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RESUMO

Introducio. O carcinoma escamocelular oral (CEO) ¢ uma doenca que apresenta um pobre
progndstico € poucos avangos terapéuticos, sendo necessario desvendar os mecanismos
envolvidos em sua patogénese, incluindo a participacdo de vias de sinalizacdo embrionarias,
como a via Hedgehog (HH). Esta cascata ¢ importante para a iniciagdo € comportamento
bioldgico tumoral, bem como para a manutenc¢ao da populagdo de células-tronco tumorais, com
reflexos diretos na resisténcia a farmacos. Objetivo. Estudar os efeitos antitumorais do
composto X sobre a expressdo génica de componentes da via HH, proliferacdo e morte em
cé¢lulas de CEO. Metodologia. As células de CEO (HSC3, CAL27, SCC4, SCC9, SCC15 e
SCC25) foram cultivadas em meio DMEM. Inicialmente, a citotoxicidade foi avaliada contra
diferentes células tumorais e nao tumorais através do ensaio do alamar blue. A expressao de
componentes da via HH foi avaliada através de reagdes de qPCR, utilizando TagMan Gene
Expression Assays™, apos 12 horas de tratamento com os compostos-teste. Os ensaios de
viabilidade, ciclo celular e padrdo de morte em células HSC3 foram realizados em diferentes
tempos de incubagao do composto X (18 e 36 uM), através da citometria de fluxo. As alteragdes
morfolégicas foram avaliadas através dos pardmetros FSC (tamanho/volume) e SSC
(granulosidade), obtidos por citometria. Resultados. A analise da citotoxicidade do composto-
teste por Alamar Blue demonstrou uma maior sensibilidade ao tratamento para célula HSC3
(Clso: 36 uM) em relacdo aos outros tipos celulares testados, sendo escolhida para realizagdo
dos ensaios de andlise dos efeitos do composto X em células de CEO. O composto X foi capaz
de reduzir os niveis de mRNA do fator de transcricdo GLII na concentragdo de 36 uM, apos
12h de tratamento. O inibidor de GLI reduziu significativamente a viabilidade celular das
células HSC3 a partir de 24h de tratamento. Os ensaios de andlise do ciclo celular e padrao de
morte demonstraram um aumento significativo da fragmentagao nuclear na fase sub-G1 e morte
celular por apoptose. Concluséo. O inibidor de GLI reduziu significativamente a expressao do
gene GLI1, indicando reducao da atividade downstream da via HH em 12 horas de tratamento.
Além disso, o composto-teste reduziu significativamente a viabilidade e promoveu um aumento
significativo da fragmentagao nuclear e morte celular por apoptose em células de CEO.

Palavras-chave: Neoplasias bucais; Proteinas Hedgehog; Quimioterapia.



ABSTRACT

Introduction. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is a disease that presents a poor prognosis
and few therapeutic advances. It's necessary to uncover the mechanisms involved in its
pathogenesis, including the participation of embryonic signaling pathways, such as the
Hedgehog (HH) pathway. This cascade is important for tumor initiation and biological
behavior, as well as maintenance of the tumor stem cell population, with direct reflexes in drug
resistance. Aim. To study the antitumor effects of the X compound on gene expression of HH
pathway components, proliferation and death in OSCC cells. Methodology. The OSCC cells
(HSC3, CAL27, SCC4, SCC9, SCC15 e SCC25) were cultured in DMEM medium. Initially,
cytotoxicity was assessed against different tumor and non-tumor cells by the Alamar Blue
assay. Expression of HH pathway components was assessed by qPCR reactions using TagMan
Gene Expression Assays ™ after 12 hours of treatment with the test compounds. Viability, cell
cycle and death standard assays in HSC3 cells were performed at different incubation times
with the X compound (18 and 36 uM) by flow cytometry. The morphological alterations were
evaluated through FSC (size / volume) and SSC (granulosity) parameters, obtained by
cytometry. Results. Cytotoxicity analysis of the test compound by Alamar Blue demonstrated
greater sensitivity to treatment in HSC3 cell (ICso: 36 uM) in relation to the other cell types
tested, and it was chosen to the analysis of the effects of the X compound in OSCC cells. The
X compound was able to reduce mRNA levels of the GLII transcription factor at the
concentration of 36 uM after 12 hours of treatment. The GLI inhibitor significantly reduced the
cell viability of HSC3 cells after 24 hours of treatment. Cell cycle and death standard assays
demonstrated a significant increase in nuclear fragmentation in the sub-G1 phase and cell death
by apoptosis. Conclusion. The GLI inhibitor significantly reduced GLI1 gene expression,
indicating reduction of HH pathway downstream activity within 12 hours of treatment. In
addition, the test compound significantly reduced viability and promoted a significant increase
in nuclear fragmentation and cell death by apoptosis in OSCC cells.

Keywords: Oral cancer; Hedgehog Proteins; Chemotherapy.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e, em 2018, foi responsavel
por 9,6 milhdes de dbitos, sendo uma em cada seis mortes relacionadas a doenga (OMS, 2017).
No Brasil, para os anos 2018 e 2019, sao estimados 600 mil casos novos de cancer (excetuando-
se o cancer de pele ndo melanoma), para cada ano. Nesse contexto, o cancer de boca no Brasil,
ocupa 0 5° e 0 12° lugares em frequéncia, para homens e mulheres, respectivamente. Na regido
Nordeste, a Bahia ¢ o estado responsavel pelo maior nimero de casos (BRASIL, INCA, 2018).
subtipo histoldgico mais comum, estando presente em mais de 90% dos casos diagnosticados
(RODRIGUES et al., 2014; BRANDS et al., 2018; LIU; CHUA; BATSTONE, 2018).

Dentro desse contexto, os individuos acometidos pelo carcinoma escamocelular de
cabecga e pescoco, especialmente o CEO, sofrem um grande impacto na qualidade de vida,
principalmente em casos mais graves da doen¢a, quando o tratamento quimio-radioterapico esta
associado (LIU; CHUA; BATSTONE, 2018). Essa abordagem de tratamento, considerada
padrdo para os casos mais avancgados, traz reflexos importantes que norteiam a alteragao
fonética, deformidade facial, dificuldade de degluticdo e sintomatologia dolorosa,
especialmente decorrente de alteragdes clinicas intrinsecas a este cancer, bem como promovidas
pela radioterapia nesta regido, a exemplo da mucosite, xerostomia, carie por radiacdo, infecgdes
fingicas como a candidiase e ulceragdes aftosas (ADKINS; et al., 2019). Essas caracteristicas
associadas a terapéutica desse tumor, conferem um agravante a esta condi¢do, com fortes
impactos sociais, emocionais e também econdmicos, por contribuir para uma baixa
produtividade dos individuos acometidos, além de dificuldade de reinser¢do no mercado de
trabalho.

Diante do exposto, faz-se necessario um esforco e urgéncia mundial na abordagem de
estratégias que possam refletir em melhor desfecho clinico e sobrevida para os pacientes com
CEO. Deste modo, alinhado ao conhecimento de que a re-ativagdo de vias de sinalizagdo
embriondrias ¢ muito importante para a iniciacdo, biologia tumoral, bem como para a
manutengdo da populagdo de células-tronco tumorais, com reflexos diretos na resisténcia a
farmacos, a nossa equipe dedica-se ao estudo da via Hedgehog (HH) em CEO, desde 2010.

Iniciamos os estudos do potencial terapéutico da via HH em 2016 avaliando, in vitro, a
acdo citotoxica e citostatica de inibidores de SMO (Vismodegib e Itraconazol) em células de
CEO. Observamos que a inibicdo farmacolégica de SMO, in vitro, reduziu a expressao dos
genes PTCH1, SMO e GLI1, indicando redugdo da atividade desta cascata sinalizadora, em 24h

de tratamento. O vismodegib ¢ o itraconazol foram capazes de reduzir a viabilidade e alterar a
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morfologia das células de CEO, de maneira tempo e concentracdo-dependente, além de terem
induzido a apoptose e aumentado a fragmenta¢do do DNA (FREITAS, 2018).

Ainda que os resultados iniciais da equipe demonstrem o potencial terapéutico da via
HH em CEO, ha lacunas importantes para a geragdo de conhecimentos e avango deste estudo.
Sendo assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a a¢do antitumoral de um inibidor de fator de
transcricdo da via Hedgehog (Composto X- nao identificado neste projeto, pela viabilidade
patentaria para nova aplicagdo terapéutica), sobre a expressdo génica de componentes da via

HH (PTCHI, GLI1, GLI2 e GLI3), proliferacdo e morte em células de CEO.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CARCINOMA ESCAMOCELULAR ORAL

De acordo com a classificagao de tumores da cavidade oral e orofaringe da Organizacgao
Mundial de Saade (OMS, 2017), o CEO ¢ uma neoplasia derivada do epitélio escamoso
estratificado da mucosa oral, de carater invasivo e agressivo, com potencial de promover
metéstase precoce e com amplo envolvimento de linfonodos. Esta doenga apresenta taxa de
sobrevida global em 5 anos, menor que 50% (FRONIE et al., 2013; SAGGI et al., 2018), e
acomete principalmente individuos adultos na faixa etaria da 5% a 6* década de vida. A sua
etiologia ¢ multifatorial, sendo bem estabelecido que os principais fatores de risco sdo o tabaco
e o alcool (FRONIE et al., 2013; ADRIEN et al., 2014; RIVERA, 2015; YESENSKY et al.,
2018).

