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RESUMO

A ativacao do receptor beta 2 adrenérgico (B2-AR), pelos mediadores
quimicos do estresse, pode induzir efeitos estimuladores ou inibidores na migracao e
invasao celular, dependendo do tipo de tumor maligno. A importancia deste receptor
na evolugcado do cancer de boca nado esta totalmente esclarecida. O objetivo deste
estudo foi verificar a expressao do 32-AR em linhagens de carcinomas espinocelular
de boca (SCC-9 e SCC-25), e investigar o papel da ativacao deste receptor pela
norepinefrina e de seu bloqueio por um antagonista na migragéao e invasao destas
células neoplasicas. As células SCC-9 e SCC-25 foram investigadas quanto a
expressao génica e proteica do B2-AR, respectivamente, pelo RT-gPCR e pelo
Western blot. A migracdo e a invasado celular foram analisadas pelo ensaio de
cicatrizacao de feridas e pelo sistema de cameras de invasdo Transwell,
respectivamente. Diferentes concentragcbes (0,1; 1 e 10uM) de norepinefrina foram
utilizadas para estimular e 1uM de propranolol foi empregado para bloquear os
receptores beta adrenérgicos nas células neoplasicas. As diferencas das médias
obtidas nos experimentos de invasdo e migracdo de SCC-9 e SCC-25 e da
expressao proteica do p2-AR, foram comparadas pelo teste t de Student com nivel
de significancia de 5%. Os resultados mostraram que a expressao génica e proteica
do B2-AR foi verificada em ambas as linhagens de cancer de boca. A concentracao
de 10uM de norepinefrina inibiu, significativamente (p<0,05), a migracéo e invasao
celular de SCC-9 e SCC-25, sendo este efeito mais acentuado nas células SCC-25.
Além disso, houve uma reducgéao significativa (p<0,05) do efeito da norepinefrina na
migracao celular quando os B2-AR foram inibidos pelo propranolol. Adicionalmente,
o bloqueio dos [B-ARs pelo propranolol reverteu parcialmente o efeito da
norepinefrina na capacidade invasiva de SCC-9 e SCC-25. Estes resultados
comprovam que a norepinefrina, via ativagcdo do B2-AR, reduziu a migragdo e a
invasao das células do carcinoma espinocelular de boca e, portanto, o uso de
agonistas dos receptores beta-adrenérgicos poderia se tornar um alvo terapéutico

adjuvante no tratamento desta neoplasia maligna.

Palavras-chave: Cancer de boca. Estresse. Receptor beta 2 adrenérgico.






ABSTRACT

Cell migration and invasion of oral cancer via activation of beta 2 adrenergic

receptor by stress mediator

The activation of beta 2 adrenergic receptor (B2-AR), by chemical
mediators of stress, can induce stimulatory or inhibitory effects on cell migration and
invasion, depending on the type of malignancy. The importance of this receptor in the
oral cancer outcome is not fully understood. The aim of this study was to verify 2-
AR expression in oral squamous cell carcinoma cell lines (SCC-9 and SCC-25), and
to investigate the role of activation of this receptor by norepinephrine and its
blockade by an antagonist in migration and invasion of these neoplastic cells. SCC-9
and SCC-25 cells were investigated for gene and protein expression of p2-AR,
respectively, by RT-qPCR and Western blot. The cell migration and invasion were
analyzed by wound healing assay and Transwell invasion camera system,
respectively. Different concentrations (0.1, 1 and 10uM) of norepinephrine were used
to stimulate and 1uM propranolol was used to block the beta adrenergic receptors on
cancer cells. Differences in mean values of the invasion and migration assays of
SCC-9 and SCC-25 and B2-AR protein expression were compared by the Student t
test with 5% significance level. The results showed that B2-AR gene and protein
expression was verified in both oral cancer cell lines. The concentration of 10uM of
norepinephrine inhibited significantly (p<0.05), cell migration and invasion of SCC-9
and SCC-25, being the most pronounced effect in SCC-25 cells. Furthermore, there
was a significant reduction (p<0.05) of norepinephrine effect on cell migration when
the B2-AR was inhibited by propranolol. In addition, blockade of B-ARs by propranolol
partially reversed the effect of norepinephrine on the invasiveness of SCC-9 and
SCC-25. These results show that norepinephrine via f2-AR activation, reduced the
migration and invasion of oral squamous cell carcinoma cells and, therefore, the use
of beta-adrenergic receptors agonists could become an adjuvant therapeutic target in

the treatment of this malignancy.

Keywords: Oral cancer. Stress. Beta 2 adrenergic receptor.
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1 INTRODUCAO

A migracdo e a invasao das células neoplasicas sao pré-requisitos
essenciais para o desenvolvimento das metastases tumorais em 6érgaos distantes
(THAKER; SOOD, 2008; BRAADLAND et al., 2014). Embora pesquisas tenham
estabelecido algumas das moléculas especificas capazes de regular as diferentes
etapas das metastases, existem ainda, alguns fatores e questionamentos sobre a
natureza deste processo que nao foram totalmente esclarecidos (VALASTYAN;
WEINBERG, 2011).

Nos ultimos anos, pesquisas epidemiolégicas demostraram que o
estresse psicossocial pode estar correlacionado com a progressdao de tumores
malignos, e que o uso de farmacos antagonistas dos receptores beta adrenérgicos
(B-ARs), comumente prescritos para o tratamento da hipertensao, esta associado a
reducao do desenvolvimento de metastases e ao incremento das probabilidades de
sobrevida dos pacientes com cancer (LILLBERG et al.,, 2003; METCALFE et al.,
2007; POWE et al., 2010; CHOI et al., 2014).

Além das analises epidemioldgicas, estudos in vifro com diferentes
linhagens celulares neoplasicas bem como modelos animais tém sido utilizados para
esclarecer os mecanismos da relacdo do estresse com a progressdao do cancer
(MASUR et al., 2001; THAKER et al., 2006; YANG et al., 2006; YU et al., 2007,
SHANG,; LIU; LIANG, 2009; YANG et al., 2009; ZHANG et al., 2009; PARK et al.,
2011; MORETTI et al., 2013; WNOROWSKI et al., 2015). Assim sendo, esta bem
estabelecido que os efeitos biolégicos dos neurotransmissores do estresse,
norepinefrina e epinefrina, sdo mediados principalmente pelo receptor beta 2
adrenérgico (B2-AR), que pode ser encontrado em diferentes células neoplasicas
(MASUR et al., 2001; THAKER et al., 2006; YU et al., 2007; BRAVO-CALDERON et
al., 2011; COLE; SOOD, 2012; MORETTI et al., 2013).

A ligacao dos neurotransmissores ao (2-AR, localizado na membrana das
células neoplasicas, resulta na ativacado de uma cascada de sinalizagao intracelular
envolvendo proteinas e fatores de transcricdo que vem sendo associados a
evolucao dos tumores malignos (COLE; SOOD, 2012; BRUZZONE et al., 2014).
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Algumas investigacbes in vitro mostraram que linhagens celulares
neoplasicas estimuladas com norepinefrina exibiram aumento na produgdo de
fatores angiogénicos reforcando que a ativacdo dos (B-ARs, incluindo o 32-AR pelos
mediadores do estresse, induz a formagao de novos vasos sanguineos (YANG et al.,
2006; YANG et al., 2009; PARK et al.,, 2011). Também, em modelo in vivo foi
verificado um aumento da densidade vascular em carcinoma de ovario desenvolvido

em animais submetidos ao estresse (THAKER et al., 2006).

Por outro lado, o estudo das atividades antineoplasicas dos bloqueadores
beta adrenérgicos demostrou que as células neoplasicas de pancreas submetidas
ao tratamento com antagonistas farmacolégicos do 2-AR apresentaram inibicdo da

proliferacao celular induzida pela apoptose (ZHANG et al., 2009).

Com relagcado a migracéo e a invasao de células neoplasicas, a literatura
cientifica reporta achados heterogéneos, ja que a ativacdo do B2-AR pode induzir
efeitos estimuladores ou inibidores, dependendo do tipo de tumor maligno (MASUR
et al,, 2001; YANG et al., 2006; YU et al., 2007; SHANG; LIU; LIANG, 2009;
MORETTI et al., 2013; WNOROWSKI et al., 2015).

Interessantemente, Yu et al. (2007) demonstraram que a ativagdo do 2-
AR, em linhagens celulares de cancer de prostata reduziu, significativamente, a
capacidade invasiva destas células. Além disso, verificaram que tumores de prostata
metastaticos apresentaram os niveis mais fracos de expressado do B2-AR quando
comparadas a lesdes primarias, € que, baixos niveis de expressdo do 2-AR em
carcinomas localizados de prostata estavam associados a recidiva tumoral. O
modelo de regressdo de Cox identificou o B2-AR como um fator independente de
prognostico para o cancer de préostata. Os autores sugeriram que o 2-AR poderia

ser utilizado como um biomarcador de prognéstico do cancer de prostata.

Especificamente no carcinoma espinocelular (CEC) de boca, o papel do
B2-AR permanece controvertido. Experimentos realizados em linhagens celulares de
CEC de boca associaram o estimulo do B2-AR pela norepinefrina a progressao
tumoral devido ao incremento da proliferagéo celular, da produgéo de interleucina 6
e da quimioatracao das células malignas em direcao da catecolamina (SHANG; LIU;
LIANG, 2009; BERNABE et al., 2011). Todavia, em um estudo recente onde
investigamos o significado clinico da imunoexpressao do 2-AR em CEC de boca na
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evolucao tumoral, verificamos que a forte expressdo deste receptor pelas células
malignas se mostrou um fator de prognéstico favoravel para os pacientes com
cancer de boca (BRAVO-CALDERON et al., 2011).

Embora estudos, como os descritos acima, mostraram que as células do
carcinoma espinocelular de boca expressam receptores adrenérgicos, ndo foram
encontrados, na literatura cientifica, investigacbes sobre a influéncia do estimulo
direto do B2-AR, por mediadores do estresse, nos processos de migracao e de
invasao celular do cancer de boca. Assim sendo, o presente estudo foi delineado
visando conhecer a participagdo do mediador do estresse, via ativagdo do B2-AR, na

migracao e na invasao das células malignas e sua relevancia no cancer de boca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ESTRESSE - RESPOSTA BIOLOGICA ADAPTATIVA

O estresse é definido como o complexo repertério de respostas
adaptativas fisiolégicas e comportamentais do organismo frente a agentes
conhecidos como estressores (CHROUSOS, 1998; SZABO; TACHE; SOMOGYI,
2012). Os estressores se caracterizam por ameacar o equilibrio dindmico ou
homeostase do organismo, e por serem de natureza diversa, uma vez que podem
incluir estimulos fisicos, quimicos, biolégicos ou psicoldgicos (SZABO; TACHE;
SOMOGYI, 2012; NICOLAIDES et al., 2015).

O fendbmeno do estresse atua através da acdo coordenada do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal e do sistema nervoso auténomo, e tem inicio quando os
sistemas captam e integram os sinais produzidos em consequéncia da agcdo dos
agentes estressores (CHROUSOS, 1998; ANTONI et al., 2006; NICOLAIDES et al.,
2015).

O eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) representa a resposta
neuroendocrina aos fendmenos estressores e € constituido por trés regides
anatomicas: o hipotalamo, a glandula pituitaria e o cértex das glandulas supra-renais
(NICOLAIDES et al., 2015). A atividade do eixo HPA é governada pela secrecédo dos
horménios Fator Liberador de Corticotrofina (CRF) e Arginina Vasopressina (AVP)
pelo hipotalamo, os que, por sua vez, estimulam a glandula pituitaria (ou hipofise) a
liberar a produgéo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que finalmente induz a
formacao e secrecao de glicocorticoides, como o cortisol, pelo cortex das glandulas
supra-renais (ANTONI et al., 2006; NICOLAIDES et al., 2015).

