destilada),
inseridos no interior de cada transwell, durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Para
remocdo do excesso de corante, foram realizadas trés lavagens seriadas das membranas em
béqueres contendo &gua destilada. O acumulo de corante nas laterais do interior do
transwell foi removido com o auxilio de hastes flexiveis de algoddo. Para mensurar as
células que migraram e invadiram, foi realizada eluicdo da membrana utilizando 200 pl de
SDS 1%. Em seguida, o contetdo de cada poco foi transferido para uma placa de 96 pogos,
e realizada a leitura utilizando o leitor de placas Spectra Max 190, em um comprimento de
onda de 655nm.

A analise foi feita através dos valores de absorbancia (excluindo o valor do branco).
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Efeito dos CAFs no processo de migracao e invasdo, em células de CEB.

Nesta etapa, realizamos, inicialmente, um ensaio piloto com membranas de
policarbonato, a fim de avaliar o efeito dos CAFs na migragdo e invasdo de CAL27.
Observamos um discreto aumento na migracdo celular em CAL27 quando atraidas por

CAF em comparagdo com o NOF (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Absorbancia apds os ensaios de migragdo e invasdo em células CAL27, induzidas DMEM
com 10% de SFB, NOF e CAF.
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Figura 5. Fotomicrografia das membranas dos transwells apds os ensaios de migracdo e invasao
células CAL27, induzidas por DMEM sem SFB, DMEM com 10% de SFB, NOF e CAF.
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Entretanto, apds estes ensaios iniciais, percebemos a necessidade de ajustes no
tempo de incubacdo e concentracdo de células. Dessa forma, poderemos refinar a avaliacdo
dos processos de migracdo e invasdo celular induzidos pelos CAFs. Neste ensaio inicial,
utilizamos uma concentracao de células menor do que indicado pela literatura, 0 que pode
ter interferido no resultado inicial. Os novos ensaios estdo em andamento e seréo
realizados utilizando concentracdes maiores de células, como descrito previamente na
literatura: 1 x 10° (CHANG et al., 2015) e 2 x 10°%(KARHADKAR et al., 2004; LIANG et
al., 2018) e tempos menores de incubacdo, como: 20 horas (KARHADKAR et al., 2004),
24 horas (WANG et al., 2010; LIU et al., 2015; CHANG et al., 2015; FAN et al., 2017;
QIN et al., 2018) e 48 horas (DING et al., 2015; SHAN,, et al., 2017).
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