Clinicamente, o CEO apresenta-se como uma lesao nodular ulcerada de tamanhos
variados, normalmente acometendo principalmente os sitios dos dois tercos anteriores da
lingua, assoalho bucal e palato duro (BAGAN; SARRION; JIMENEZ, 2010; OMS, 2017).
Inicialmente, as lesdes apresentam-se assintomaticas ou com discretos sintomas, como
incomodo e ardéncia. Entretanto, com a progressao da doencga, os pacientes frequentemente
apresentam intensa sintomatologia dolorosa, dificuldade ao falar, deglutir, mastigar, dentre
outros sintomas (CHI; DAY; NEVILLE, 2015; MARKOPOULOS, 2012; OMS, 2017). E
importante ressaltar que o diagndstico precoce interfere diretamente no progndstico da doenca,
desta forma o cirurgido-dentista deve sempre realizar um exame clinico criterioso, visto que o
CEO pode evoluir a partir de desordens potencialmente malignas como a leucoplasia,
eritroplasia e eritroleucoplasia, que consistem em alteracdes na mucosa oral de coloracao
branca, avermelhada ou com ambas as coloragdes, respectivamente (CHI; DAY; NEVILLE,

2015; MARKOPOULOS, 2012; VAN DER WAAL, 2009).
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Embora os desfechos clinicos para pacientes CEO localmente avangado tenham
melhorado significativamente ao longo dos anos, com abordagens de tratamento multimodal, o
mesmo ndo pode ser considerado para pacientes que apresentam recidiva € / ou metastase a
distancia (CHUNG, et al., 2011). A alta morbidade e mortalidade da doenga ocorre
principalmente devido ao diagnostico tardio, que contribui para um alto indice de casos
metastaticos, ao conhecimento limitado sobre a biologia deste tumor e, consequentemente,
desconhecimento de provaveis moléculas-alvo que possam direcionar estratégias terapéuticas
mais eficazes para esta condi¢do (DIAZ et al., 2003; FERLAY et al., 2015). Desta forma,
compreender os processos bioldgicos de resisténcia ao tratamento e metastase ¢ fundamental
para uma interven¢do bem-sucedida.

A principal forma de tratamento do CEO ¢ a excisdo cirurgica, especialmente nos estagios
iniciais desta condi¢cdo. No entanto, a radioterapia e a quimioterapia sdo indicadas para casos
avangados da doenga, quando a cirurgia nao ¢ possivel ou quando o tratamento ciriirgico traria
sequelas funcionais importantes e complicadas para a reabilitagdo funcional e a qualidade de
vida do paciente (HARTNER, 2018, INCA, 2019). 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 impacto na sobrevida dos pacientes

(https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/drugs/TPF), associado a uma elevada

toxicidade sist€émica e morte ao longo do tratamento (COHEN, 2014). Em trabalhos publicados
pelo grupo francés que monitora estudos clinicos direcionados a quimioterapia para tumores de
cabega e pescogo, a indugdo da quimioradioterapia (prévia a cirurgia) s6 ¢ adotada, atualmente,
em caso de CEO inoperavel, utilizando altas doses de cisplatina e, quando esta estratégia ¢
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).

Dentro deste contexto, como forma de tratamento mais direcionada e menos invasiva do
CEO, na inten¢do de reduzir o impacto social, emocional e econdmico frente a alta morbidade
dos tratamentos cirirgicos, novas abordagens terapéuticas tém sido estudadas, principalmente
acerca da inibicao de vias de sinalizagcdo que atuam no estagios iniciais, envolvendo a biologia
tumoral de diversos tipos de cancer, com destaque para a via de sinalizagdo embrionaria

Hedgehog, que esté reativada em CEO e participa de forma efetiva na progressao deste tumor.
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2.2. VIA DE SINALIZACAO HEDGEHOG

Atualmente, ja estd bem estabelecido que a reativacdo de vias de sinalizacao
embrionarias assume papel importante para a iniciagdo, biologia tumoral, bem como para a
manutencdo da populagdo de células-tronco tumorais, com reflexos diretos na resisténcia a
farmacos (GONNISSEN et al., 2015; KUREBAYASHI et al., 2017). Dentre estas vias de
sinalizacdo, destaca-se a via Hedgehog (HH), a qual est4 reativada em CEO (CAVICCHIOLI
BUIM; GURGEL et al., 2011; CHUNG et al., 2011; FAN, et al., 2014; AGYEMAN et al.,
2014; GONNISSEN, et al., 2015), assim como ocorre em carcinomas basocelulares
(GOODRICH et al., 1997; HAHN et al., 1996), cancer de prostata (RUIZ I ALTABA, 2005),
pulmdo (WATKINS et al., 2003), mama, pancreas, em cancer cervical e ovariano, além de

também participar em casos de meduloblastoma e melanoma (GONNISSEN et al., 2015).

Recentemente, demonstramos que a via HH esté ativada em células de CEO, utilizando
gPCR. A expressao génica dos componentes da via HH (SHH, PTCH1, SMO, SUFU, GLII,
GLI2 e GLI3) foi realizada nas linhagens de CEO, previamente, durante o trabalho de Mestrado
da estudante Raiza Dias de Freitas (Figura 2). Os niveis de mRNA dos fatores de transcrigao

da familia GLI (GLI1, GLI2 e GLI3) foram mais expressos nas linhagens HSC3 e SCC4.
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Figura 1. Perfil de expressao génica dos componentes da via Hedgehog em células de CEO
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A via HH compreende uma rede de sinalizagdo complexa, altamente conservada
evolutivamente, a qual orquestra passos-chave de multiplos aspectos do desenvolvimento,
incluindo padronizacdo embriondria, morfogénese de o6rgdos e controle do crescimento pela
regulacdo da proliferagdo, diferenciagdo e migracao celular. As fungdes desta via dependem de
alguns fatores importantes, a exemplo do tipo de célula, nicho e das condi¢des extracelulares

(NIEWIADOMSKI et al., 2019)

Sabe-se ainda, que a via HH ja estd ativada em estagios iniciais da carcinogénese oral
(DIAS et al., 2015), contribuindo para eventos de angiogénese e proliferagao celular ( SALES
et al., 2016, VALVERDE et al., 2016), inclusive através de ativacdo paracrina mediada por
macréfagos CD163+ (fenotipo M2) (VALVERDE et al., 2016) e fibroblastos associados ao
cancer (GUIMARAES, 2018). Esta via atua tanto através da sinalizagdo classica ou canonica,
quanto ndo-canonica. A ativagdo da sinaliza¢@o candnica envolve trés principais ligantes: Sonic
Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian Hedgehog (IHH), além de dois receptores:
Patchedl (PTCH1) e Smoothened (SMO) (HARDCASTLE et al., 1998). Estes ligantes sdo
proteinas duplamente modificadas por lipidios, e podem ser secretadas localmente ou
difundidas por longas distancias. Em células de mamiferos, a maioria dos componentes da via
HH esta situada na proximidade do cilio primario - uma minuscula organela baseada em
microtubulos que funciona como uma antena celular especifica e ¢ indispensavel para a

sinalizacdo de HH (NIEWIADOMSKI et al., 2019).

Desta forma, a ativacao classica da via HH ocorre quando existe a interacao entre um
dos ligantes HH e o receptor PTCHI1, causando um aciimulo da proteina SMO na membrana
ciliar aliada a exclusao de PTCH1 neste sitio, de modo a desencadear cascatas intracelulares
que irdo culminar na ativagao de fatores de transcricdo da familia Glioma- associated oncogene
(GLI), representada por trés proteinas: GLI1, GLI2 e GLI3. A proteina GLIl atua
principalmente como ativador transcricional, participando na ativagdo de genes que favorecem
a proliferacdo aberrante (ciclina D1 e D2, N-myc), sobrevivéncia (Bcl2) e manutengdo da
populacao de células tronco tumorais, enquanto GLI2 e GLI3 exibem fungdes ativadoras e
repressoras. A localizacdo ciliar de GLI2 no épice é necessdria para a sua ativagdo e sua
translocacdo para o nticleo como um ativador da transcrigao (NIEWIADOMSKI et al., 2019).
Estas proteinas sao membros da familia de fatores do tipo Kruppel com dominios de ligagao de
DNA de dedo de zinco altamente conservados. (PO et al., 2010; STECCA; RUIZ I ALTABA,
2010; BENVENUTO et al., 2016; NIEWIADOMSKI et al., 2019).



19

Em condi¢ao normal de inativac¢do da via, a atividade de SMO ¢ bloqueada por PTCH]1,
enquanto GLI1 e GLI2 atuam como repressores de genes alvo HH. Aliado a isto, a inativagao
dos fatores de transcricdo GLI ¢é controlada pelo Supressor de Fusdo (SUFU), um regulador
negativo desta via, que restringe o GLI no citoplasma e promove sua associacdo com co-
repressores transcricionais (NIEWIADOMSKI et al., 2019). Em contrapartida, a ativacao "nao-
candnica" de HH ocorre de forma independente de ligante, podendo ser desencadeada a partir
de inativagdo de PTCH (Tipo I) e/ou SMO (Tipo II), ou através de estimulacdo direta dos fatores
transcricionais GLI através de " bypass" por outras vias de sinalizacdo e independente dos sinais
mediados pelo complexo PTCH/SMO (GONNISSEN et al., 2015). Além das mutagdes em
componentes da via HH ja identificados como principais desencadeadores tumorais, através da
perda de fung¢do dos supressores de tumor PTCH e SUFU, ou ganho de mutac¢des de funcao das
proteinas SMO ou GLI, a ativagdo ou inibicdo andmala desta via em embrides constitui a
principal causa de diversas desordens do desenvolvimento, como holoprosencefalia, sindrome
de Greig, sindrome de Ellis van Creveld, sindrome de Pallister-Hall, neuropatia periférica,
osteoartrite, neoplasia cartilaginosa e doencas neurodegenerativas (NIEWIADOMSKI et al.,
2019).