Adicionalmente, existe a resposta do sistema nervoso autbnomo, a qual é
importante por estimular rapidamente ao organismo para a reac¢ao "luta ou fuga" por

meio da ativacdo do eixo simpatico-adrenal e a decorrente liberagdo de
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catecolaminas, principalmente norepinefrina e epinefrina, pelos neurénios simpaticos
e pela medula adrenal (ANTONI et al., 2006; NICOLAIDES et al., 2015).

A inervacao simpatica é derivada de dois tipos de neurénios, os neurbénios
pré-ganglionares que terminam no ganglio proximo da medula espinhal e as fibras
nervosas pos-ganglionares que partem até os principais 6rgaos e sistemas efetores
periféricos (CHROUSOS, 1998; ANTONI et al., 2006). Assim sendo, o principal
neurotransmissor das fibras simpaticas pré-ganglionares é a acetilcolina e o
neurotransmissor tipico liberado pelos neurdnios pés-ganglionares € a norepinefrina
(também conhecida como noradrenalina) (CHROUSOS, 1998; ANTONI et al., 2006).
A ativacao do sistema nervoso simpatico, por meio da modulacdo da medula
adrenal, € também responsavel pelo aumento das catecolaminas no sangue,
principalmente a epinefrina (também conhecida como adrenalina) e parte da
norepinefrina circulantes (CHROUSOS, 1998; COLE; SOOD, 2012).

Os dois mecanismos acima descritos sao considerados adaptativos e de
tempo limitado, tendo como finalidade preparar o individuo para enfrentar e
sobreviver a uma ameaca. Porém, em situacdes de estresse crénico, a atividade de
orgaos e sistemas (cardiovascular, respiratério, gastrointestinal, renal, endécrino, e
outros) é alterada, sendo este efeito mediado pela prolongada acado dos mediadores
quimicos do estresse: cortisol e catecolaminas (CHROUSOS, 1998; NICOLAIDES et
al., 2015).

2.2 RELAGAO DO ESTRESSE E O CANCER

No decorrer dos ultimos anos surgiram evidencias cientificas indicando
que os mediadores quimicos do estresse cronico podem modular importantes
aspectos da iniciacdo e progressdo dos tumores malignos (UOTILA, 1996;
KALINICHENKO et al.,, 1999; DISTELHORST, 2002; HASEGAWA; SAIKI, 2002;
LILLBERG et al., 2003; SAUL et al., 2005; ANTONI et al., 2006; SOOD et al., 2006;
THAKER et al.,, 2006; YANG et al., 2006; METCALFE et al., 2007; GIDRON;
RONSON, 2008; SEPHTON et al., 2009; YANG et al., 2009; BERNABE et al., 2011;
PARK et al., 2011; MORETTI et al., 2013).
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Assim sendo, estudos verificaram que o cortisol e as catecolaminas atuam
como imunossupressores induzindo, principalmente a atrofia do timo, a apoptose de
linfécitos, a reducao da producao de citocinas e ainda, a diminuicao da capacidade
de eliminar células tumorais por parte dos linfécitos T e das células Natural Killer
(NK) (UOTILA, 1996; KALINICHENKO et al., 1999; DISTELHORST, 2002,
HASEGAWA; SAIKI, 2002; SAUL et al., 2005; GIDRON; RONSON, 2008; SEPHTON
et al., 2009).

Foi observado também, que o estimulo de receptores adrenérgicos, pela
a norepinefrina e/ou a epinefrina, regula diretamente as fungbes das células
neoplasicas (ANTONI et al., 2006; THAKER et al., 2006; LIU et al., 2008a; LIU et al.,
2008b; YANG et al., 2009; BERNABE et al., 2011; PARK et al., 2011; TOLL et al.,
2011; PEREZ PINERO et al., 2012; GARGIULO et al., 2014; WNOROWSKI et al.,
2015). Estes receptores sao proteinas membranosas classificadas, em funcéo da
sua afinidade por diferentes agonistas farmacoldgicos, em cinco diferentes subtipos:
os receptores adrenérgicos alfa 1 (a1) , alfa 2 (a2), beta 1 (B1), beta 2 (B2) e beta 3
(B3) (WALLUKAT, 2002; COLE; SOOD, 2012).

Dentre os receptores adrenérgicos, o [B2-AR destaca-se pela ampla
distribuicdo no organismo e tem sido inclusive encontrado em diferentes células
neoplasicas, onde € indicado como o principal subtipo de receptor envolvido na
mediacao dos efeitos das catecolaminas no cancer (MASUR et al., 2001; THAKER
et al,, 2006; LIU et al, 2008a; LIU et al., 2008b; SHANG; LIU; LIANG, 2009;
SIVAMANI et al., 2009; YANG et al., 2009; BERNABE et al., 2011; BRAVO-
CALDERON et al., 2011; MADDEN; SZPUNAR; BROWN, 2011; PARK et al., 2011;
STEENHUIS et al., 2011; TOLL et al., 2011; COLE; SOOD, 2012; PEREZ PINERO
et al., 2012; GARGIULO et al., 2014; WANG et al., 2015; WNOROWSKI et al., 2015).

O B2-AR é um membro da familia de receptores associados a proteina G
heterotrimérica; a ligagcdo da norepinefrina ou epinefrina ao receptor resulta na
dissociacao da subunidade a da proteina G que, por sua vez, provoca a ativacdo da
adenilciclase e a subsequente conversao do ATP em AMP ciclico (cCAMP) (DAAKA,;
LUTTRELL; LEFKOWITZ, 1997, COLE; SOOD, 2012). O segundo mensageiro
cAMP coordena os efeitos da sinalizacao do 2-AR através de duas vias, a classica

pela ativagcdo da proteina quinase A (PKA) e uma paralela pelo estimulo das
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proteinas de troca ativadas pelo cAMP (exchange protein activated by cAMP -
EPAC) (COLE; SOOD, 2012). Finalmente, ambas as moléculas (PKA e EPAC),
quando ativadas, fosforilam proteinas e fatores de transcricdo envolvidos em
diversos processos celulares, incluindo a proliferacao, a diferenciacao, a apoptose, a
angiogénese, a adesdo, a migracao, as metastases, e a produgao de citocinas e
fatores de crescimento (COLE; SOOD, 2012; BRUZZONE et al., 2014). A Figura 1

ilustra as principais vias de sinalizacao celular apés a ativacao do f2-AR.

Em relacdo ao cancer, a sinalizacdo do B2-AR tem se mostrado
heterogénea, pois, foi observado que pode estimular ou inibir as fungbdes das células
neoplasicas malignas (MADDEN; SZPUNAR; BROWN, 2011). Assim sendo,
enquanto alguns autores observaram que o estimulo das catecolaminas produz um
aumento na proliferagdo de linhagens de carcinoma espinocelular de eséfago (LIU et
al., 2008a; LIU et al., 2008b) e de boca (SHANG; LIU; LIANG, 2009; BERNABE et
al., 2011), outros, demonstraram que a replicacao de células malignas de carcinoma
de mama (CARIE; SEBTI, 2007; PEREZ PINERO et al., 2012) e de astrocitomas
(TOLL et al., 2011) é reduzida pela agdo de agonistas farmacol6gicos dos 2-AR.

2.2.1 Receptor Beta 2 Adrenérgico e a Migracdo e a Invasdo de Células

Neoplasicas

As investigacdes sobre os efeitos da ativacdo do B2-AR na migragéo e na
invasao das células neoplasicas demostraram resultados discrepantes dependendo
do tipo de cancer, da linhagem celular empregada e da via de sinalizagao molecular
analisada (MASUR et al., 2001; SOOD et al., 2006; YANG et al., 2006; YU et al.,
2007; SHANG; LIU; LIANG, 2009; MORETTI et al., 2013; GARGIULO et al., 2014;
WANG et al., 2015; WNOROWSKI et al., 2015).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da ativacdo do B2-AR. A ativagdo do 2-AR resulta na
dissociagao citoplasmatica da subunidade a da proteina G, que estimula a adenilciclase
a clivar o ATP (trifosfato de adenosina) gerando o cAMP (monofosfato de adenosina
ciclico). O cAMP ativa a PKA (proteina quinase A) e as EPAC (proteinas de troca
ativadas pelo cAMP) que fosforilam diversos fatores de transcricdo, que no caso de
células neoplasicas podem estimular ou inibir as fungdes celulares. Adaptado de Cole e
Sood (2012).
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Em 2001, Masur et al. (2001) investigaram se as catecolaminas eram
capazes de regular a migracao de linhagens celulares de carcinoma de célon. A
expressao dos receptores adrenérgicos foi analisada por citometria de fluxo, e para
determinar a locomocéo celular, foi usada a técnica da videomicroscopia. Os 3-ARs
foram altamente expressos nas células malignas. O tratamento com norepinefrina
aumentou a atividade de locomocgao das células malignas em 65%. O propranolol,
bloqueador inespecifico dos B-ARs atenuou este aumento. Em contraste, o
bloqueador especifico do B1-AR, atenolol, ndo alterou os efeitos da norepinefrina.
Os autores concluiram que a norepinefrina estimulou a migracdo das células do
carcinoma de colon, via estimulo do $2-AR, e sugeriram que os bloqueadores deste
receptor poderiam ser Uteis na prevencao da invasao e metastases destas células

neoplasicas.

Posteriormente, Sood et al. (2006) correlacionaram os efeitos dos
horménios do estresse, norepinefrina e epinefrina, com o potencial invasivo de
células de cancer de ovario. O estimulo com norepinefrina ou com epinefrina
incrementaram significativamente a atividade invasiva das células de cancer de
ovario, sendo que o propranolol bloqueou completamente os efeitos induzidos por
estas catecolaminas, indicando assim o envolvimento dos B-ARs. Os niveis das
metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2, MMP-9) em resposta do tratamento com
norepinefrina foram também analisados. A norepinefrina aumentou a expressao de
MMP-2 e MMP-9 pelas células neoplasicas. Adicionalmente, o bloqueio
farmacolégico das metaloproteinases (MMPs) inibiram os efeitos da norepinefrina na
invasao celular. Com base nestes achados, os autores concluiram que os horménios
do estresse, por meio da regulacdo da MMP-2 e da MMP-9 via ativacao dos -ARs,
podem diretamente incrementar o potencial invasivo das células de cancer de

ovario.

Ainda em 2006, Yang et al. (2006) verificaram se o hormdnio
norepinefrina poderia influenciar a progressdo do carcinoma nasofaringeo por meio
da modulacao das capacidades invasiva e angiogénica das células neoplasicas. A
expressao génica e proteica dos B-ARs nas linhagens celulares neoplasicas foram,
respectivamente, analisadas pela reacdo em cadeia da polimerase com

transcriptase reversa em tempo real (RT-PCR) e pelo Western blot. Os efeitos da
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norepinefrina sobre a expressdo da MMP-2, da MMP-9 e do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) foram determinados por ELISA. Em sequéncia, a
atividade funcional das células foi avaliada pelo potencial de invasao celular usando
um sistema de invasdo de membrana em cultura e pelo ensaio de formagéo de tubo
por células endoteliais de veia umbilical humana. O RT-PCR demostrou que as
células malignas analisadas expressavam constitutivamente o RNA mensageiro
(RNAm) para o B1-AR e para o B2-AR e a analise de western blot confirmou a
expressao proteica de ambos os receptores beta adrenérgicos. O tratamento com
norepinefrina aumentou os niveis de MMP-2, MMP-9 e VEGF no sobrenadante da
cultura de carcinoma nasofaringeo, sendo este efeito bloqueado pelo propranolol.
Observou-se também, que o horménio norepinefrina induziu a uma maior atividade
angiogénica e a um incremento dose dependente da capacidade invasiva das
células malignas, sendo estes efeitos também inibidos pelo propranolol. Os autores,
com base nestes resultados, sugeriram que o hormdnio norepinefrina, via ativacao
dos B-ARs, afetou a progressdo do carcinoma nasofaringeo, em parte, por meio da

modulacéo das citocinas angiogénicas.

