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RESUMO

Santos, Leandro Figueiredo. Andlise dos mecanismos antitumorais de FTY720
em linhagens humanas de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. 2018.
101f. Tese (doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O FTY720 foi considerado um agente antitumoral contra varios tipos de cancer na
promocdo da morte celular, diminuicado da proliferacdo, angiogénese e metastase; no
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP), ainda néo foi descrito sua
acao em todas as vias ativadas ou inibidas por este composto. O objetivo deste estudo
foi avaliar a acdo do FTY720 em modelo in vitro (cultura celular) e in vivo
(camundongos) de CECP. Analisamos a atividade da PP2A, uma fosfatase
antitumoral inibida em CECP, em um painel de linhagens de células de CECP, além
de avaliar o tratamento com FTY720 nestas células e eleger duas linhagens para os
posteriores experimentos. As células HN12 e SCC9 foram selecionadas para o0s
estudos de mecanismo baseados nos menores niveis de atividade da PP2A sendo
posteriormente incubadas com FTY720 e tendo as principais proteinas alvo
analisadas por Westernblotting. Determinamos a viabilidade celular por citometria de
fluxo, e estudos funcionais de sinalizacdo de morte celular foram realizados utilizando-
se inibidores de caspases/apoptose (Q-VD-OPh), necroptose (Necrostatina-1) e
autofagia (3-metiladenina). A degradacao de proteinas foi analisada com o inibidor de
proteassoma MG132. A formacgao de tumor de xenoenxerto em camundongos Balb/c
Nude foi utilizada, com a linhagem HN12, para avaliar o efeito de FTY720 in vivo.
Como esperado, FTY720 aumentou as atividades de fosfatases em células CECP,
incluindo PP2A, diminuiu os niveis de proteina SphK1 e ativou caspase-8 e -3 em
ambas as células, bem como aumentou a lactato desidrogenase, que é marcador de
necrose quando presente no meio extracelular. O bloqueio da apoptose recuperou a
viabilidade celular enquanto a inibicdo da necroptose n&o afetou a morte celular
promovida por FTY720. Por outro lado, a inibicdo da autofagia aumentou
drasticamente a morte celular promovida pelo FTY720 in vitro, sugerindo autofagia
como uma resposta protetora. In vivo, foi confirmado que a combinagéao de FTY720
com inibidor de autofagia (3-MA) reduz a formacao do tumor xenoenxerto (HN12) em
camundongos combinado ao aumento de ceramidas no sangue dos animais. NOs
evidenciamos o FTY720, pelo seus efeitos antitumorais sinérgicos com inibidor de
autofagia, como potencial estratégia antitumoral em CECP e talvez outros tipos de
cancer, assim como o0s niveis de ceramidas no sangue como potencial marcador de
resposta terapéutica.

Palavras-chave: Antitumoral, autofagia, fingolimod, cancer de cabeca e pescoco.



ABSTRACT

Santos, Leandro Figueiredo. Analysis of the antitumor mechanisms of FTY720
in human cell lines of head and neck squamous carcinoma. 2018. 101f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

FTY720 has been considered an antitumor agent against several cancer types
decreased proliferation, angiogenesis and metastasis; in head and neck squamous
cell carcinoma (HNSCC), it has not been addressed yet in all pathways activated or
inhibited by this compound. The objective of this study was to evaluate the action of
FTY720 in vitro (cell culture) and in vivo (mice) HNSCC models. PP2A, an inhibited
antitumor phosphatase in HNSCC, activity was assessed in a panel of HNSCC cell
lines. HN12 and SCC9 cells were selected for the studies of mechanisms based on
the lower levels of PP2A activity were subsequently incubated with FTY720 and having
the main target proteins analyzed by Western blot. Cell viability was determined by
flow cytometry, and functional studies of cell death signaling were performed by using
inhibitors for apoptosis (Q-VD-OPh), necroptosis (Necrostatin-1) and autophagy (3-
Methyladenine). Protein degradation was analyzed with the proteasome inhibitor
MG132. Xenograft tumor formation in Balb/c Nude, with HN12, mice was used to
evaluate the FTY720 effect in vivo. As expected, FTY720 increased phosphatases
activities in HNSCC cells, including PP2A, decreased SphK1 protein levels, and
activated caspase-8 and -3 in both cells, as well as increased the release of lactate
dehydrogenase activity, which is a marker of necrosis when present in the medium
extracellular. Apoptosis blockage recovered cell viability while necroptosis inhibition
did not affect FTY720-promoted cell death. On the other hand, autophagy inhibition
drastically increased cell death promoted by FTY720 in vitro, suggesting autophagy as
a protective response. In vivo, it was confirmed that the combination of FTY720 with
autophagy inhibitor (3-MA) reduces the formation of xenograft tumor (HN12) in mice
combined with increased blood ceramides in animals. We have shown FTY720, for its
synergistic antitumor effects with autophagy inhibitor, as a potential antitumor strategy
in HNSCC and perhaps other cancers types, as well as blood ceramides levels as a
potential marker of therapeutic response.