Atualmente, o direcionamento da inibi¢ao da via de sinalizagdo HH tem sido investigado
upstream, principalmente com inibidores de SMO, em especial, ciclopamina, itraconazol e
vismodegib (AMAKYE, JAGANI, DORSCH, 2013; KITAMOTO, et al., 2014; GONNISSEN,
et al., 2015). No entanto, as caracteristicas farmacocinéticas, como a citotoxicidade, baixa
solubilidade e pouca estabilidade quimica destes farmacos frente as células de CEO e outros
tumores, continuam sendo um desafio a utilizagdo terapéutica destes. Aliado a isso, a resisténcia
terapéutica contra inibidores de SMO ja foi observada em pacientes com carcinoma basocelular
(CBC) (NG, CURRAN, 2011; KUREBAYASHLI, et al., 2017). Deste modo, o uso de inibidores
HH visando a regulagdo da via downstream, em especial os fatores de transcricdo da familia
GLI pode representar uma estratégia promissora € complementar aos inibidores SMO, ja
aprovados pela FDA (DESCH, et al., 2010). Somado a isto, a inibigdo downstream da via HH
pode interferir em outras cascatas de sinalizagdo envolvidas no céncer, como por exemplo,

MAPK, PI3K, TGFB (GONNISSEN et al., 2015; KUREBAYASHI et al., 2017).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da via de sinaliza¢do Hedgehog (HH). Regulacdo da via Hedgehog (HH) no cilio
primario de células com hiperativacdo da cascata sinalizadora. Na presenca do ligante HH, os niveis da proteina
GLI aumentam no cilio, GLI ¢ transformada na sua forma ativa e translocada para o ntcleo, onde ativara genes
alvos da via Hh. A atividade da via HH pode ser inibida através de varios mecanismos, incluindo a liga¢do direta
a SMO, modulag¢éo da translocagdo de SMO no cilio primario, inibigdo da interag@o ligante-receptor ou inibigao
de fatores de transcri¢do GLI. Fonte: AMAKYE et al., 2013.

Meil Smith

2.3 GLI COMO ALVO DE INIBICAO

A superexpressao de GLI1 foi primeiramente observada no glioma maligno, sendo entao
nomeado a partir deste tumor (CHUNG et al., 2011). Atualmente, diversos outros tumores
apresentam a superexpressao deste gene, a exemplo do meduloblastoma, rabdomiosarcoma, dos
canceres biliar, de prostata, mama, pulmao, colon, bexiga e em carcinoma escamocelular de
cabeca e pescoco (CHUNG et al., 2011; AGYEMAN et al., 2014). Além disso, a maior
expressao de GLI1 estd associada a tumores mais avangados, e principalmente a casos

metastaticos. (GONNISSEN et al., 2015; AGYEMAN et al., 2015).

Sabe-se que GLI1, 2 e 3 sdao dominios de proteinas de dedo de zinco (ZF), um dos
motivos de ligacdo ao DNA mais comuns em fatores de transcri¢do eucaridticos. (LAUTH et
al., 2007). Enquanto a sequéncia do dominio ZF ¢ altamente conservada entre as trés proteinas
GLI, a composi¢ao diferente dos dominios N-terminal e C-terminal determinam os papéis

especializados de cada proteina. Desta forma, GLI1 nao possui o dominio repressor e, portanto,
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atua exclusivamente como um ativador transcricional, GLI2 tem um dominio repressor e dois
dominios ativadores e pode, em principio, funcionar como um repressor € um ativador, mas na
pratica ele atua ativando principalmente a transcri¢ao de genes alvo, enquanto GLI3 ¢ um
repressor de transcricao, e sua delecao resulta, na maioria dos casos, em fendtipos de ganho de
fungdo da sinalizagdo HH (NIEWIADOMSKI et al., 2019). E importante ressaltar que GLI1
tipicamente nao € expresso em células em repouso e ¢ produzido somente apds estimulacao da
via HH via GLI2 e GLI3. Portanto, na via canoénica HH, o nivel de transcri¢do dos genes alvo
de Hh ¢ largamente determinado pelo balango entre o ativador GLI2 e o repressor GLI3

(GONNISSEN et al., 2015; NIEWIADOMSKI et al., 2019).

Atualmente, apenas alguns inibidores de GLI foram descritos e estdo sendo estudados,
tanto de origem sintética, como derivados de produtos naturais (MAS; ATALBA; 2010). A
abordagem terapé€utica frente aos niveis de GLI1/2 pode ser direcionada através de quatro
mecanismos: inibi¢ao do processamento de GLI e seu trafego (modificagdes pos-traducionais),
da inibicdo da ligacdo de GLI-DNA, da inibicdo de producdo transcricional, e através da
inibicao indireta. (GONNISSEN et al., 2015; BENVENUTO et al., 2016). A inibi¢ao da
atividade transcricional de GLI pode ocorrer por diversos mecanismos, por exemplo, através
do aumento do processamento proteossomal em suas formas repressoras, da diminuicao do
processamento em ativadores transcricionais e da reducdo do trafego das proteinas GLI.
Diferentemente de GLI2 e GLI3, o GLI1 nao ¢ clivado a uma forma repressora, mas sera
degradado pelo sistema ubiquitina-proteassoma (UPS). Desta forma, direcionar a estratégia
terapéutica para a inibicdo do acumulo das proteinas GLI também pode representar uma

abordagem antitumoral promissora (GONNISSEN et al., 2015).

Dentro desse contexto, o inibidor de GLI, composto sintético, derivado de hexa-
hidropirimidina, denominado neste projeto como “composto X, se destaca por apresentar
1déntico acoplamento a proteina GLI, bem como ao complexo GLI-DNA (GONNISSEN et al.,
2015). Deste modo, foi visto por meio de modelagem computacional, que a atuacdo do
composto X se d& a nivel nuclear e o seu modo de ligagdo aos fatores de transcricdo GLI ocorre
através da ligagdo ao GLI1, em estreita proximidade, mas independente da regido de ligagao ao
DNA. Mutagdes nos sitios de ligagdo do composto X resultam em uma inibicao significativa
da ligacdo entre o inibidor e GLII, confirmando a interacdo entre as duas moléculas.

(AGYEMAN et al., 2014; GONNISSEN, et al., 2015).

O composto X atua inibindo muitas das “marcas classicas do cancer”, como viabilidade

celular, proliferacdo, apoptose, reparo do dano ao DNA, transicdo epitélio-mesenquimal
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(TEM), autofagia, células-tronco cancerigenas e resposta imune (GONNISSEN et al., 2015).
Alguns autores ja demonstraram que o composto X ¢ capaz de diminuir de forma significativa
a expressdao génica e proteica dos genes alvo GLI1 e PTCHI, bem como a produgdo
transcricional através de ensaios inventoriados de GLI em multiplos tipos de células cancerosas
(LAUTH et al., 2007; DESCH et al., 2010; MECHLIN et al., 2010; WICKSTROM et al., 2014;
YOU et al., 2014; KUREBAYASHLI, et al., 2017).

Nao ¢ de nosso conhecimento, atualmente, grupos de pesquisas dedicados ao estudo do
potencial terapéutico do inibidor de GLI em CEO, e embora os resultados iniciais da equipe
tém demonstrado o potencial terapéutico da via HH em CEO, ha lacunas importantes para a
geracdo de conhecimentos e avancos deste campo de pesquisa. Desta forma, diante da hipotese
de que a atividade da cascata HH ocorre preferencialmente em células-tronco tumorais e que o
bloqueio de GLI-1, apresenta uma acdo antitumoral mais efetiva, o objetivo deste trabalho
consiste em avaliar a acao antitumoral do composto X sobre a expressao de genes da via HH,

proliferacdo e morte em células de CEO.
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3 HIPOTESE
O inibidor farmacologico (composto X) interfere na expressao génica dos componentes
da via HH (PTCHI1, GLI1, GLI2 e GLI3), exerce efeitos inibitorios na viabilidade celular e

promove morte celular em células de CEO.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral

Estudar os efeitos do “composto X’ sobre a expressao génica de componentes da via
HH, proliferacdao e morte em células de CEO.

4.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do “composto X sobre a viabilidade celular em células tumorais e nao-

tumorais;

- Analisar a expressdo dos componentes da via HH (PTCHI1, GLI1, GLI2 e GLI3) apos o

tratamento com diferentes concentragdes do “composto X em células HSC3;

- Estudar os efeitos do “composto X sobre a viabilidade, ciclo celular e padrao de morte em

células HSC3.
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5 METODOLOGIA

5.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo in vitro, experimental e analitico.