Por outro lado, Yu et al. (2007) analisaram o papel da expressao
diminuida do B2-AR em células normais de prostata. Verificaram que as células
normais de préstata com silenciamento génico do 2-AR ou com o bloqueio
farmacolégico deste receptor, apresentaram um incremento das capacidades
migratéria e invasiva. Estes resultados sugeriram que, a inibicdo do $2-AR induziu
um fendtipo oncogénico nas células benignas de préostata. Adicionalmente, quando
aplicado o agonista adrenérgico isoproterenol nas células normais de prostata com
expressao reduzida do B2-AR, bem como em linhagens celulares de cancer de
préostata, foi detectada uma reducado significativa da capacidade invasiva. Além
disso, os autores avaliaram a expressdao imuno-histoquimica do B2-AR em 36
amostras de tecido prostatico normal, 6 de neoplasia intra-epitelial de prostata, 82 de
carcinoma de prostata localizado e 16 de carcinomas de prostata metastaticos.
Houve diferencas estatisticamente significativas na expressdo imuno-histoquimica
do receptor, sendo que os tumores metastaticos tiveram os niveis mais fracos de
expressdo do (B2-AR. Analisaram ainda, a sobrevida livre de doenca dos 82
pacientes com carcinomas localizados de préstata, pelo método de Kaplan-Meier, e

os resultados revelaram que os escores baixos de expressdo do [(2-AR foram
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associados significativamente com a recidiva tumoral, quando comparados aos altos
escores de expressao desta proteina. Adicionalmente, o modelo de regressao de
Cox indicou o 2-AR como um fator independente de progndstico para o cancer de
prostata. A probabilidade de recidiva tumoral em pacientes com leve expressao do
B2-AR nas células malignas foi 3,4 vezes superior, se comparado aqueles com forte
expressao desta proteina. Os autores sugeriram entado, que o B2-AR poderia ser

utilizado como um biomarcador de prognéstico do cancer de prostata.

Mais recentemente, duas pesquisas independentes realizadas em
diferentes linhagens de melanoma humano revelaram resultados divergentes quanto
a resposta invasiva mediada pelo estimulo do B2-AR (MORETTI et al., 2013;
WNOROWSKI et al., 2015). Moretti et al. (2013), estudaram os efeitos da
norepinefrina e da epinefrina no comportamento de células de melanoma humano.
As analises de RT-qPCR e Western blot demostraram que, as linhagens A375
(melanoma primario) e Hs294T (melanoma metastatico) expressaram baixos niveis
do B1-AR, enquanto que apresentaram altos niveis do B2-AR. A expressao do [2-
AR foi significativamente superior na linhagem primaria A375 do que na linhagem
metastatica Hs294T. Ensaios de invasdo de membranas revelaram que ambas as
catecolaminas, norepinefrina e epinefrina, estimularam a funcao invasiva das duas
linhagens de melanoma, sendo que o efeito foi maior nas células A375 do que nas
células Hs294T. Os efeitos pro-invasivos das catecolaminas foram bloqueados pelo
propranolol e por inibidores das MMPs, confirmando assim o envolvimento dos [3-
ARs, principalmente do B2-AR, e das MMPs na invasao celular. Adicionalmente, o
estimulo com norepinefrina e epinefrina causou o incremento da producao da MMP-
2, VEGF, interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8). Os autores sugeriram entéo,
que as catecolaminas, via ativagdo dos -ARs, modulam a agressividade das células

de melanoma humano.

Contrariamente, Wnorowski et al. (2015) verificaram que o estimulo do 32-
AR, com agonista farmacolégico especifico, reduziu consideravelmente a migragéo e
invasao das linhagens metastaticas de melanoma humano: UACC-647, M93-047 e
UACC-903. A presenca do B2-AR foi confirmada nas trés linhagens de melanoma,
entretanto foram verificados diferentes niveis de expressdo entre as células

neoplasicas. As respostas ao estimulo com o agonista farmacolégico foram
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correlacionadas positiva e significativamente com os niveis de expressédo do 2-AR,
sendo que as células que apresentaram uma maior expressao do f2-AR também
exibiram uma maior inibicdo da migracao e da invasao celular. Adicionalmente, foi
observado que o bloqueio farmacologico especifico do [p2-AR suprimiu
completamente os efeitos anti-migratérios do agonista. Foi demostrado ademais,
que a producao de cAMP e a ativacao da PKA mediam a atividade anti-migratéria do
agonista 2-AR. Com base nestes achados, os autores identificaram o 32-AR como
um novo alvo para o tratamento do melanoma. Recomendaram também que para
obter melhores resultados clinicos € necessaria a analise do perfil da expressao

tumoral do 32-AR em cada paciente.

Em um interessante trabalho, Gargiulo et al. (2014) estudaram a
importancia da expressdo do B2-AR na adesdo e migracdo de células de mama
humana neoplasicas (MCF-7 e MDA-MB-231) e nao neoplasicas (MCF-10A e HBL-
100). Nas células MCF-10A e HBL-100, a epinefrina e o agonista beta adrenérgico
inespecifico isoproterenol (Iso) incrementaram marcadamente o numero de células
aderidas as placas de cultura, bem como inibiram a migragéo celular. O tratamento
destas células ndo neoplasicas com o agonista alfa adrenérgico dexmedetomidina
(Dex) nao resultou em nenhum efeito na adesdo ou migracao celular, sugerindo
assim que os efeitos da epinefrina nestas células foram induzidos pelos B-ARs.
Quanto as linhagens neoplasicas, nas células MCF-7 foi observado que a ativacao
dos B2-AR, pelo tratamento com Iso, causou um significante aumento da adesao
celular com a coincidente inibicao da migracao celular, entretanto, a norepinefrina e
o Dex aumentaram significativamente a migracao celular, indicando assim o
envolvimento, nestas células, dos receptores alfa adrenérgicos (a-ARs) na acéo da
norepinefrina. Por outro lado, nas células MDA-MB-231 a epinefrina nao provocou
nenhuma diferenca, ja os efeitos do Iso e do Dax foram opostos, sendo que o Dax

diminuiu a adesao e incrementou a migragao celular.

Na tentativa de explicar os resultados previamente descritos, onde a
epinefrina produz efeitos diferentes em células neoplasicas e ndo neoplasicas de
mama, os niveis do B2-AR e do seu segundo mensageiro, o cAMP, foram analisados
nas linhagens MCF-10A e MCF-7 (GARGIULO et al., 2014). A expressao do 32-AR
foi maior na linhagem MCF-10 do que na linhagem MCF-7 e o estimulo com
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epinefrina aumentou os niveis de cAMP somente nas células MCF-10A. Assim
sendo, foi sugerido que a auséncia de aumento do cAMP nas células MCF-7 foi
devida aos baixos niveis de B2-AR nestas células e a atividade da catecolamina por
meio dos a-ARs (GARGIULO et al., 2014).

Posteriormente, os niveis de B2-AR foram modificados em ambas as
células de mama, e a adesdo e a invasao celular em resposta do estimulo do
receptor com epinefrina foram mais uma vez avaliados (GARGIULO et al., 2014). Em
ambas as linhagens, MCF-10A e MCF-7, o silenciamento do (2-AR causou a
diminuicdo da adeséo celular e o incremento da migragéo celular, enquanto que foi
observado um efeito totalmente oposto quando realizado o aumento da expressao
do B2-AR. Com base nestes resultados os autores concluiram que a ativacao, mas
principalmente os niveis de expressao do B2-AR estdo implicados no fenétipo das
células neoplasicas da mama, modulando a adesao e migracdo destas células.
Sugeriram ainda, que o uso de agonistas ou antagonistas do B2-AR pode vir a

complementar futuramente o tratamento do cancer.

Adicionalmente, Wang et al. (2015) investigaram se os receptores de
quimiocinas estao envolvidos nos efeitos da norepinefrina no cancer de mama. Foi
observado em uma linhagem de cancer de mama que a norepinefrina diminuiu a
expressao génica e proteica do receptor de quimiocinas CXCR4. A diminuigdo do
CXCR4 foi acompanhada pela reducao da invasao celular em direcao do agonista
CXCL12. Além disso, o tratamento prévio com o antagonista especifico do 2-AR
eliminou o efeito da norepinefrina sobre a expressao do CXCR4. Assim sendo, os
autores concluiram que a norepinefrina atenuou a expressdao do CXCR4 e a

correspondente invaséo das células de cancer de mama via ativagéo do 32-AR.

Particularmente na mucosa oral, Steenhuis et al. (2011) verificaram, por
meio de estudos de microarray e Western blot, que o 2-AR é o principal tipo de
receptor adrenérgico expresso em queratindcitos humanos normais de boca.
Comprovaram ainda, que a ativagdo do 2-AR pela epinefrina diminuiu a velocidade
da migracdo e as porcentagens de fechamento das fendas experimentalmente
provocadas nas monocamadas de cultura destas células. Para os autores, estas
observacbes demostraram que os aumentos das catecolaminas induzidas pelo

estresse podem alterar a migracao dos queratindcitos orais.
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Com relagédo ao no carcinoma espinocelular (CEC) de boca, Shang, Liu e
Liang (2009) examinaram a correlacdo entre o B2-AR e a metastase. Foram
empregados RT-PCR e Western blot para determinaram os niveis de expressédo do
B2-AR na linhagem TCa8113, estabelecida de um paciente com carcinoma
espinocelular de lingua, e na linhagem ACC, de adenocarcinoma salivar que foi
utilizada como controle. Ap6s o emprego de norepinefrina foi analisada a quimiotaxia
das células neoplasicas em direcdo do neurotransmissor. A técnica imuno-
histoquimica foi utilizada para investigar a expressao do 2-AR em 65 carcinomas
espinocelulares de boca obtidos de pacientes sem tratamento prévio (28 pacientes
com estadio clinico I/ll, 37 com estadio IllI/IV) e destes, 31 apresentavam metastase
linfonodal. Os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti- receptor beta 2
adrenérgico, sendo considerados positivos os carcinomas com mais de 30% de
células malignas imunomarcadas para o receptor. Os resultados demonstraram que
as células de cancer de boca e de adenocarcinoma salivar cultivadas in vitro
expressaram o RNAm para o f2-AR, porém, a expressao proteica deste receptor foi
detectada somente na linhagem TCa8113. As células de céncer de boca
atravessaram barreiras membranosas em direcao da norepinefrina em uma maneira
dose dependente. Entretanto, ndo houve diferencas significativas do numero de
células invasoras entre as células TCa8113 com expressao do B2-AR e as células
ACC sem expressdo do B2-AR. Finalmente, a avaliagdo imuno-histoquimica
evidenciou que as células tumorais tiveram marcacgao citoplasmatica e membranosa
positiva para o B2-AR. Um total de 67,7% dos carcinomas espinocelulares de boca
foi positivo para a expressdo de [2-AR, sendo esta imunomarcacao
significativamente correlacionada com a metastase linfonodal, a idade, o tamanho e
o estadio clinico do tumor. Estes resultados permitiram concluir que a expressao
positiva do B2-AR pode mediar o desenvolvimento da metastase do carcinoma

espinocelular de boca.