5.2 Obtencao e manutencao das células em cultura

Para a realizacdo deste estudo, a linhagem HSC3 de CEO (ATCC, Manassas, VA, EUA)
foi utilizada. As células HSC3 foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL), em meio DMEM (Gibco™ Life Technologies), suplementados com 10%
de soro fetal bovino (SFB, Gibco®, Life Technologies) e 50 pg/mL de gentamicina (Novafarma,
Anapolis, GO, BRA), e foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
A dissociagao das células com tripsinizacdo foi realizada sempre que o crescimento celular
atingiu a confluéncia necessaria, ou seja, preencheu 70 a 80% do volume total da garrafa de
cultura. Além da linhagem tumoral HSC3, células tumorais de outros tipos histologicos e
células ndo-tumorais também foram utilizadas para avaliar o potencial citotoxico do inibidor de

GLI1 através do ensaio do Alamar Blue (Tabela 1).
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Tabela 1. Células tumorais e ndo-tumorais humanas utilizadas no ensaio de citotoxicidade

Célula Tipo histolégico Fonte
Centro Antoine Lacassagne
CAL 27 Carcinoma escamocelular oral Laboratorio de Bio-Oncologia
Nice — Franga
HSC3 Carcinoma escamocelular oral Banco de Recursos para Pesquisa em

Ciéncias da Satide do Japao

SCC4, SCC9, SCCl15 e

Carcinoma escamocelular oral

Instituto de Cancer Sidney Farber, Divisao
de Crescimento e Regulacdo Celular e

SCC25 Departamento de Fisiologia, Faculdade de
Medicina de Harvard
. Instituto de Anatomia e Biologia Wistar,
HepG2 Carcinoma hepatocelular Filadélfia, Pensilvania
HL-60 Leucemia promielocitica aguda Hospital Pediatrico de Mercy — EUA
Laboratorios de Citogenética e
K562 Leucemia mielogénica cronica Fisiopatologia Esplénica, Centro de Pesquisa
e Hospital da Univesidade de Tennessee
AGPO1 Adenocarcinoma gastrico peritoneal Universidade Federal do Para — Brasil
ACP02 Adenocarcinoma gastrico Universidade Federal do Para — Brasil
ACPO03 Adenocarcinoma gastrico Universidade Federal do Para — Brasil
HT-29 Adenocarcinoma de célon Instituto Sloan Kettering — EUA
. , Departamento de Bioquimica da
HCT-116 Carcinoma de cdlon Universidade do Alabama — EUA
Fibroblasto associado a0 cancer de Faculdade de Odontologia Qa Universidade
CAF1 boca (célula primaria) Federal de Campinas -
oca lcellap UNICAMP/Piracicaba
Fibroblasto associado a0 cancer de Faculdade de Odontologia Qa Universidade
CAF2 boca (célula primaria) Federal de Campinas -
p UNICAMP/Piracicaba
Fibroblasto normal de boca Faculdade de Odontologia Qa Universidade
NOF (célula priméria) Federal de Campinas -
vap UNICAMP/Piracicaba
Queratinécitos normais imortalizados Divisdo de Diferenciagdo e Carcinogénese in
HaCaT vitro, Instituto de Bioquimica, Centro de

nao transformados

Pesquisa em Cancer, Alemanha
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5.3 Obtencao de PBMC

As células mononucleares (linfocitos e monodcitos) humanas de sangue periférico —
PBMC (do inglés peripheral blood mononuclear cell) foram obtidas a partir de sangue
periférico de voluntarios saudéaveis, ndo fumantes, com idade variando entre 25 — 35 anos, que
ndo haviam utilizado qualquer tipo de droga ou medicamento durante, pelo menos, 15 dias antes
da coleta. O comité de ética em pesquisa da Fundagao Oswaldo Cruz (Salvador, Bahia, Brasil)
aprovou o protocolo experimental (n° 031019/2013). Todos os participantes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido para participagdo do estudo. A coleta do sangue foi
realizada em frasco heparinizado por profissionais capacitados no Laboratorio de Engenharia
Tecidual e Imunofarmacologia (IGM, Fiocruz, Bahia), utilizando seringas esterilizadas e

descartaveis com volume de 5 mL.

O PBMC foi isolado por protocolo padrao, utilizando um gradiente de densidade com
uso de Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Helthcare Bio-Sciences AB, Suécia). Apos a separacao,
as células foram lavadas duas vezes com solugio salina, ressuspensas (0,3 x 10° células/ mL)
em meio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 20% de SFB, 2 mM de glutamina e 50 pg/mL
de gentamicina. Para induzir a divisdo celular de linfocitos T, 10 pg/mL de concanavalina A

(ConA, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) foi utilizada como agente mitdgeno.

5.4 Obtencao de fibroblastos associados ao cancer, meio condicionado por FACs e

fibroblastos normais

Duas populagdes de fibroblastos associados ao cancer (CAF1 e CAF2) foram obtidas a
partir de fragmentos de carcinoma escamocelular de lingua que foram removidos de pacientes
e divididos em duas partes: uma seccao foi fixada em formol e embebida em parafina para
posterior coloragdo com hematoxilina-eosina e imuno-histoquimica para o anticorpo a-SMA;
outro fragmento foi lavado com PBS e incubado em meio DMEM suplementado com 10% de
soro de SFB e antibio6tico, a 4°C.

Posteriomente, o espécime seguiu para lavagem com PBS, fragmentagdo e incubagao
em frascos de cultura de células de 25cm? contendo 1ml de meio DMEM suplementado com
10% de soro de SFB e antibidtico, mantidos em estufa a 37°C e 5% de CO2. O crescimento
celular foi monitorado diariamente ¢ o 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 analise de Western
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Blot. Ainda, como marcador de atividade de miofibroblasto, a producao de colageno de tipo I
foi avaliada por ELISA. No presente estudo, foram utilizadas essas duas populagdes primarias
de FACs (CAF1 e CAF2) por, no maximo, 12 passagens. A manuten¢do do fenotipo de FAC
foi avaliada a cada 2 passagens, através da marcacdo imunocitoquimica para o anticorpo o.-
SMA. Para o preparo do meio condicionado (MC) por FAC, os fibroblastos foram mantidos em
cultura até atingir uma confluéncia de 70-80%; em seguida, a garrafa de cultura foi lavada com
salina, no intuito de remover residuos de SFB e entdo foi colocado meio DMEM sem soro, por
72 horas. Apos esse periodo, o meio foi coletado, centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm

para remogao de debris celulares e armazenado em aliquotas de 1mL, em temperatura de -80°C.

Para uma analise 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 os FACs, na Faculdade de Odontologia da
UNICAMP, e cedida pelo Prof. Ricardo Della Coletta. Essas foram mantidas em cultura, por

até 15 passagens.
5.5 Ensaio do Alamar blue para avaliacao da citotoxicidade do inibidor de GLI

Para avaliar a citotoxicidade composto-X em células tumorais e nao tumorais (NOF,
HaCaT, PBMC), o ensaio do alamar blue foi realizado apds 72 horas de exposi¢do aos
compostos. O alamar blue ¢ um ensaio colorimétrico e fluorimétrico que avalia a viabilidade
celular através da capacidade de reducdo da resazurina em resofurina por células
metabolicamente viaveis. Neste ensaio, todas as células listadas na tabela 1 foram utilizadas.
As células tumorais foram distribuidas em placas de 96 cavidades numa densidade de 7 x 10*
células/mL, para células aderidas, e 3 x 10° células/mL, para células em suspensdo, em um
volume de 100 pL. O composto-teste (0,19 a 50 pg/mL), dissolvido em DMSO, foi adicionado
em cada pogo e incubado por 72 horas. A doxorrubicina (Laboratory IMA S.A.I.C., Buenos
Aires, Argentina) e 5-Fluorouracil (5-FU, Sigma-Aldrich, USA) foram utilizados como
controles positivos, com concentragdes variando de 0,03 a 5 pg/mL. As células tratadas com o
veiculo (DMSO 0,5%) usado para diluir as substancias testes foram utilizadas como controle
negativo. Antes do final do periodo de incubagdo (4 h para linhagens celulares ¢ 24 h para
PBMC), 20 pL da solucdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina, Sigma-Aldrich)
foram adicionados a 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, HexiS.
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A viabilidade celular foi calculada utilizando a seguinte formula: viabilidade = ALW —
(AHW x R0). Onde, ALW e AHW sdo as absorbancias no menor e maior comprimento de onda,
respectivamente. O RO foi calculado utilizando a seguinte formula: RO=AOLW/AOHW. Onde,
AOLW e AOHW sido as absorbancias do meio adicionado ao alamar blue subtraido das
absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. A
substancia foi testada em diluigdo seriada, em duplicata ou triplicata. A porcentagem de inibi¢ao
foi calculada por comparagdo com o controle e registrada a percentagem de inibi¢ao x log da
concentragdo e determinado suas Clso (concentragdo inibitoria de 50%) realizado a partir de

regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao 5.0 (GraphPad Software).

5.6 Avaliacio da expressio das proteinas relacionadas a via HH por

imunofluorescéncia

As células da linhagem HSC3 foram submetidas a reagdao de imunofluorescéncia para os
anticorpos contra as proteinas relacionadas a via HH (SHH, PTCH1, SMO e GLI1). Para esta
técnica, as células foram cultivadas sobre laminula especifica para células (CellVIEW ™), sem
apresenca de soro fetal bovino e sem permitir a confluéncia celular, de modo a facilitar a analise
das proteinas. As laminas foram lavadas em PBS 1x estéril pH 7.2 e fixadas por 10 minutos
em acetona/metanol gelado. Apoés as lavagens, as laminas seguiram para a fase de bloqueio de
sitio inespecifico, onde foram incubadas em solu¢do de PBS 1x + BSA a 1% por 30 minutos e,
em seguida, 4 lavagens com PBS. Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios:
policlonal de camundongo contra Sonic Hedgehog (1:500, Novus Biologicals), policlonal de
coelho contra Glil (1:500, Novus), policlonal de coelho contra Patched (1:500, Novus) e
policlonal de coelho contra Smoothened (1:1000, Abcam) diluido em PBS/BSA 1%. Os
anticorpos primarios foram diluidos em PBS/BSA a 1% nas concentragdes e tempo segundo
orientagdes dos fabricantes. Posteriormente, as laminulas foram lavadas novamente com PBS.
Decorrido o tempo de incubagao do anticorpo primdrio, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS, e incubadas com o anticorpo secundario, uma IgG de camundongo contra coelho ou contra
camundongo conjugado a fluoresceina (FITC) diluido em PBS na propor¢do de 1:1000, sob
agitacdo lenta, por 1 h a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubagdo, os nucleos das
células foram corados com o agente intercalante de DNA fluorescente 4 ,6-diamidino-2-
phenilindol diidroclorido (DAPI, Molecular Probes, Eugene, OR) (5pg/mL) durante 10 minutos
a temperatura ambiente. As células foram entdo lavadas com PBS, e com o auxilio de

microscopio de inversdo (Leica DMi8, Wetzlar, Germany), as alteracdes morfoldgicas foram
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avaliadas e fotografadas utilizando o software Leica Application Suite X (XLAS X, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Para todas as reagdes, os controles negativos foram
realizados seguindo os mesmos procedimentos, com excec¢do da incubagdo com o anticorpo

primario.

5.7 Expressao dos componentes da via HH por Western Blot

As células foram lavadas com PBS e o tampao de células de lise celular foi realizada
com tampao Tris-HC1 50 mM 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,
Franca). Os extratos protéicos (50 ug) foram separados por SDS-PAGE e transferidos para
membranas de nitrocelulose Hybond-C Extra (GE Healthcare, EUA). Os seguintes anticorpos
foram utilizados para westernblot: policlonal de camundongo contra Sonic Hedgehog (1:500,
Novus), policlonal de coelho contra Glil (1:500, Novus), policlonal de coelho contra Patched
(1:500, Novus) e policlonal de coelho contra Smoothened (1:1000, Abcam). Os anticorpos
secundarios foram IgG anti-rato (Santa Cruz Biotecnologia, 1: 10.000), IgG anti-coelho (GE
Health- 1: 10.000). A deteccao do sinal foi realizada com o Sistema de deteccao de

quimioluminescéncia ECL + (PerkinElmer, Franga).
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5.8  Expressao dos componentes da via HH apés tratamento com os inibidores
5.8.1 Isolamento de RNA total e transcricio reversa (RT-PCR)

Para isolamento do RNA total, as células HSC3 foram plaqueadas em placas de 6 pogos
em uma densidade de 0,7 x 10° células/ml, em um volume de 5 mL por poco e incubadas
overnight. Em seguida, as células foram tratadas por 12 horas com o inibidor de GLI nas duas

concentracoes (18 e 36 puL).

Todos os experimentos foram realizados em condicdes DNAse/RNAse free. Para o
procedimento de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica- Rneasy Plus Mini
Kit (QIAGEN). O sobrenadante de células foi aspirado e, em seguida, 600 pL do tampao de
lise RLT foi transferido para o pellet € a amostra foi misturada durante 1 min, com auxilio do
vortex. Em seguida, o lisado foi transferido para a microcoluna contendo Dnase, a fim de
eliminar o DNA gendmico. Em seguida, foi adicionado 600 pL de etanol 70% e o mesmo
misturado gentilmente a amostra, com auxilio de pipeta. Apds a passagem por nova
microcoluna de silica, lavagens com tampodes do kit (RW1 e RPE), o RNA foi eluido com 20uL
de agua Rnase/DnaseFree pH 7.4 e armazenado em temperatura de -80°C. Esta etapa ocorreu

antes e apods o tratamento das culturas com o inibidor de GLI.

A quantidade e pureza do RNA extraido de cada amostra foi analisada em aparelho de
espectrofotometro NanoDrop® 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). A transcrigcdo reversa foi realizada com a enzima transcriptase Superscript VILO™

(Invitrogen Corporation, USA) e as amostras de cDNA armazenadas em temperatura de -20°C.

5.8.2 Determinac¢ao da atividade da via HH

A expressao de componentes da via HH foi avaliada através de reagdes de qPCR,
utilizando TagMan Gene Expression Assays™ inventoriados para os genes PTCHI
(Hs00181117 ml1), GLI1  (Hs01110766 ml), GLI2  (hs01119974 ml), GLI3
(hs00609233 m1), assim como para o gene referéncia B2ZM (Hs99999907 m1). As reagdes
foram conduzidas no aparelho ABI ViiA7 Fast (Applied Biosystems™, Foster City, CA),
utilizando placa de 96 pogos € com um volume total de 20 uL.. Cada um dos pogos possuira:
2,5ng/uL de cDNA da amostra (4uL), 1uL de Assay (Applied Biosystems™, Foster City, CA),
10uL de Tagman PCR Master Mix Kit (Applied Biosystems™, Foster City, CA) e 5uL de 4gua
livre de RNAse.
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Ap0s as corridas de amplificacdo e dissociacdo, os valores de Quantification Cycles
(Cqs) foram obtidos com o auxilio do Programa Operacional ViiA7™ System
(AppliedByosistems, USA). Para quantificacdo relativa foi utilizado o método comparativo
de Cq (AACQ) (Livak, Schmittgen, 2001). O valor de Cq de cada amostra foi normalizado
utilizando o gene referéncia B2M e calibrado segundo os valores de Cq obtidos para o grupo
de células HSC3 sem tratamento (HSC3 ST). As reagdes de qPCR foram realizadas nas células

tratadas e ndo tratadas com o composto X.

5.9  Avaliacio dos efeitos do composto X sobre a viabilidade, ciclo celular e padrao de

morte em células HSC3

Para estudar os efeitos do composto X sobre a viabilidade, ciclo celular e padrdo de
morte em células HSC3, 4 mL de uma solugdo de células (0,7 x 10° células/mL) foram inseridos
em placas de 6 pocos e incubados overnight para permitir a adesdao das células na placa. As
c€lulas foram tratadas por 24, 48 ¢ 72 horas com o composto X (18 e 36 uM). A avaliagdo dos
efeitos do composto X sobre o ciclo celular em células HSC3 também foi realizada apds 12
horas de tratamento. As concentracdes utilizadas foram baseadas no valor de Clso obtido para
este composto nessa linhagem celular. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO
0,2%) usado para diluir as substancias teste e o 5-fluorouracil (5-FU, 17 uM) foi utilizado como
controle positivo. Os experimentos foram realizados em duplicatas e repetidos pelo menos trés
vezes. O monitoramento da viabilidade celular foi determinado pelo método de exclusao de
azul de tripan, onde uma aliquota de 90 uL foi recolhida apds o periodo de incubagao, corada
com 10 pL o azul de tripan e contadas utilizando a cdmera de Neubauer, por meio de

microscopio optico (Olympus CX41).

5.9.1 Determinacao do ciclo celular e fragmentacio do DNA internucleossomal

A determinagdo do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo
celular, foi avaliado por citometria de fluxo, utilizando o IP (iodeto de propidio) como agente
fluorégeno. Decorridos os periodos de tratamento com os compostos, o sobrenadante foi
coletado, os pogos foram lavados com solucdo salina, as células foram tripsinizadas e
centrifugadas (295 xG/ 5 minutos) juntamente com o sobrenadante. As células foram diluidas
com a solucdo de permeabilizacdo (200 nL) contendo 0,1 % de triton X-100, 0,1% de citrato
de sodio e 2 pg/mL de IP e 100 pg/mL de RNase em agua destilada, na auséncia de luz ¢ a
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temperatura ambiente. Apos 30 minutos, as células foram adquiridas e analisadas em citometro
de fluxo BD LSRFortessa através do software BD FACSDiva versdao 6.2 (Becton Dickinson
Biosciences, San Jos¢, CA, EUA). As proporcdes de DNA internucleossomal fragmentado e as
fases do ciclo celular foram obtidas utilizando o software Flowjo, versao 10 (Flowjo LCC,
Ashland, OR, EUA). Os debris celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