Entretanto, nosso grupo de pesquisa numa avaliagao retrospectiva de 106
pacientes submetidos a tratamento cirargico para CEC de boca primario, observou
que a expressao do B2-AR tem um significado clinico diferente ao do trabalho
anteriormente descrito (SHANG,; LIU; LIANG, 2009). A expressao imuno-
histoquimica do B2-AR foi detectada na membrana e no citoplasma das células

malignas da maioria dos CECs de boca (72,6%) analisados e foi, significativamente,
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associada ao etilismo (p=0,021), tabagismo e etilismo simultaneo (p=0,014) e
estadiamento T (p=0,07). A analise de sobrevida revelou que os pacientes cujos
tumores demonstraram expressao imuno-histoquimica forte do B2-AR apresentaram
maiores taxas de sobrevida global (p=0,001) e especifica por cancer (p=0,004),
gquando comparadas aquelas dos pacientes com tumores com imunoexpressao fraca
ou ausente desta proteina. Detectou-se ainda, que a expressao do B2-AR foi um
fator prognostico favoravel independente quando comparado a outras variaveis
como a idade, estadiamento N (sobrevida global, p=0,000) e o estadiamento T
(sobrevida especifica por cancer, p=0,015). Com base nestes resultados foi sugerido
que a forte expressao do 2-AR nas células malignas constitui um fator prognéstico
favoravel em pacientes com CEC de boca e que esta molécula pode ser usada
como alvo de novas estratégias farmacolégicas anti-neoplasicas (BRAVO-
CALDERON et al., 2011).

A presente revisao de literatura ilustra a importancia dos mediadores do
estresse, e a consequente ativacdo do B2-AR, na migracao e na invasao de células
neoplasicas, incluindo as de cancer de boca, e confirma que outras investigagcbes
sao necessarias para se conhecer o exato papel da ativagao destes receptores no

desenvolvimento e evolugao tumoral.
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3 PROPOSICAO

A partir da analise de linhagens de células de carcinomas espinocelulares
de boca, propés-se:
a) confirmar e comparar a expressao génica e proteica do receptor beta 2

adrenérgico (B2-AR) nas células neoplasicas;

b) verificar a migragcéo e a invasao celular ap6s o estimulo do f2-AR com

diferentes concentragdes de norepinefrina;

c) verificar o efeito de um antagonista do B2-AR, previamente ao estimulo

com norepinefrina, na migracao e invasao celular;

Contribuir com o conhecimento da participagdo do mediador do estresse,
via ativacao do receptor beta 2 adrenérgico, nos mecanismos de migragao e de

invasao celular do cancer de boca.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTURA DE CELULAS

Duas linhagens de carcinomas espinocelulares de boca, SCC-9 e SCC-
25, obtidas de tumores de lingua (SCC-9: homem de 25 anos e SCC-25: homem de
70 anos) e adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro — Associacao Técnico
Cientifica Paul Ehrlich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil, foram utilizadas neste estudo.

Adicionalmente, uma linhagem MCF-7 de adenocarcinoma humano de
mama, gentiimente cedidas pelo Doutor Rafael Malagoli Rocha do A.C. Camargo
Cancer Center, Sao Paulo, SP, Brasil, foi empregada para auxiliar como controle nas

analises de Western blot.

As trés linhagens celulares foram mantidas e expandidas numa mistura
1:1 do meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e do nutriente
F12 de Ham (DMEM/F12), tamponada com 15mM HEPES (N-(2-
hidroxietil)piperazina-N’-(2-acido etanosulfénico) e suplementada com 10% de soro
fetal bovino (SFB), 20Ul/mL de penicilina e 20ug/mL de estreptomicina, sendo todos
os reagentes obtidos da Cultilab Materiais Para Cultura de Células Ltda, Campinas,
SP, Brasil. As células foram incubadas a 37°C em uma atmosfera umida contendo
5% de CO; e foram mensalmente testadas para verificagdo da contaminagédo por

espécies de Mycoplasma spp.
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4.2 TRATAMENTOS DAS CELULAS NEOPLASICAS COM NOREPINEFRINA E/OU
PROPRANOLOL

Para a realizacdo dos ensaios celulares funcionais com o estimulo com
norepinefrina e/ou propranolol, as células neoplasicas foram expandidas até atingir
aproximadamente 80% de confluéncia e, entao, foi reduzido a concentracao de soro
fetal bovino, sendo mantidas em meio de cultura DMEM/F12 com 0,1% de SFB por
24 horas.

Em seguida, as células neoplasicas foram estimuladas com
concentragcbes de 0,1; 1 e 10uM de norepinefrina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) ou com 1uM de propranolol (Calbiochemical Co, La Jolla, CA, EUA), um
antagonista inespecifico dos receptores adrenérgicos. O propranolol foi utilizado
isoladamente ou uma hora antes da adicdo dos 10uM de norepinefrina nas

diferentes linhagens celulares.

Estas concentracbes de norepinefrina foram determinadas com base nos
niveis circulatérios desta catecolamina registrados durante o estresse (SOOD et al.,
2006) e nas respostas previamente obtidas nas células SCC-9 e SCC-25
(BERNABE et al., 2011; VILARDI et al., 2013).

4.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DO B2-AR POR RT-gPCR

A expressao génica do B2-AR foi verificada nas linhagens SCC-9 e SCC-
25 utilizando-se a reagcao em cadeia da polimerase com transcriptase reversa em

tempo real (RT-qPCR) como descrito a seguir.

4.3.1 Extracao do RNA

A extracdo do RNA total de cada cultura celular (SCC-9 e SCC-25) foi

realizada com o emprego do reagente TRIzol seguindo-se o protocolo do fabricante
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(Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Rapidamente, ap6s a remoc¢éo do
meio de cultura, foram colocados 8mL do reagente TRIzol nas garrafas de cultura de
75cm?*contendo as células SCC-9 ou SCC-25 com 80% da confluéncia. As amostras
celulares foram homogeneizadas e coletadas, e a separagdo do material nuclear e
proteico foi realizada pela adicdo de 1,6mL de cloroférmio. Na sequéncia, as
amostras celulares foram incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos, seguida
da centrifugacdo a 10.000rpm por 15 minutos a 4°C. As fases aquosas superiores,
contendo o RNA, foram delicadamente removidas e transferidas para tubos novos.
Entdo, foi realizada a precipitacdo do RNA pela adicdo de 4mL de isopropanol
acompanhada sequencialmente da agitacao por inversao dos tubos, da incubacgao a
temperatura ambiente por 10 minutos e da posterior centrifugacao a 10.000rpm por
10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado com 8mL de etanol 75% e
centrifugado a 8.000rpm por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados
e 0 RNA total foi seco a temperatura ambiente e ressuspendido em agua ultrapura
livre de ribonuclease (RNase) e desoxirribonuclease (DNase) por incubagao a 55°C
por 15 minutos. Finalmente, as amostras de RNA total obtidas foram analisadas,
quanto a sua quantidade e qualidade, por meio de espectrofotometria, e
imediatamente congeladas a -80°C para posterior purificacdo do RNA e sintese do

DNA complementar.

4.3.2 Purificagao do RNA e sintese do DNA complementar (cDNA)

Trés microgramas do RNA total de cada amostra foram submetidas ao
tratamento com a enzima desoxirribonuclease usando o kit DNase |, Amplification
Grade (Invitrogen, life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) por 15 minutos a
temperatura ambiente, para assim eliminar possiveis contaminagcées com DNA. Na
sequéncia, a atividade da DNase foi neutralizada pela adicao de 2mM de EDTA pH

8,0 e aquecimento das amostras a 65°C por 10 minutos.

Uma vez purificado o RNA, realizou-se a sintese do cDNA usando o kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription com inibidor de RNase, na presenca de
1ug do RNA total purificado e nas condigbes de termociclagem indicadas pelo

fabricante (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Em seguida,
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o cDNA das diferentes amostras de células neoplasicas (SCC-9 e SCC-25) foi
mantido em congelacao a -20°C até a posterior amplificacdo e quantificacdo do RNA

mensageiro (RNAm).

4.3.3 Quantificagcao do RNAm para o 2-AR

Os niveis do RNAm para o B2-AR foram determinados pelo sistema
TaqgMan (cédigo # Hs00240532_s1) e amplificados no aparelho de PCR em tempo
real 7900HT Fast Real-Time PCR System (ambos da Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Os genes B2M (TagMan cédigo #
Hs00984230_m1), TBP (TagMan cédigo # Hs00427620_m1), 18S (TagMan coédigo #
Hs99999901 s1), ACTB (TagMan cddigo # Hs99999903 m1) e GAPDH (TagMan
codigo # Hs03929097 g1) foram testados para a selegdo do controle endégeno de
referéncia (sondas TagMan da Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA). As amostras foram corridas em duplicatas usando um volume final 20uL
constituidos por 5uL de cDNA na concentragao de 2ng/uL, 1uL da sonda TagMan
(alvo ou endbégenas), 10uL do reagente TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e 4uL de agua
ultrapura livre de RNase e DNase; sendo que as condi¢cbes térmicas de ciclagem

usadas foram universais de acordo com orienta¢des do fabricante.

Uma vez realizada a amplificacdo, o controle endégeno de referéncia foi
determinado pela média geométrica do ciclo limite ou threshold cycle (Ct) dos genes
B2M e TBP. Esses demostraram ser os dois genes com menor variagao entre as
amostras quando comparados aos genes 18S, ACTB e GAPDH numa analise de
estabilidade realizada com auxilio da ferramenta RefFinder disponivel no seguinte
endereco eletronico: http://www.leonxie.com/referencegene.php. Um “pool’ de 8
amostras de mucosa oral normal obtido do Biobanco do A.C. Camargo Cancer
Center, Sao Paulo, SP, Brasil, foi utilizado como amostra calibradora. Assim sendo,
a quantidade relativa (Rq) da expressdo do RNAm para o B2-AR em cada amostra
foi calculada pelo método 244C. onde Cr = valor do ciclo limite, ACt = Ct do gene
alvo (ADRB2) — Ct do gene endégeno de referéncia e AACy = ACt da amostra

testada - ACtda amostra calibradora.
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DO B2-AR POR WESTERN BLOT

A técnica de Western blot foi utilizada para verificar a expressao proteica
do B2-AR nas células SCC-9 e SCC-25. Como controle positivo da reacao foram
empregados os lisados da linhagem de cancer de mama MCF-7, na qual Kang et al.

(2014) anteriormente constataram a expressao deste receptor adrenérgico.

Uma vez que as linhagens SCC-9, SCC-25 e MCF-7 alcangaram 80% da
confluéncia, as monocamadas celulares foram lavadas trés vezes com a solugao
salina tamponada com fosfato (PBS = Phosphate Buffered Saline) e lisadas em
500uL do tampao de ensaio de radioimunoprecipitacao (RIPA, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) contendo inibidores de proteases (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA) na concentracgao final de 1X. Os lisados celulares obtidos foram,
entdo, centrifugados a velocidade 12.000rpm por 15 minutos a 4°C e os
sobrenadantes separados para determinagdo da concentracido de proteinas via
espectrofotometria pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) com o emprego do
kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories Inc, Hercules, CA, EUA). Os lisados
celulares de cada uma das linhagens celulares neoplasicas foram coletados em

triplicatas.

Para a determinacao da expressao do B2-AR, 20ug do lisado de cada
amostra de células neoplasicas foi separado por eletroforese em gel de 8% de
poliacrilamida e entéo, transferidos para uma membrana de nitrocelulose Hybond-
ECL (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). O bloqueio dos sitios
inespecificos da membrana foi realizado com solugéo contendo 5% de leite em po6
desnatado diluido em TBS-Tween 0,05%.