5.9.2 Determinac¢ao da externalizacao de fosfatidilserina

Apbs o tratamento com o composto X, as células foram marcadas com anexina V-FITC
e IP para determinar a viabilidade celular (vidvel, apoptose inicial, apoptose tardia e necrose),
de acordo com o protocolo do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, EUA).
As células foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com solu¢dao salina e em seguida,
ressuspendidas numa solugao de 100 pL do tampao de ligagdo, 5 uL de IP e 5 pL de anexina
V-FITC. Apds 15 minutos de incubagdo em isopor com gelo, na auséncia de luminosidade, 400
uL de tampdo de ligagdo foram adicionados a cada amostra. As células foram adquiridas e
analisadas no citdmetro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD FACSDiva versao
6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San Jos¢, CA, EUA). A propor¢ao de células em apoptose
foi determinada pela porcentagem de anexina quantificada utilizando o programa FlowlJo,
versao 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os debris celulares foram omitidos das analises

e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

5.9.3 Analise morfologica por citometria de fluxo

Para a realizagdo da andlise morfologica, as células HSC3 foram avaliadas por
citometria de fluxo através dos parametros FSC (tamanho/volume) e SSC (granulosidade). As
células foram adquiridas e analisadas no citometro de fluxo BD LSRFortessa através do
software BD FACSDiva versao 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San Jos¢, CA, EUA). Os

debris celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

5.10 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram compilados no programa GraphPad Prism versao 6.03
(GraphPad Software, Inc., San Diego, USA). Os dados foram analisados segundo a distribui¢ao

na curva normal de Gauss. Os valores de Clso foram obtidos através de regressdo nao linear, a
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partir de trés experimentos independentes realizados em duplicata. A diferenga entre os grupos
dos ensaios in vitro foi avaliada pelo teste ANOVA (analise de variancia) seguida do teste de
Student-Newman-Keuls (p <0,05). A andlise estatistica deste estudo considerou como nivel de
significancia o valor de “p” correspondente a alfa (o) menor ou igual a 5%.

Em relacdo a andlise do qPCR, apos as corridas de amplificagdo e dissociagado, os valores
de quantificag¢ao relativa (QR) serao obtidos com o auxilio do programa Gene Expression
Suite™ (AppliedByosistems, USA) em comparacdo com o calibrador (células tratadas com o

controle negativo DMSO 0,2%, QR = 1,0), de acordo com o método comparativo de Cq
(AACQ). (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001)
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacio das proteinas Hedgehog em células HSC3

As proteinas estudadas foram analisadas em relagdo a presenga e a localizagdao da
marcacdo em DAPI, bem como a populagdo positiva em relacdo a negativa, por campo
microscopico. Os resultados demonstram a presenca, em citoplasma, de todos os componentes
basicos da via HH (SHH, PTCH, SMO ¢ GLI1) em células HSC3, bem como marca¢ao nuclear
da proteina GLII (Figura 3A). Além disso, os resultados do Western Blot confirmaram a

presenca destas proteinas Hedgehog em células HSC3 (Figura 3B).
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Figura 3. Avaliagdo das proteinas Hedgehog (SHH, PTCH, SMO e GLI1) em células HSC3
por imunofluorescéncia (A) e Western Blot (B). A actina foi utilizada como controle endégeno

do ensaio de Western Blot.
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6.2 Atividade citotoxica do inibidor de GLI1

O estudo da atividade citotoxica do inibidor de GLII foi realizado em diferentes
linhagens de células tumorais humanas utilizando o ensaio do alamar blue, apds 72 horas de
incubagdo. Para analise comparativa, a atividade citotéxica também foi avaliada em células nao
tumorais (NOF, HaCaT e PBMC). A Tabela 2 apresenta os resultados encontrados. O composto
X apresentou citotoxicidade com valores de Clso que variaram de 36 a 110,6 uM para as
linhagens HSC3 e SCC4 respectivamente. O 5-FU, utilizado como controle positivo, também
apresentou atividade citotoxica, com valores de Clso que variaram de 1,3 uM a 143,2 pM para

as linhagens HepG2 e SCCO9 respectivamente, a linhagem HSC3 apresentou Clsode 17 pM.

A célula HSC3 apresentou uma maior sensibilidade ao tratamento com o composto X
do que as outras células de CEO, além disso, esta célula apresentou uma maior expressao génica
dos fatores de transcrigdo GLI (GLI1, GLI2 e GLI3). Diante disso, a linhagem HSC3 foi
escolhida para os proximos ensaios in vitro para uma melhor avaliagao dos efeitos do composto

X sobre a expressao de genes da via HH, proliferacdo e morte celular.



37

Tabela 2. Atividade citotoxica do inibidor de GLI em células tumorais € ndo-tumorais.

Células Doxorrubicina 5-FU Composto X
Células tumorais
3,09 30,8
CAL 27 >116
2,22-43 13,6 - 70
0,34 16,75 35,9
HSC 3
0,09 - 1,21 10,53 - 26,67 24,86 — 51,9
0,07 110,6
SCC4 N.d.
0,05- 0,09 77,46 - 157,89
0,8 143,2 83,49
SCC9
0,25-2,31 82,02 - 250,1 27,3 -255,1
1,5 72,74
SCC 15 N.d.
0,77 — 2,88 36,68 — 144,27
14 53,3
SCC 25 N.d.
0,61 -292 34,53 - 82,19
0,01 1,3
HepG2 >116
0,01 -0,73 0.23-6,07
0,01 12,6
HL60 >116
0,01 -0,05 9,53 - 16,68
0,05 18,14
K562 >116
0,04 — 0,09 9,76 - 33,51
1,89
AGPO1 N.d. >116
0,82-43
6,8
APCO02 N.d. >116
1,03 - 44,72
2,3
APCO03 N.d. >116
0,93 —-5,88
0,3
HT-29 N.d. >116
0,26 - 0,44
0,2 4,07
HCT-116 >116
0,12-0,42 1,92 - 8,45
Fibroblastos associados ao cancer
3,67
CAF 1 N.d. >192
0,48 — 27,65
71,46
CAF 2 N.d. >192
13,12 - 388,5
Células nio tumorais
39,59
NOF N.d. >116
12,3-123,4
0,1 35,14
HaCat N.d.
0,01 -0,55 18,27 - 67,59
5,2 87,54
PBMC >192
2,55-10,43 34,66 —221

Dados apresentados como valores de Clso em uM e intervalo de confianga de 95% obtidos por regressdo ndo linear de trés
experimentos independentes realizados em duplicata, pelo ensaio de alamar blue, apds 72 horas de incubagdo. N.d. Ndo

determinado.
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6.3 Efeitos do inibidor de GLI sobre a expressiao génica de componentes da via HH

em células HSC3

A expressdo génica dos componentes da via HH (PTCHI1, GLI1, GLI2 e GLI3), foi
avaliada através de qPCR na linhagem HSC3 de CEO apo6s tratamento de 12 horas com o
composto X, nas duas concentragdes (18 e 36 uM). Foi possivel observar, na maior
concentragdo do composto-teste, redugdo estatisticamente significante dos niveis de mRNA do
fator de transcricdo GLI1, quando comparado ao controle negativo DMSO. Houve reducio dos
niveis de mRNA dos demais genes avaliados em todas as concentracdes testadas, com excecgao

ao nivel de mRNA do gene PTCHI na concentragdo de 18 uM, embora ndo tenha sido

observada diferenca estatistica (Figura 4).

PTCHI1 GLI1
1.5 1.5-
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Composto X W
GLI2 GLI3
1.59 3 5
g I'n"-"'_f. .........................
=
B
Q e
< 0.54
- 4
0.0} T T
DMSO 5-FU 18 36 p uM

Composto X Composto X

Figura 4. Expressdo génica dos componentes da via HH, PTCHI, GLI1,2 e 3 ap6s 12 horas de
tratamento com o composto X (18 e 36 uM). O controle negativo foi tratado com DMSO (0,2%),
utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. O 5-FU (17 uM) foi utilizado como controle
positivo. O valor de Cq de cada amostra foi normalizado utilizando o gene referéncia B2M e calibrado
segundo os valores de Cq obtidos para o grupo de células HSC3 sem tratamento (HSC3 ST). As
reacdes de qPCR foram realizadas nas células tratadas e nao tratadas com o composto X.
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6.4 Efeitos do inibidor de GLI sobre a viabilidade de células HSC3

A confirmacao dos efeitos do composto X sobre a viabilidade de células HSC3 foi
realizada através do ensaio de exclusdo por azul de tripan (figura 5). Os resultados
demonstraram que o tratamento com o composto, nas concentragoes testadas (18 uM e 36 uM),
reduziu significativamente a viabilidade celular das células HSC3, através da reducdo do
nimero de células viaveis quando comparado com o controle negativo (CTL, DMSO 0,2%),
apos 24, 48 e 72 horas de exposi¢do. O 5-FU, utilizado como controle positivo (17uM), foi
capaz de reduzir o nimero de células vidveis a partir de 24 horas de tratamento. Em relagao ao

numero de células nao viaveis, nao houve diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 5. Efeito do composto X sobre a viabilidade de células HSC3, determinado pelo ensaio de
exclusdo de azul de tripan apoés 24h, 48h ¢ 72h de tratamento. O controle negativo foi tratado com
DMSO (0,2%), utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. O 5-FU (17 uM) foi utilizado
como controle positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
(andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.5  Efeitos do inibidor de GLI sobre a morfologia das células HSC3

A analise morfologica foi avaliada por citometria de fluxo. O tratamento de células
HSC3 com o composto X (18 uM e 36 uM) causou encolhimento celular, observado pelo
decréscimo da dispersdo luminosa para frente (FSC) e condensagao nuclear, como observado
por um aumento na dispersdao lateral (SSC) (Figura 6). O 5-FU, utilizado como controle
positivo, também causou alteracdes condizentes com mecanismos apoptdticos de morte.