As proteinas de interesse, retidas na membrana, foram sequencialmente
detectadas por meio de incubagdo com o anticorpo primario monoclonal de coelho
anti-receptor beta 2 adrenérgico (Cell Signaling Technology, D6H2, Beverly, MA,
EUA), na diluicdo pré-estabelecida de 1:500 em albumina de soro bovino 5%.
Posteriormente, realizou-se também a incubagdo com o anticorpo primario policlonal
de coelho anti-receptor beta 2 adrenérgico (Santa Cruz Biotechnology, sc-9042,
Santa Cruz, CA, EUA), na diluicdo pré-estabelecida de 1:1000 em leite em pé
desnatado 5%. Ambos os anticorpos primarios 32-AR foram incubados sob agitacéo
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de um dia para o outro a 4°C, seguidos pela incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a HRP (horseradish peroxidase - GE Healthcare, NA9340, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK) por 1 hora a temperatura ambiente e também sob agitacao.

Na sequéncia a membrana foi exposta a reagéo do luminol ECL (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA) por 1 minuto e, entao, revelada em filme de
raio X (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) para deteccao das
bandas resultantes. Os filmes foram escaneados e as imagens foram analisadas por
densitometria utilizando-se o programa ImagedJ versdao 1.48 (Java-based image
processing program — programa de processamento de imagens baseado em Java,
National Institutes of Health, EUA).

Como controle do carregamento proteico foi utilizada a deteccao do
anticorpo primario monoclonal de rato anti-beta-actina (Sigma—Aldrich, A5441, St.
Louis, MO, EUA), na diluicao pré-estabelecida de 1:10.000. Entre as incubagdes dos
diferentes anticorpos primarios, foi realizada a lavagem da membrana com o tampéo
de NaOH 1M por 5 minutos.

4.5 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR IN VITRO

O grau de movimentacao celular foi verificado por meio do ensaio de
cicatrizacao de feridas. Apés um periodo de caréncia de SFB (0,1% SFB por 24h) e
da confluéncia total da monocamada celular na placa de 6 pogos, as células
neoplasicas (SCC-9 e SCC-25) receberam um pré-tratamento com 10ug/mL de
Mitomycina C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por uma hora a 37°C, para inibir

a proliferagao celular que poderia influenciar o ensaio.

Foram realizadas entédo, duas feridas paralelas com uma ponteira estéril
de 200uL. Em seguida, as células desprendidas foram retiradas com PBS e as
aderidas ao fundo dos pogos foram incubadas com meio DMEN/F12 com
concentragao reduzida de 0,1% de SFB, contendo norepinefrina nas concentragdes
0,1, 1 ou 10uM ou propranolol na concentragao de 1uM. Nos ensaios de bloqueio do

B2-AR, as células neoplasicas foram incubadas com propranolol por 1h a 37°C antes
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da aplicagéo dos 10uM de norepinefrina. Os grupos controles de células neoplasicas

SCC-9 e SCC-25 nao receberam nenhum estimulo farmacolégico.

Uma vez realizada a aplicagao das drogas, quatro areas demarcadas das
feridas foram fotografadas no microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-E (Nikon
Instruments Inc, Téquio, Japao), utilizando a objetiva de 10X e o programa NIS
Elements versao 3.22 (Nikon Instruments Inc, Téquio, Japao). As imagens foram
registradas nos periodos experimentais de 0, 16, 24, 48 e 72 horas, € as areas das
feridas foram determinadas utilizando-se o programa ImageJ versdo 1.48. As
porcentagens da cicatrizagcdo foram calculadas com base na quantidade de
diminuicao da area da ferida com relagao ao periodo 0 e entdo, foram obtidas as
meédias das porcentagens de cada um dos 6 pogos para cada intervalo de tempo. Os
ensaios foram realizados em triplicatas para cada uma das linhagens celulares SCC-
9 e SCC-25.

4.6 ENSAIO DE INVASAO CELULAR IN VITRO

A capacidade invasiva das culturas de carcinomas espinocelulares de
boca (SCC-9 e SCC-25), em resposta ao estimulo com norepinefrina, foi examinada
por meio do sistema de cadmeras de invasdo Transwell de 24 pogos (Corning Inc. -
Life Sciences, Tewksbury, MA, EUA).

Membranas de policarbonato com poros de 8um foram uniformemente
revestidas com 100uL de uma mistura composta pelo meio DMEM/F12 sem SFB e
por Matrigel (BD Bioscienes, San Jose, CA, EUA) na concentracao de 200ug/mL.
Em seguida, foi permitida a solidificacdo desta mistura durante a noite, a 37°C em
uma atmosfera umida contendo 5% de CO, No dia seguinte foi retirado o excedente
do meio de cultura nao solidificado e entdo, a matriz formada foi empregada como

barreira para interferir no processo de invasao celular.

Na sequéncia, 4 x 10* células de cada umas das linhagens (SCC-9 e
SCC-25), foram ressuspendidas, nos pogos superiores, em 300uL do meio
DMEM/F12 sem SFB e incubadas durante 1 hora a 37°C em uma atmosfera umida

contendo 5% de CO,, para permitir sua aderéncia ao fundo dos pog¢os antes do inicio
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dos estimulos farmacolégicos. Apés este periodo de incubagéo, as células foram
tratadas com norepinefrina (0,1; 1 e 10uM) ou com 1uM de propranolol. As células
neoplasicas do grupo controle nao foram tratadas neste ensaio. No caso do poco
correspondente ao experimento de bloqueio do 2-AR, as células SCC-9 e SCC-25
foram incubadas com o propranolol 1h antes da adicdo da norepinefrina na
concentracdo de 10uM. Nos pocgos inferiores foram colocados 500uL do meio
DMEM/F12 completo suplementado com 10% de SFB para atuar como

quimioatraente.

Apb6s um periodo de incubacédo de 48 horas a 37°C em uma atmosfera
umida contendo 5% de CO, as células neoplasicas nao invasoras da camera
superior foram removidas, enquanto que as células neoplasicas que atravessaram
as membranas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol absoluto por 5
minutos, coradas com Hematoxilina de Harris por 5 minutos e lavadas duas vezes

em agua destilada corrente.

Depois de realizada a coloracao das células neoplasicas, as membranas
foram secas no ambiente, removidas dos pogos com o auxilio de um bisturi niumero
11, colocadas em laminas de vidro para microscopia Optica e montadas com a

utilizacao de resina adesiva.

As laminas contendo as células neoplasicas SCC-9 e SCC-25 coradas
foram digitalizadas pelo equipamento ScanScope XT (Aperio, Vista, CA, EUA) e
analisadas no programa ImageScope versdo 12.1.0.5029 (Aperio, Vista, CA, EUA).
Entao foi obtida a média do numero de células neoplasicas coradas e visualizadas
na objetiva de 20X em cinco campos aleatoriamente escolhidos por membrana.

Todos estes experimentos foram realizados em triplicata de forma independente.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico para microcomputador IBM SPSS Statistics versao 20 (IBM Corporation,
Armonk, NY, EUA).
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As diferengas das médias obtidas nos diferentes experimentos com SCC-
9 e SCC-25, de invasao e migracao celular e da expressao proteica do 2-AR, foram
comparadas pelo teste t de Student. Para todos os testes, um nivel igual ou inferior a

5% (p=<0,05) foi considerado estatisticamente significativo.

4.8 COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP)

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Odontologia de Bauru — Universidade de Sao Paulo, em reunido do
dia 24 de abril de 2013, sob o numero CAAE: 14034013.0.0000.5417 (Anexo A).
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5 REULTADOS

5.1 EXPRESSAO GENICA DO RECEPOR BETA 2 ADRENERGICO

Os resultados da quantificacao relativa do RNAm para o B2-AR revelaram
que, quando comparadas ao “pool” de mucosa oral normal, ambas as linhagens de
carcinoma espinocelular de boca (SCC-9 e SCC-25) apresentaram uma menor

expressao do gene para este receptor adrenérgico (Grafico 1).

Além disso, comparando-se as duas linhagens celulares observamos que
a expressao constitutiva relativa do RNAm do 32-AR foi menor nas células SCC-9
(Rg=0,12) do que nas células SCC-25 (Rq=0,26), como pode ser observado no
Grafico 1.

o
~
g

o
3]
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Expressao do RNAm do B2-AR

o

N

(3]
1

0,12

0,00

“Pool” normal sCC-9 SCC-25

Grafico 1 - Expressdo do RNAm para o $2-AR em amostras de mucosa oral normal e em linhagens
de carcinoma espinocelular humano de boca (SCC-9 e SCC-25). A expresséo génica
constitutiva relativa foi medida por RT-gPCR e normalizada para a média geométrica
dos niveis dos genes TBP e B2M. As barras representam a expresséo génica relativa
do B2-AR de cada amostra, o “pool” de mucosa oral normal que foi utilizado como
amostra calibradora de referéncia.
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5.2 EXPRESSAO PROTEICA DO RECEPTOR BETA 2 ADRENERGICO

Apos detectar a baixa expressao constitutiva do gene do B2-AR nas
células SCC-9 e SCC-25 (Grafico 1), decidiu-se verificar a presenca proteica do

receptor nestas linhagens de carcinoma espinocelular de boca.

Assim sendo, a analise de Western blot de lisados celulares das
linhagens SCC-9 e SCC-25 revelaram que ambas as células expressam o 2-AR
(Figura 2). Foram detectadas multiplas bandas imunorreativas do anti-B2-AR que
foram categorizadas (SALAHPOUR et al. 2003) em trés grupos principais:

- bandas com peso molecular entre 45 a 50kDa - B2-AR no estado

monomeérico;
- bandas entre 52 e 76kDa - glicosilacao heterogénea do $2-AR;
- bandas de =100kDa - $2-AR no estado de dimerizacao.

Do ponto de vista quantitativo, os calculos densitométricos realizados
confirmaram os resultados do RT-gPCR, uma vez que a linhagem SCC-9 apresentou
uma menor expressao proteica do f2-AR quando comparada a linhagem SCC-25,
entretanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa com nenhum dos
anticorpos utilizados: com o anticorpo primario anti-B2-AR D6H2 (p=0,143) e com o
anticorpo primario anti-B2-AR sc-9042 (p=0,481), como ilustrado no Grafico 2.

5.3 ENSAIO DE CICATRIZACAO DE FERIDA - MIGRAGCAO CELULAR IN VITRO

Uma vez verificada a expressao génica e proteica do B2-AR pelas
linhagens SCC-9 e SCC-25, foi avaliada a resposta funcional do ponto de vista da
migracdo celular quando estimuladas com a catecolamina norepinefrina em
diferentes concentracées (0,1; 1 e 10uM) e com 1uM do bloqueador propranolol. As

analises foram feitas as 16, 24, 48 e 72 horas ap6s os estimulos farmacolégicos.
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Figura 2 - Analise de Western blot da expressdo proteica do B2-AR em linhagens de
adenocarcinoma humano de mama (MCF-7) e de carcinoma espinocelular humano de
boca (SCC-9 e SCC-25). A: andlise feita com o anticorpo primario anti-B2-AR D6H2. B:
andlise feita com o anticorpo primario anti-B2-AR sc-9042. C: Beta actina. kDa:
kilodaltons; *: bandas consistentes com o estado monomeérico do receptor; II: bandas
consistentes com o estado de glicosilacdo do receptor; «: bandas consistentes com a
dimerizagéo do receptor.
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Grafico 2 — Expressao proteica do 2-AR em linhagens de carcinoma espinocelular humano de boca
(SCC-9 e SCC-25). Densitometria das bandas obtidas para cada anticorpo primario.
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5.3.1 Resposta migratéria da linhagem SCC-9

Como apresentado no Grafico 3, as células SCC-9 que foram estimuladas
com norepinefrina demostraram uma tendéncia a diminuicdo dose-dependente das
taxas do fechamento da ferida quando comparadas ao controle. Esta reducdo da
migracao celular mediada pela norepinefrina foi estatisticamente significativa nos
ensaios realizados com 10uM da droga apdés 48 e 72 horas dos estimulos
farmacolégicos, onde foi observado que as células SCC-9 migraram,
respectivamente, 51% (p=0,048) e 51,33% (p=0,028) menos que as células do grupo

controle sem tratamento.

Por outro lado, o bloqueio prévio com propranolol demostrou uma clara
tendéncia a reverter o efeito induzido pela norepinefrina, sendo que a migragao das
células tratadas com 1uM de propranolol antes do estimulo com 10uM de
norepinefrina foi superior a observada nas células tratadas somente com os 10uM
de norepinefrina (p=0,126 para as 16 horas; p=0,115 para as 24 horas; p=0,042 para
as 48 horas e p= 0,034 para as 72 horas) (Grafico 3). As porcentagens de
fechamento das feridas observadas nos pogos das células tratadas com 1uM de
propranolol antes da aplicagao dos 10uM de norepinefrina néo foram
significativamente diferentes das porcentagens observadas nos pocos das células
controle sem tratamento (p=0,632 para as 16 horas; p=0,727 para as 24 horas;

p=0,564 para as 48 horas e p= 0,746 para as 72 horas) (Grafico 3).

Em relagcdo ao tratamento unicamente com propranolol, ndo foram
verificadas mudancas significativas no fechamento da ferida com relagcdo aos
controles em nenhum dos tempos analisados (p=0,979 as 16 horas, p=0,985 as 24
horas, p=0,724 as 48 horas e p=0,981 as 72 horas) (Grafico 3).

A Figura 3 ilustra as respostas migratérias da linhagem SCC-9 apés 48h

dos estimulos farmacolégicos nos ensaios de cicatrizagao de feridas.
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Grafico 3 — Migracao das células SCC-9 tratadas com diferentes concentracdes de norepinefrina, de
propranolol ou ambas, apos 16, 24, 48 e 72h. Em A, nota-se todos os resultados obtidos e
em B, detalhe das diferencas estatisticamente significativas encontradas entre as células
tratadas com 10uM de norepinefrina em relagdo ao controle e em relagdo ao grupo de
células que receberam 1uM de propranolol antes dos 10uM de norepinefrina. Ctrl:
controle; NE: norepinefrina; P: propranolol; *: nivel de significancia igual ou inferior a 5%
(p=0,05) comparada ao controle sem tratamento; **: nivel de significancia igual ou inferior
a 5% (p=<0,05) comparada ao tratamento com 10uM de norepinefrina. As barras de erro
representam o erro padrdo das médias.
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Figura 3 — Imagens representativas da resposta migratéria da linhagem de carcinoma espinocelular
de boca SCC-9 apés 48h dos estimulos farmacolégicos nos ensaios de cicatrizagéo de
feridas. Ctrl: controle; NE: norepinefrina; P: propranolol.
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5.3.2 Resposta migratéria da linhagem SCC-25

Em relacdo as porcentagens de fechamento das feridas realizadas em
culturas confluentes da linhagem SCC-25, o estimulo com 0,1uM de norepinefrina
produziu uma diminuicdo das taxas migratérias destas células, sendo que foram
registradas diferencas significativas apenas apdés 24 horas do inicio o ensaio
(p=0,019) (Gréafico 4).

Quando as células foram estimuladas com 1uM de norepinefrina, foi
observado um comportamento irregular referente a migragédo celular nos diferentes
periodos experimentais analisados. Inicialmente, houve uma reducdo da migracao
das células SCC-25 nos tempos de 16h (p=0,119) e 24h (p=0,038), sendo a
diferenca neste ultimo periodo significativa com relagdo ao controle. Porém, apés 48
e 72 horas do inicio do ensaio, as células incrementaram as taxas migratérias em
relacdo ao controle, contudo sem diferencas estatisticamente significativas (p=0,345

e p=0,190, respectivamente) (Grafico 4).

Como pode ser observado no Grafico 4, em todos os periodos, o estimulo
com 10uM de norepinefrina resultou em uma nitida diminuicdo das porcentagens do
fechamento da ferida com relacdo as células nao estimuladas, assim sendo, a
capacidade migratéria foi reduzida em um 54,47% (p=0,011), 59,18% (p=0,001),
54,16% (p=0,006) e 56,77% (p= 0,011), respectivamente as 16, 24, 48 e 72 horas
(Grafico 4).

Por outro lado, o bloqueio anterior com 1uM de propranolol reverteu o
efeito induzido pela norepinefrina nos diferentes tempos analisados, assim sendo, as
meédias da porcentagem de migracao das células que receberam propranolol prévio
ao tratamento com norepinefrina foram significativamente superiores as observadas
nas células tratadas somente com os 10uM de norepinefrina (p=0,011 para as 16
horas; p=0,012 para as 24 horas; p=0,033 para as 48 horas e p= 0,023 para as 72
horas) (Grafico 4). Além disso, ndo existiram diferencas significativas na migragao
entre as células tratadas com propranolol antes dos 10uM de norepinefrina e
aquelas que nao receberam tratamento farmacologico algum (p=0,384 para as 16
horas; p=0,090 para as 24 horas; p=0,110 para as 48 horas e p= 0,166 para as 72
horas) (Grafico 4).
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O tratamento unicamente com propranolol ndo resultou em mudancgas
significativas do fechamento da ferida com relagdo aos controles em nenhum dos
tempos analisados (p=0,586 as 16 horas, p=0,191 as 24 horas, p=0,556 as 48 horas
e p=0,605 as 72 horas) (Grafico 4).

A Figura 4 ilustra as respostas migratérias da linhagem SCC-25 apés 48h

dos estimulos farmacolégicos nos ensaios de cicatrizagao de feridas.

5.3.3 Comparacao da resposta migratoria nas linhagens SCC-9 e SCC-25

Os resultados dos ensaios de cicatrizacao de feridas demostraram que a
norepinefrina modulou negativamente a resposta migratéria das linhagens SCC-9 e
SCC-25. Como pode ser visualizado nos Graficos 3 e 4, em ambas as linhagens
esta catecolamina induziu efeitos inibitérios na movimentagédo celular, entretanto,
somente a maior concentracao de norepinefrina utilizada (10uM) mostrou resultados
estatisticamente significativos na linhagem SCC-9 quando comparado ao controle

(células sem tratamento).

Por outro lado, foi observado que a linhagem SCC-25 apresentou uma
maior sensibilidade ao estimulo com norepinefrina. Todas as concentragbes testadas
tiveram a capacidade de reduzir significativamente a porcentagem da migracao
celular ao longo do tempo e, se comparado estes resultados com aqueles da
linhagem SCC-9, observa-se que o estimulo com 10uM de norepinefrina diminuiu

marcadamente a mobilidade celular em todos os tempos analisados (Graficos 3 e 4).
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Grafico 4 — Migracao das células SCC-25 tratadas com diferentes concentragdes de norepinefrina, de
propranolol ou ambas, apos 16, 24, 48 e 72h. Em A, nota-se todos os resultados obtidos e
em B, detalhe das diferencas estatisticamente significativas encontradas entre as células
tratadas com 10uM de norepinefrina em relagdo ao controle e em relagdo ao grupo de
células que receberam 1uM de propranolol antes dos 10uM de norepinefrina. Ctrl:
controle; NE: norepinefrina; P: propranolol; *: nivel de significancia igual ou inferior a 5%
(p=0,05) comparada ao controle sem tratamento; **: nivel de significancia igual ou inferior
a 5% (p=0,05) comparada ao tratamento com 10uM de norepinefrina. As barras de erro
representam o erro padrdo das médias.
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Figura 4 — Imagens representativas da resposta migratoria da linhagem de carcinoma espinocelular
de boca SCC-25 apéds 48h dos estimulos farmacologicos nos ensaios de cicatrizagdo de
feridas. Ctrl: controle; NE: norepinefrina; P: propranolol.
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5.4 ENSAIO DE INVASAO CELULAR IN VITRO

Os efeitos da norepinefrina na capacidade invasiva das células SCC-9 e

SCC-25 foram avaliados pelo ensaio de invasao celular in vitro.

5.4.1 Resposta invasiva da linhagem SCC-9

Como apresentado no Grafico 5, o estimulo com norepinefrina nas
concentragbes de 0,1 e 1uM resultou numa marcada tendéncia inibitéria da invasao
celular; sendo estas concentragdes responsaveis pela reducao, respectivamente, de
32,71% (p=0,069) e 34,4% (p=0,059) do numero de células SCC-9 invasoras,
quando comparadas aos controles. Por outro lado, a concentragao de 10uM diminuiu
significativamente a invasao celular (46,71% de redugéo) com relagéo as células nao

estimuladas (p=0,04), como ilustrado no Grafico 5.

Quanto ao tratamento com propranolol, a aplicagao do bloqueador prévio
ao estimulo com norepinefrina atenuou o efeito inibitério da catecolamina na invasao
celular, porém nao houve diferenca significativa entre as células SCC-9 submetidas
ao propranolol previamente ao tratamento com norepinefrina e as células tratadas
unicamente com 10uM de norepinefrina (p=0,066) (Grafico 5). A quantidade de
células SCC-9 invasoras nao diferiu significativamente entre aquelas que receberam
a aplicagcao isolada do propranolol e as outras sem tratamento (p=0,591), como

visualizado no Grafico 5.

A Figura 5 ilustra as respostas invasivas da linhagem SCC-9, apds 48

horas, com ou sem estimulos farmacolégicos.
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Grafico 5 — Células SCC-9 invasoras ap6s os tratamentos com norepinefrina, propranolol ou ambas.
A quantidade de células representa a média de cinco campos microscopicos analisados
por tratamento. Ctrl: controle; NE: norepinefrina; P: propranolol; *: nivel de significancia
igual ou inferior a 5% (p=<0,05) comparada ao controle sem tratamento. As barras de
erro representam o erro padrao das médias.
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Figura 5 — Invaséo celular da linhagem de carcinoma espinocelular humano de boca SCC-9. A:
células controle sem tratamento, B: células estimuladas com 10uM de norepinefrina. C:
células com tratamento com 1uM de propranolol prévio a aplicacdo de 10uM de

norepinefrina.
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5.4.2 Resposta invasiva da linhagem SCC-25

Como apresentado no Grafico 6, a norepinefrina provocou uma reducgao
dose-dependente da capacidade invasiva da linhagem SCC-25. A estimulagédo das
células SCC-25 com 0,1uM e 1uM de norepinefrina induziu a diminuigdo respectiva
de 35,99% (p=0,021) e 47,05% (p=0,012) da invasividade celular quando
comparadas aos controles sem tratamento. Além disso, as células SCC-25 atingiram
seu ponto maximo de reducéo (50,98%; p=0,019) quando tratadas com a dose de
10uM de norepinefrina, enquanto que, o pré-tratamento com o antagonista
propranolol reverteu parcialmente os efeitos induzidos pela catecolamina (p=0,209)

relativo ao grupo com aplicacdo de 10uM de norepinefrina (Grafico 6).

As células SCC-25 que foram submetidas ao tratamento isolado com
propranolol ndo demostraram diferencas significativas na invasédo celular com

relacdo as células que nao receberam nenhum estimulo (p=0,165) (Grafico 6).

A Figura 6 ilustra as respostas invasivas da linhagem SCC-25, apés 48

horas, com ou sem estimulos farmacolégicos.