Conforme demonstrado, os efeitos na morfologia foram concentragdo e tempo dependente.

CTL 5-FU Composto X - 18 pM Composto X - 36 pM

S804

S8C
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Figura 6. Dotplots representativos das caracteristicas de dispersdo da luz em células HSC3 tratadas com
o Composto X. FSC (Forward scatter — desvio de luz para frente) e SSC (Side scatter — desvio de luz
para o lado), determinados por citometria, foram utilizados como parametros de tamanho relativo e
granulosidade ou complexidade interna da célula, respectivamente, apos o periodo de tratamento de 24,
48 e 72 h. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir
as substancias. o 5-Fluorouracil (5-FU, 17 uM) foi utilizado como controle positivo. Os dados sdo
representativos de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram
omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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6.6  Efeitos do inibidor de GLI sobre o ciclo celular e fragmentacio do DNA

internucleossomal em células HSC3

A fragmentagao do DNA internucleossomal foi analisada por citometria de fluxo, com
o intuito de diferenciar as fases do ciclo celular. As células em sub-G; foram consideradas como
células com fragmentagcdo do DNA internucleossomal. A tabela mostra os resultados
encontrados (Tabela 3). Ap6s 12h de incubagdo, foi observado um aumento significativo de
cé¢lulas HSC3 na fase sub-G1 tratadas na concentracao de 36 uM, representando um aumento
da fragmentacdo nuclear, forte indicativo de morte apoptdtica. A partir deste tempo, também
foi possivel observar uma diminuicdo significativa do nimero de células na fase GO-G1 tratadas

com o composto X (36 uM), sugerindo uma possivel parada do ciclo celular nesta fase.

Ademais, com 48h de incubacdo, foi possivel observar diferenca estatistica em relacao
ao aumento de cé€lulas na fase sub-G1 nas células tratadas com o controle positivo 5-FU (17uM)
e com o composto X nas duas concentragdes testadas, em relacdo ao controle negativo DMSO

0,2%, seguindo o mesmo padrdao com 72h de incubacao.
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Tabela 3. Efeito do composto X sobre o ciclo celular e fragmentagio do DNA
internucleossomal em células HSC3

Tratamento Concentracao Distribuicao do contetido de DNA (%)
(M) Sub-Go/G1 Go/G1 S G2/M
12h de
tratamento
DMSO 0,2% - 1,26+0,50 40,33+3,81 18,43+4,15 16,91+£2,68
5-FU 17 3,40+0,39 56,44+3,70 13,14+3,31 10,97+2,01
Composto X 18 6,18+1,40 39,73+2,22 19,49+1,59 17,35+2,61
36 12,34+3,76* 27,57+2,83* 14,29+2,06 27,39+4,17
24h de
tratamento
DMSO 0,2% - 7,94+2.92 41,08+1,68 24,05+0,84 18,72+2,58
5-FU 17 12,71+4,60 49,90+6,48 19,77+2,44 8,460+2,20
Composto X 18 8,29+2,03 53,58+3,85 13,10£1,69* 17,18+1,58
36 25,74+3,05* 22,11+0,79* 10,48+2,94* 27,00+4,41
48h de
tratamento
DMSO 0,2% - 8,31+1,38 47,04+3,21 18,88+3,37 21,40+0,89
5-FU 17 41,85+7,90* 57,42+4,60%* 15,28+3,30 3,72+£1,21*
Composto X 18 34,19+4,72% 28,47+3,27% 9,71£2,21 9,984+2,77*
36 51,25+10,71%* 1,79+0,54* 1,73+0,49* 0,74+0,20*
72h de
tratamento
DMSO 0,2% - 3,05+0,99 53,09+0,94 20,46+1,82 17,10+£0,92
5-FU 17 71,70+£11,03* 14,96+7,15% 4,67+1,60%* 1,79+0,68*
Composto X 18 68,02+6,01* 9,66+5,43* 4,28+1,28% 3,13+1,74*
36 77,13+4,26* 1,08+0,54* 1,46+0,59* 0,82+0,32*

Efeitos do composto X nas fases do ciclo celular em células HSC3. A tabela apresenta valores
correspondentes a média + E.P.M. de trés experimentos independentes, realizados em duplicata. O
controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%), utilizado para solubilizar e diluir as
substancias. O 5-FU foi usado como controle positivo. Os debris celulares foram omitidos das analises
e 10.000 eventos foram analisados por amostra. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo
por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.7 Efeitos do inibidor de GLI sobre a externalizacao da fosfatidilserina em células

HSC3

O tratamento de células HSC3 com o composto X nas diferentes concentracgdes,
causou uma diminuicao consideravel no nimero de células viaveis. O 5-FU, utilizado como
controle positivo, também causou alteragdes condizentes com mecanismos apoptdticos de
morte. A avaliagdo do perfil de morte celular foi verificada a partir da externalizagdo da
fosfatidilserina e permeabilidade da membrana citoplasmatica utilizando anexina V-FITC e IP
(figura 7). Os resultados obtidos demonstram uma exposicao significativa de fosfatidilserina
em células HSC3 tratadas com o composto X na concentragdo de 36uM em todos os tempos
avaliados, quando comparados com o grupo controle negativo DMSO (0,2%). O composto X
na concentragdo de 18uM apresentou um aumento significativo de células em apoptose apos
48h de incubagao, seguindo o mesmo padrao apds 72h. No entanto, s6 foi possivel observar um
aumento significativo das células em apoptose no grupo controle positivo (5-FU) a partir de

72h de incubagao.
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Figura 7. Efeito do composto X sobre a externalizagdo da fosfatidilserina em células HSC3 determinado
por citometria de fluxo usando Anexina V-FITC. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO
0,2%) utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste. O 5-FU (17 uM) foi usado como controle
positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em
duplicata. Os debris celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por
amostra. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (analise de variancia)
seguido por Student Newman-Keuls.
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7 DISCUSSAO

Os fatores de transcri¢do da familia glioma (GLI) sao ativados em uma ampla variedade
de canceres humanos. No carcinoma escamocelular oral, a reativacao dessa via embrionaria
tanto pela via cldssica, como por vias independentes dos sinais mediados pelo complexo
PTCH1/SMO, esta diretamente relacionada a casos mais avancados da doenga, especialmente
por ativar genes envolvidos na inicia¢do, progressdo e manutencao de células-tronco tumorais
(AGYEMAN, et al., 2014).

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram uma reativagao da via HH em células
de CEO (FREITAS, 2018), sendo que a HSC3, destacou-se por apresentar uma maior expressao
dos genes que codificam os fatores de transcricdo GLI. A atividade da via HH, neste trabalho,
foi confirmada através da detecg¢do das proteinas HH, especialmente GLI-1 nuclear e, além
disso, a presenca dos componentes da via HH (SHH, PTCH1, SMO e GLI1) demonstrou que
as células HSC3 sdo capazes de responder a sinais exdgenos que culminam na ativagdo desta
cascata sinalizadora.

Sabendo-se do potencial farmacologico da via HH, bem como da busca constante por
farmacos que possam contribuir para o tratamento adjuvante de neoplasias malignas da
cavidade oral, o presente estudo teve o objetivo de avaliar a acdo antitumoral do inibidor de
GLI (composto X) e seus efeitos sobre a expressdo génica de componentes da via HH,
proliferacdo e morte em células de CEO.

Inicialmente, o ensaio de citotoxicidade foi realizado em um painel de células tumorais
e nao tumorais, bem como com fibroblastos primarios associados ao cancer de boca (CAF 1 ¢
CAF2). Os resultados do ensaio de citotoxicidade demonstraram que a linhagem de CEO,
HSC3, apresentou maior sensibilidade ao inibidor de GLI quando comparada as outras células
tumorais testadas e, desta forma, foi selecionada para a condugdo dos estudos in vitro
subsequentes. Adicionalmente, cabe aqui destacar que, no painel de células testadas, um
resultado promissor diz respeito ao CAF, cuja sensibilidade foi muito superior aos fibroblastos
normais (NOF). Tem sido demonstrado na literatura que CAFs possuem atividade HH
(VALENTINIL et al., 2017; QU, et al., 2018; CAZER, et al., 2018) e, em conjunto com outros
resultados alcancados pela equipe, o composto X foi capaz de atuar ndo somente na célula
maligna, mas também teve efeito citotoxico em fibroblastos associados ao cancer, que
representam o tipo celular de maior populagdo do estroma tumoral (MUELLER, et al; 2007,
LI, et al; 2012; GANJRE, 2019). Os efeitos funcionais do Composto X nas atividades pro-
tumorais de CAFs dependentes de HH estao sendo avaliados por outros estudos do grupo, uma

vez que estas células promovem um microambiente favoravel a progressao tumoral através da
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estimulacdo do crescimento, migracdo e invasdo de células epiteliais. logo constituem alvos

terapéuticos importantes para estudo (LI, et al., 2015; GANJRE, 2019).