5.4.3 Comparagao da resposta invasiva nas linhagens SCC-9 e SCC-25

Em analise global dos resultados, notou-se que a norepinefrina reduziu a
invasdo de ambas as linhagens celulares (SCC-9 e SCC-25), entretanto, estes
efeitos foram somente bloqueados de maneira parcial pelo uso do antagonista

propranolol (Graficos 5 e 6).

Quando comparadas as respostas das linhagens SCC-9 e SCC-25, foram
observados efeitos superiores na linhagem SCC-25, pois nesta linhagem se
detectaram os maiores porcentagens de reducao da invasao celular e ainda porque
seu potencial invasivo foi significativamente reduzido por todas as concentracbes de

norepinefrina empregadas (Graficos 5 e 6).
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Grafico 6 — Células SCC-25 invasoras apds os tratamentos com norepinefrina, propranolol ou
ambas. A quantidade de células representa a média de cinco campos microscépicos
analisados por tratamento. Ctrl: controle; NE: norepinefrina; P: propranolol; *: nivel de
significancia igual ou inferior a 5% (p<0,05) comparada ao controle sem tratamento. As
barras de erro representam o erro padrao das médias.
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Figura 6 — Invasdo celular da linhagem de carcinoma espinocelular humano de boca SCC-25. A:
células controle sem tratamento, B: células estimuladas com 10uM de norepinefrina. C:
células com tratamento com 1uM de propranolol prévio a aplicagcdo de 10uM de
norepinefrina.
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6 DISCUSSAO

O nosso interesse na investigagdo do B2-AR na biologia tumoral foi
motivado, em principio, pelos achados epidemiolégicos que sugeriram uma possivel
associagao entre o estresse e o cancer (LILLBERG et al., 2003; METCALFE et al.,
2007), e mais recentemente, pelas observagdes clinicas que mostraram uma menor
progressao tumoral e melhores taxas de sobrevida em pacientes com céncer que
foram tratados com beta bloqueadores adrenérgicos (B-ARs) para hipertensao, antes
do diagnoéstico de cancer (POWE et al., 2010; CHOI et al., 2014).

Especificamente em relacao ao CEC de boca, sao poucas as pesquisas
que avaliaram o papel do B2-AR nesta neoplasia maligna. Estudos em linhagens
neoplasicas de CEC de boca indicaram que o B2-AR esta associado a progresséo
da doenca tendo em vista que sua sinalizagcdo modulou positivamente a proliferacao,
a secrecao de IL-6 e a quimiotaxia de células neoplasicas (SHANG; LIU; LIANG,
2009; BERNABE et al., 2011). Entretanto, nosso grupo de pesquisa em um estudo
retrospectivo, incluindo 106 pacientes com cancer de boca, observou de maneira
intrigante que a forte expressao imuno-histoquimica do B2-AR pelas células tumorais
foi fator de progndstico favoravel, ou seja, estava associada a maiores taxas de
sobrevida destes pacientes (BRAVO-CALDERON et al., 2011).

Diante dessas discrepancias entre os achados clinicos e laboratoriais, o
presente estudo foi idealizado com o intuito de trazer contribuicbes sobre a
importancia da ativagcdo do B2-AR, via mediador do estresse, na migracdo e na
invasédo das células malignas do cancer de boca, fungbes estas consideradas pré-
requisito essenciais para o desenvolvimento das metastases (THAKER; SOOD,
2008; BRAADLAND et al., 2014).

No presente estudo, a norepinefrina foi a catecolamina escolhida para
avaliar a importancia da ativagdo do B2-AR no cancer de boca, pois, além de ser um
agonista natural deste receptor, € considerada o principal mediador quimico do
estresse no microambiente tumoral (COLE; SOOD, 2012). Como resultado do

estresse o sistema nervoso simpatico regula a sinalizagcdo dos B-ARs por meio do
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incremento dos niveis circulatérios de norepinefrina e epinefrina, e pela producao
local de norepinefrina pelos feixes nervosos simpaticos (CHROUSOS, 1998;
ANTONI et al., 2006). Assim sendo, analises realizadas em carcinomas de ovario
verificaram que os niveis tumorais da norepinefrina foram maiores do que os niveis
circulatérios (COLE; SOOD, 2012). Portanto, as concentragbes de norepinefrina
utilizadas no presente estudo simularam as condigdes de estresse tanto nos niveis
circulatérios (0,1uM de norepinefrina) como nos niveis teciduais (10uM de
norepinefrina) e foram baseadas também nas respostas prévias obtidas nas
linhagens SCC-9 e SCC-25 por outros investigadores (BERNABE et al., 2011;
VILARDI et al., 2013).

As expressdes génica e proteica do 2-AR nas células SCC-9 e SCC-25
foram detectadas por RT-gPCR e Western blot, sendo maior nas células SCC-25
(Graficos 1 e 2), o que confirmou relatos prévios que demostraram a presenca deste
receptor em células epiteliais neoplasicas do CEC boca (SHANG; LIU; LIANG, 2009;
BERNABE et al., 2011; BRAVO-CALDERON et al., 2011).

A comparagado da expressdo do (2-AR entre a mucosa oral normal e
linhagens de CEC de boca, demostrou uma menor expressédo deste receptor em
ambas as linhagens (SCC-9 e SCC-25), como pode ser observado no Grafico 1.
Esses resultados sdo contrastantes com aqueles encontrados por Bernabé et al.
(2011), onde a expressdao de B2-AR foi muito semelhante entre a mucosa oral
normal e os CEC de boca e de Shang, Liu e Liang (2009) que demonstraram niveis
significativamente superiores de 2-AR em CEC de boca do que em mucosas orais
normais. Provavelmente estas diferencas na expressao do B2-AR encontrado no
presente estudo com aqueles dos outros autores (SHANG; LIU; LIANG, 2009;
BERNABE et al., 2011) ocorreram devido a diversidade das técnicas de pesquisa
empregadas nestes experimentos, como por exemplo, a realizacado do RT-PCR a
partir de espécimes teciduais usada por Bernabé et al (2011) pode ter incluido

outras células do microambiente tumoral que também expressavam o 2-AR.

Deve ser ressaltado que, a analise da expressao proteica do B2-AR nas
linhagens SCC-9 e SCC-25 foi realizada por meio do Western blot, usando dois
anticorpos primarios anti-f2-AR de marcas comerciais diferentes (D6H2, Cell

Signaling Technology, Beverly, MA, EUA e sc-9042, Santa Cruz Biotechnology,
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Santa Cruz, CA, EUA) para confirmar a especificidade destes anticorpos devido a
presenca de multiplas bandas imunorreativas encontradas. A observacao das
multiplas bandas encontradas com o emprego dos dois anticorpos primarios anti-32-
AR (Figura 2), conjuntamente com a semelhanca dos resultados obtidos nos
calculos densitométricos (Grafico 2), validou a expressao proteica do p2-AR para
ambos os anticorpos. Esses resultados reforcam aqueles de Salahpour et al (2003)
ao demonstrarem que o aparecimento de multiplas bandas nao resulta de erros da
técnica e sim da resisténcia das espécies diméricas e glicosadas do (2-AR aos
agentes redutores usados durante o preparo das amostras para a técnica de
Western blot.

A resposta do estimulo do receptor 2-AR por mediador do estresse, a
norepinefrina, na migracdo e na invasado das células SCC-9 e SCC-25, mostrou
resultados interessantes e muito semelhantes nas duas linhagens de carcinoma

espinocelular de boca.

Nossos resultados mostraram que a norepinefrina reduziu a migracao e a
invasdo das células SCC-9 e SCC-25, sendo que a maior concentracido da
catecolamina (10uM) foi a Unica capaz de modular ambas as fungdes das duas
linhagens de cancer de boca (Graficos 3, 4, 5 e 6). A comparacgao destes resultados
com outros da literatura cientifica inglesa ficou limitada, pois nao foram encontradas
investigacdes relativas a modulacao da migracao e da invasao de células de cancer
de boca, pela ativacdo direta do B2-AR, por mediadores do estresse como a

norepinefrina.

Entretanto, nossos resultados em linhagens de queratinécitos malignos
sao consistentes com outros previamente publicados que indicam que o estimulo do
B2-AR inibiu a migragéo celular de queratin6citos humanos normais da pele e da
mucosa oral. (SIVAMANI et al., 2009; STEENHUIS et al., 2011). Steenhuis et al.
(2011) ao investigarem se os mediadores do estresse comprometiam a regeneracao
da mucosa oral, verificaram que o B2-AR foi o principal subtipo de receptor
adrenérgico expresso em queratindcitos orais humanos e, concluiram, que sua
ativacao pela epinefrina diminuiu a velocidade da migragao celular interferindo com a
cicatrizacao das feridas experimentais. Além disso, o tratamento com o antagonista

dos B-ARs, o timolol, reverteu os efeitos da epinefrina. Com base nestes resultados,
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os autores (STEENHUIS et al., 2011) sugeriram que a aplicacdo topica de
antagonistas do B2-AR poderia ser considerada uma alternativa terapéutica para

melhorar a regeneracéo da mucosa oral.

Ao confrontarmos os resultados descritos acima com aqueles
encontrados em nosso estudo, podemos concluir que a ativagdo dos B2-AR, pelos
mediadores do estresse, prejudica a cicatrizacado de feridas orais, mas também
causa efeitos inibitérios na migracao e na invasao de células epiteliais neoplasicas
de CEC de boca.

Nas células malignas, os estudos relativos aos efeitos da ativagao do 32-
AR na migracao e invasao celular, ttm demostrado resultados contrastantes
dependendo do tipo de cancer, da linhagem celular estimulada, da via de sinalizacao
envolvida e da quantidade de receptor expresso pelas células neoplasicas malignas
(MASUR et al., 2001; SOOD et al.,, 2006; YANG et al., 2006; YU et al., 2007;
SHANG,; LIU; LIANG, 2009; MORETTI et al., 2013; GARGIULO et al., 2014; WANG
et al., 2015; WNOROWSKI et al., 2015).

Assim sendo, como observado in vitro, o estimulo do B2-AR pela
norepinefrina provocou o aumento da migracéo de células de cancer de célon, via
ativacao das tirosinas quinases Src (MASUR et al., 2001). Adicionalmente, as
catecolaminas, via sinalizagao dos 3-ARs, mediaram o aumento de MMP-2 e MMP-9
e incrementaram assim, a invasao celular de linhagens de carcinoma de ovario e de
nasofaringe (SOOD et al., 2006; YANG et al., 2006). Por outro lado, Wang et al.
(2015) recentemente reportaram que o estimulo do B2-AR pela norepinefrina em
células de cancer de mama causou a diminuicdo da expressado do receptor de
quimiocinas CXCR4 e da correspondente invaséo celular em direcéo de seu ligante
endogeno, o CXCL12.

Algumas observacbes recentes em diferentes linhagens de melanoma
humano demostraram que os efeitos do estimulo do B2-AR podem variar nos
modelos celulares do mesmo tipo de tumor (MORETTI et al., 2013; WNOROWSKI et
al., 2015). Enquanto Moretti et al. (2013) observaram que o estimulo do f2-AR
aumentou a invasao das linhagens A375 e Hs294T de melanoma, Wnorowski et al.
(2015) demostraram que o tratamento das células UACC-647, M93-047 e UACC-

903, também de melanoma humano, com agonistas especificos do B2-AR
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reduziram, significativamente, a migracdo e a invasao destas células neoplasicas

malignas.

Estas diferencas em termos de migracdo e invasao celular entre os
diferentes trabalhos cientificos podem ser atribuidas, em parte, a complexidade e a
heterogeneidade das vias de sinalizacdo do 32-AR. A ativagdo do 2-AR resulta na
formacao do segundo mensageiro cAMP que por sua vez podera estimular a PKA ou
a EPAC (COLE; SOOD, 2012) (Figura 1). Em conjunto estas moléculas podem
fosforilar diferentes substratos, assim, estimulando ou inibindo as fungbes das
células neoplasicas (MADDEN; SZPUNAR; BROWN, 2011). Por exemplo, Madden,
Szpunar e Brown (2011) observaram que a via de sinalizacao B2-AR-cAMP-PKA
modulou a producdo de VEGF de maneira direccionalmente oposta; incrementou a
producéo de VEGF pelas células de cancer de mama MDA-MB-231BR e a inibiu nas
células MDA-MB-231.

Embora os efeitos da ativacdo de B2-AR por norepinefrina em diferentes
processos celulares de linhagens de CEC de boca tenham sido estudados, as vias
de sinalizagao envolvidas nas respostas do estimulo deste receptor nestes tumores
malignos ndo foram profundamente analisadas (SHANG; LIU; LIANG, 2009;
BERNABE et al., 2011; VILARDI et al., 2013).

Particularmente em relacdo ao CEC de boca, Shang, Liu e Liang (2009)
reportaram um aumento dose-dependente da invasado celular induzida por efeito
quimiotatico da norepinefrina através de membranas basais reconstituidas, resultado
este contrastante com aquele observado em nossos experimentos. As diferencas
referentes a invasao de células neoplasicas do cancer de boca, encontradas entre o
presente trabalho e o de Shang, Liu e Liang (2009), podem ter ocorrido em funcao
das metodologias empregadas pois, enquanto Shang, Liu e Liang (2009) avaliaram a
quimioatracao das células neoplasicas do CEC de boca em direcdo a norepinefrina,
no presente estudo, esta catecolamina foi utilizada para estimular diretamente os 32-
AR nas células SCC-9 e SCC-25.

Além das vias de sinalizagdo do B2-AR, os niveis de expressédo deste
receptor tem se mostrado importantes para a regulacdo do fenétipo das células
neoplasicas (YU et al., 2007; GARGIULO et al., 2014, WNOROWSKI et al., 2015).
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Yu et al. (2007) reportaram que o silenciamento génico do B2-AR induziu
um fenétipo oncogénico em células benignas de préstata, pois estas apresentaram
incremento da migracdo e da invasao celular quando comparadas ao controle.
Verificaram também que, tumores metastaticos de préstata apresentaram niveis
mais fracos de expressdao imuno-histoquimica do B2-AR quando comparados a
amostras de tecido prostatico normal, de neoplasia intra-epitelial de prostata e de
carcinoma de proéstata localizado. A analise da sobrevida livre de doenca de
pacientes com carcinomas localizados de préstata revelou que os escores baixos de
expressdo do B2-AR foram associados significativamente com a recidiva tumoral,
quando comparados aos altos escores de expressdao desta proteina.
Adicionalmente, o modelo de regressdo de Cox indicou o B2-AR como um fator

independente de prognaostico para o cancer de proéstata.

Outro estudo (GARGIULO et al.,, 2014) comprovou que em células de
cancer de mama (MCF-7) com baixa expressao do 2-AR a epinefrina, atuando nos
receptores alfa adrenérgicos, incrementou a migracao celular. Entretanto, foi
registrada uma reducdo significativa da migracdo celular quando o B2-AR foi
superexpresso nas células MCF-7 (GARGIULO et al., 2014). Adicionalmente,
Whnorowski et al. (2015) ao estudar os efeitos de agonistas farmacolégicos do 2-AR
em linhagens de melanoma, observaram que a ativagdo deste receptor provocou a
reducéo da migracao e da invasao das células de melanoma. Reportaram ainda, que
o efeito inibitério do agonista farmacolégico estava correlacionado positiva e

significativamente com os niveis de expressao do 32-AR nas células neoplasicas.

Em concordancia com Wnorowski et al. (2015), no presente estudo
observamos que na linhagem SCC-9, com menor expressdo do B2-AR, somente a
maior concentracdo de 10uM norepinefrina causou efeitos anti-migratérios e anti-
invasivos (Graficos 3 e 5). Por outro lado, a linhagem SCC-25, com maior expressao
do B2-AR, apresentou uma maior sensibilidade a norepinefrina, demostrada pelo fato
de que todas as concentracdes testadas (0,1; 1 € 10uM de norepinefrina) causaram
inibicdo significativa da migragcao e/ou da invaséo celular, quando comparadas aos
controle sem tratamento (Graficos 4 e 6). Estes resultados, in vitro, corroboram com
nosso estudo retrospectivo prévio onde demostramos que a forte expressao do

imuno-histoquimica do B2-AR nas células epiteliais neoplasicas de CEC de boca,
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influenciou positivamente a evolugéao tumoral, ou seja, a forte expressao do 2-AR
foi associada as maiores sobrevidas global e por cancer, sendo um fator de
prognostico favoravel independente nos pacientes com cancer de boca (BRAVO-
CALDERON et al., 2011).

Com relagdo ao bloqueio dos B-ARs, foi observado que o tratamento
prévio com propranolol atenuou os efeitos da norepinefrina sobre a migracéo e a
invasao das células SCC-9 e SCC-25 (Graficos 3, 4, 5 e 6), demostrando assim o

envolvimento do B2-AR nos efeitos da catecolamina.

Diferentes pesquisas constataram que farmacos beta bloqueadores
diminuiram a progressao de tumores malignos em pacientes com cancer (POWE et
al., 2010; CHOI et al., 2014). Entretanto, nestes estudos a maior parte dos pacientes
foi tratada com bloqueadores seletivos para os receptores adrenérgicos beta 1, e
ainda, a administracdo das drogas foi sistémica visando o tratamento da
hipertensao, o que nao permitiu certificar se o efeito anti-tumoral esta relacionado a
acao direta dos beta bloqueadores nas células neoplasicas ou se € mediado pela
regulacdo de outras células que também expressam B-ARs, como as células do
sistema imune (POWE et al., 2010; COLE; SOOD, 2012; BRAADLAND et al., 2014;
CHOI et al.,, 2014). Adicionalmente, devemos mencionar que nao encontramos
nenhuma analise clinica-epidemiolégica relativa ao uso de bloqueadores beta

adrenérgicos em pacientes com CEC de boca.

Outros estudos comprovaram que o propranolol pode modular a
proliferacao de células neoplasicas de cancer de pancreas, agindo como agonista
inverso independente do bloqueio da agcao das catecolaminas (ZHANG et al., 2009).
No presente estudo, o tratamento isolado do propranolol nas células neoplasicas
nao causou diferencas na migracado e na invasao celular com relagdo aos controles
sem tratamento (Graficos 3, 4, 5 e 6). Assim sendo, nossos resultados indicam que
nas células SCC-9 e SCC-25 o propranolol atua apenas como

antagonista/bloqueador dos B-ARs.

Portanto, os achados laboratoriais do presente estudo indicam que a
ativacao do B2-AR pela norepinefrina pode afetar negativamente a progressao do
cancer de boca, sendo este efeito revertido pelo bloqueio deste receptor. Com base

nestes achados sugerimos que o uso local de agonistas dos receptores beta-
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adrenérgicos poderia se tornar um alvo terapéutico adjuvante no tratamento desta

neoplasia maligna.



7 Conclusoes







7 Conclusées 95

7 CONCLUSOES

A partir da analise de linhagens de carcinomas espinocelulares de boca,

concluimos:

— que houve a expressao do receptor beta 2 adrenérgico em ambas

linhagens SCC-9 e SCC-25, sendo esta expressdo maior na SCC-25.

— que o estimulo dos P2-ARs, pelo mediador do estresse, a
norepinefrina, reduziu a migracao e a invasao celular, sendo este efeito

revertido pelo antagonista propranolol.

Portanto, nossos resultados sugerem que o uso de agonistas dos
receptores beta-adrenérgicos poderia se tornar um alvo terapéutico adjuvante no

tratamento do cancer de boca.
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ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia de Bauru — Universidade de Sao Paulo.

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU- “QRBram
USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Migracdo e invas&o do cancer de boca via ativagio de receptor beta 2 adrenérgico por
mediador do estresse.

Pesquisador: Diego Mauricio Bravo Calderén

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 14034013.0.0000.5417

Institui¢do Proponente: Universidade de Sao Paulo

Patrocinador Principal: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico ((CNPq))

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 267.072
Data da Relatoria: 24/04/2013

Apresentacao do Projeto:

Recentes evidéncias tém demonstrado que o estresse crénico, via ativagdo do receptor beta 2 adrenérgico
(R2-AR) pelas catecolaminas, contribui com a progressdo de tumores malignos. Entretanto, foram
reportados achados heterogéneos referentes aos efeitos do estresse e seus mediadores sobre as
capacidades migratéria e invasiva das células neoplasicas, ja que estas moléculas podem produzir efeitos
estimuladores ou inibidores, dependendo do tipo de tumor. A analise da migragéo e invasdo em linhagens
celulares de carcinoma espinocelular de boca, via ativagdo do 32-AR por mediador do estresse é importante
para contribuir com o esclarecimento da relevancia deste receptor no cancer de boca. Duas linhagens de
carcinoma espinocelular de boca (SCC-9 e SCC-15) serdo analisadas neste estudo. A reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa em tempo real (RT-gPCR) e o Western blot serdo empregados para
analisar e comparar, respectivamente, os niveis de expressdo génica e protéica do R2-AR nas linhagens
SCC-9 e SCC-15.

Objetivo da Pesquisa:

A partir da analise de culturas de células de carcinomas espinocelulares de boca, propds-se: a) comparar a
expressdo génica e protéica do receptor beta 2 adrenérgico (32-AR) nas linhagens de CEC de boca, SCC-9
e SCC-15; b) analisar a migragao e invasao celular apés o estimulo do 32-AR
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com diferentes concentragdes de norepinefrina.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Nao ha riscos, nem beneficios a serem analisados, pois trata-se de estudo com arquivo de cultura de células
do Banco de Células do Rio de Janeiro-Associagao Técnico Cientifica Paul Ehrlich,Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa envolvendo estudo com cultura de células com o objetivo de comparar a
expressdo génica e proteica do receptor beta 2 adrenérgico nas linhagens de cancer espinocelular de boca
e analisar a migragéo e invasdo celular apds o estimulo desse receptor com diferentes concentragdes de
norepinefrina.

Consideragcdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Toda a documentagdo necessaria para a avaliagdo dos preceitos éticos desse projeto foram devidamente
apresentados, incluindo folha de rosto assinada pelo responsavel pela instituicdo, orgamento financeiro
detalhado, cronograma, autorizagdo dos responsaveis para uso das culturas de células, critérios para
suspender ou encerrar a pesquisa, declaragdo de publicagdo dos resultados e curriculo Lattes de todos os
participantes da pesquisa.

Recomendacgdes:

N&o ha recomendagdes

Conclusbes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Todos os documentos necessarios foram devidamente anexados e permitiram a apreciagao ética do projeto.
considerando que ndo ha impedimentos éticos para sua realizagéo, sou de parecer favoravel a aprovagéo
desse projeto.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP acata, por unanimidade, o parecer APROVADO emitido pelo relator em reunido de 24.4.2013. Ao
término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentagdo de relatdrio final. Os relatérios parciais dever&o
estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo,

inclusdo ou exclusdo de autores, cronograma e quaisquer outras
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informagées que sejam significativas deverdo ser prontamente comunicadas a este CEP. Na apresentagéo

do relatério final, dever&o ser incluidos todos os TCLEs e/ou termos de doag¢do pertinentes assinados e
rubricados.

BAURU, 09 de Maio de 2013

Assinador por:
Maria Teresa Atta
(Coordenador)
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