O efeito citotdxico do composto X tem sido testado em diferentes tipos histologicos
tumorais, como em tumores de cdlon, neuroblastoma, colo do utero, leucemia micloide,
pancreas, pulmao, mesotélio pleural, trato biliar ¢ rabdomiossarcoma, com valores de CI50
variando de 5 a 15 uM na maioria das linhagens celulares estudadas (GONNISSEN et al., 2015).
Neste estudo, os ensaios in vitro foram conduzidos tanto com a concentragdo referente ao valor
da Cls encontrada (36 puM), quanto com a metade deste valor, 18 uM e, para ambas
concentracdes analisadas, observamos reducao da viabilidade celular e aumento da
fragmentacdo nuclear e apoptose em células HSC3. Importante salientar que os efeitos
farmacoldgicos do composto X testado neste trabalho foram melhores ao observadso no grupo
controle positivo (5-FU), que ¢ um quimioterapico utilizado na préatica clinica do tratamento de

pacientes com carcinoma escamocelular de cabega e pescoco avancado (PIGNON et al., 2004).

Os genes da via PTCH1, GLI1, GLI2 e GLI3 foram avaliados por qPCR apds 12 horas
de tratamento com o composto-teste, nas diferentes concentragdes (18 e 36 uM). No tempo
considerado, houve redu¢ao dos niveis de mRNA de todos os genes avaliados, com excegdo de
PTCHI na concentragio de 18 uM, quando comparado ao controle DMSO. E importante
ressaltar que foi possivel observar, com apenas 12 horas de tratamento, uma redugdo
estatisticamente significante nos niveis de mRNA de GLII nas células HSC3, em sua maior
concentragdo testada. Esses resultados se assemelham aos encontrados por Lim et al., em
cé¢lulas de meduloblastoma tratadas com o composto X por 24 horas, onde foi observado
inibicao significativa da expressao génica e proteica de GLI1 e GLI2, bem como a reducao do
mRNA relacionado ao oncogene Bcl2, em todas as concentragdes testadas (10, 20 e 40 uM),
de modo que os autores sugerem que a regulacdo negativa de Bcl-2 pode ser responsavel pelo
aumento da morte celular que ocorre apds a supressao de GLI, em combinagdo com danos no

DNA (LIM et al., 2016).

Nas diferentes linhagens celulares de cancer de mama, incluindo linhagens de células-
tronco tumorais associadas a este cancer, avaliadas por Kurebayashi et al., 2017, o composto X
foi capaz de diminuir significativamente os niveis de expressao de GLI1 e / ou GLI2, mas ndo
de GLI3 nas respectivas linhagens celulares, de forma dose-dependente (KUREBAY ASHI, et
al., 2017). Resultados semelhantes foram observados em diferentes linhagens de cancer
humano apds tratamento com o composto X, demonstrando reducdo da expressdo génica e

proteica dos genes alvo GLI1 e PTCH1, bem como redug@o da produgao transcricional, através
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de ensaios inventoriados de GLI (LAUTH et al., 2007). Em células tronco tumorais de cancer
de pancreas, o tratamento com o composto X (10 uM) inibiu a expressao dos fatores GLII e 2,
PTCH 1 e 2 e SMO, além disso, foi observado que a expressdo de Shh ndo foi detectada nas
células tratadas, sugerindo que o composto X pode regular as caracteristicas das células tronco

tumorais através da inibicdo de componentes da via HH. (FU, et al., 2013).

No que diz respeito a viabilidade celular, neste trabalho, o composto X agiu de forma
tempo e concentragdo-dependente. O inibidor de GLI reduziu significativamente o nimero de
células HSC3 vidveis quando comparados ao grupo controle negativo a partir de 24h de
tratamento, em todas as concentragdes testadas. Em estudo realizado por Kurebayashi et al., foi
observado que, embora concentragdes baixas (0,1 a 1 uM) do composto X ndo tenham inibido
o crescimento de qualquer linhagem de células de cancer de mama receptor de estrogénio
positivas testadas, em condigdes de privacao de estrogénio ou de suplementacado de estrogénio,
altas concentragoes (5-20 uM) do composto X inibiram de forma concentragao-dependente o
seu crescimento (KUREBAYASHI, et al., 2017). Em outro estudo, também utilizando
diferentes linhagens de cAncer de mama, Benvenuto et al., observaram redug¢ao significativa de
células viaveis, comparadas ao controle negativo DMSO, tratadas com o composto X (5 a 20
uM), em 7 das 8 linhagens celulares examinadas apos 48 horas de tratamento, e em todas as
linhagens apo6s 72 horas de incubacdo, confirmando a sua atuagdo tempo e concentracao

dependente (BENVENUTO et al., 2016).

De modo semelhante, Fu et al., avaliaram através do ensaio com Azul de Tripan, a
viabilidade de células tronco tumorais de pancreas, tratadas com o composto X, tanto em cultura
2D (monocamada), como em modelo 3D (esferoides em suspensdo) nas concentracdes de
1,0uM, 5,0uM e 10uM, onde foi possivel observar reducdo significativa de células vidveis apos
48h e 72h de tratamento, além de indu¢do de apoptose de forma tempo e concentragdao
dependente (FU et al., 2013). Corroborando com esses achados, o estudo realizado por Lin et
al., avaliando o efeito de diferentes concentracdes do composto X (10 uM, 20 uM e 40 uM)
sobre a viabilidade de células de meduloblastoma, apresentou tanto uma redugdo
estatisticamente significante da populagdo celular viavel, quanto um aumento consideravel do
numero de células em apoptose ap6s 24 horas de tratamento através da analise de citometria de

fluxo (LIN, et al., 2016).

No presente estudo, foi possivel observar que o composto X com 12 horas de tratamento,
na maior concentragdo testada, foi capaz de induzir um aumento significativo de fragmentagao

nuclear na fase sub-Gl, forte indicativo de morte apoptdtica, além de uma redugdo
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estatisticamente significativa das fases G1 e S a partir de 12 horas de tratamento, e na fase G2/M
a partir de 48 horas de tratamento. Os resultados obtidos se assemelham aos encontrados por
Lim et al., 2015, ao avaliar a agdo antiproliferativa do composto X (20 uM) em células de
mesotelioma maligno. Neste estudo, foi observada parada no ciclo celular na fase G1 com 24
horas de tratamento, quando comparado ao controle negativo, além de haver acimulo de células

na fragdo sub-G1 em 48-72h, sugerindo morte por apoptose (LIM et al., 2015).

Ainda corroborando com esses resultados, Kurebayashi et al., 2017 demonstrou que o
composto X também aumentou de forma concentragdo-dependente a proporcao de células na
fase sub-G1, diminuiu a propor¢ao de células na fase S e causou um retardamento do ciclo
celular G1-S em todas as linhagens celulares de cancer de mama testadas em seu estudo.
Somado a isto, o Composto X aumentou a apoptose em todas as linhagens celulares testadas
quando em associagao a um supressor de um inibidor apoptotico (survinin). (KUREBAY ASHI,

etal., 2017).

Os resultados da avaliagdo do perfil de morte celular das células tratadas com o
composto X no presente trabalho, indicam morte apoptotica pelo aumento significativo de
células com exposicdo de fosfatidilserina a partir de 24h de tratamento. De modo semelhante,
Lim et al., 2015 observou aumento paralelo na morte celular apoptdtica de um modo tempo e
concentracdo dependente nas células de mesotelioma maligno tratadas com o composto X (LIM
et al., 2015). No presente estudo, ¢ interessante ressaltar que o inibidor de GLI nas duas
concentragdes testadas, apresentou agdo apoptotica superior ao controle positivo 5-FU, o qual
s0 alcancou aumento estatisticamente significativo das células em apoptose apos 72 de
tratamento, quando comparado ao controle negativo DMSO 0,2%. Em relacdo ao efeito do
composto X sobre a morfologia das células HSC3 tratadas, foi possivel observar por citometria
de fluxo através dos parametros FSC (tamanho/volume) e SSC (granulosidade), consideravel
encolhimento celular e aumento da granulosidade celular de forma tempo e concentracao-
dependente. Essas alteragdes sdao compativeis com o aumento da fragmentacao
internucleossomal e redugdo da viabilidade celular promovidos pelo tratamento com o

composto X, como previamente discutidos.

Os resultados iniciais do presente estudo demonstram o potencial terapéutico do
composto X em células HSC3 de carcinoma escamocelular oral, contudo, ainda ha lacunas
importantes para a geracao de conhecimentos e avangos deste estudo. Dessa forma, como
perspectivas futuras, o nosso grupo pretende realizar ensaios funcionais de proliferacdo,

migracdo e invasdo, para uma melhor avaliagdo dos efeitos da inibi¢do farmacologica de GLI.
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Ainda, outros ensaios serdo conduzidos para analisar os efeitos do composto X sobre o potencial
transmembranico das mitocondrias, a producdo de espécies reativas de oxigénio e ativagao das
caspases, € com isso, contribuir para um melhor conhecimento sobre os mecanismos envolvidos

na ativacao da apoptose pelo composto X.
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8 CONCLUSOES

Os resultados relacionados ao potencial terapéutico do composto X, em ensaios in vitro
2D, demonstraram que as células HSC3 apresentaram uma maior sensibilidade ao composto-
teste. A inibi¢do farmacologica de GLI reduziu a expressdo dos genes da via HH em células
HSC3, indicando uma redugdo da atividade da cascata sinalizadora apds 12 horas de tratamento.
Ainda, o tratamento com o composto X foi capaz de reduzir a viabilidade celular, alterar a

morfologia celular, aumentar a fragmentagao nuclear e induzir a apoptose em células HSC3.
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