Keywords: Antitumoral, autophagy, fingolimod, head and neck cancer.
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1. Introducéo

1.1- Cancer de cabeca e pescoc¢o ou Cancer Oral

A palavra “cancer” designa o conjunto de mais de 100 tipos de doencgas que
se caracterizam pelo crescimento desordenado de células anormais que podem ou
nao invadir os tecidos (INCA, 2018). Esse potencial invasivo proporciona a
disseminacdo das células neoplasicas pelo organismo, caracterizando a ocorréncia
de metastases que sao as responsaveis por cerca de 90% das mortes. Entretanto, a
mortalidade também pode ser resultante do tumor priméario (Weinberg et al., 2007).
Para o ano de 2018 ¢é previsto a ocorréncia de 18.1 milhdes de novos casos e 9.6
milhdes de mortes ocasionadas por cancer (Bray et al., 2018).

Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) é a denominacdo das
neoplasias malignas que se originam do epitélio de revestimento estratificado
escamoso — também chamado de epidermdide ou espinocelular. Ocupando a décima
posicdo mundial dentre os tipos de neoplasias mais comuns, o CECP é caracterizado
pelas malignidades que acometem as estruturas anatdémicas do trato aereo-digestivo
superior, sendo orofaringe, nasofaringe, hipofaringe e laringe, segundo a American
Joint Committee on Cancer (AJCC) e a Organiz¢ao Mundial de Saude (WHO — World
Health Organization) (Edge e Compton, 2010; Rivera, 2015; Chan et al., 2017; John
et al., 2017). Dentre as neoplasias derivadas do epitélio espinocelular da regido da
cabeca e pescoco, aquelas que ocorrem na cavidade oral e orofaringe representam
cerca de 90-95% dos casos. Com relacao aos sitios de acometimento, as neoplasias
gue se desenvolvem em borda lateral de lingua, assoalho bucal e orofaringe séo os
mais frequentes além de estarem também associados a um pior prognostico (Tshering
Vogel et al.,, 2010; Marur e Forastiere, 2016). Desse modo, adotaremos a
nomenclatura cancer oral ao longo do texto para nos referirmos ao CECP. A alta
mortalidade em decorréncia deste tipo de cancer se deve a diagnosticos tardios,
recorréncia, e a elevada capacidade invasiva do tumor primario para tecidos
adjacentes devido ao seu fendtipo altamente maligno, caracterizado pela invasao
extensa dos tecidos circundantes (linfonodos) e metastases para o6rgaos

distantes(Pulte e Brenner, 2010; Marur e Forastiere, 2016).
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A estimativa nacional para 2018/2019 prevé uma incidéncia de 11.200 casos
de cancer oral acometendo individuos do género masculino e 3.500 casos
acometendo mulheres para cada ano do biénio (INCA, 2018). Com relagdo a
mortalidade, em 2012 foram relatados cerca de 145.353 Obitos no mundo em
decorréncia do cancer de boca. No Brasil, em 2015, o indice de 6bitos em decorréncia
do céancer de boca apresentou uma taxa de 4.672casos em homens e 1.226 casos em
mulheres (INCA, 2018). Esses valores correspondem a um risco estimado de 2,1
Obitos para cada 100 mil habitantes acometidos, representando, assim, um problema
de saude publica (Petti e Scully, 2010; Ferlay et al., 2015).

Héa grandes esforcos da comunidade cientifica direcionados a melhoria dos
métodos diagndsticos do cancer bem como de seu tratamento devido aos quais
demonstra-se um aumento do numero de sobreviventes ao cancer (Arteaga et al.,
2014).

Como € caracteristico das neoplasias, o cancer oral € uma doenca
heterogénea de etiologia multifatorial. O tabaco e o consumo excessivo de &lcool
representam os principais fatores de risco descritos na literatura. Além disso, a
associacdo desses dois fatores € considerada a responsavel por mais de 80% dos
casos de carcinoma espinocelular de boca (Petti e Scully, 2010; Boing et al., 2011;
Rivera, 2015). Além dos dois fatores de risco supracitados, a literatura cientifica tem
destacado a infeccéo viral pelo Papilomavirus humano (HPV — Human Papiloma
Virus) é como um fator de risco associado principalmente aos acometimentos em
orofaringe, o que tem sido associado também a mudancas no comportamento sexual
da populacao, (D'souza et al., 2007). Outros fatores etiolégicos vém sendo explorados
no cancer oral tais como, a exposi¢ao a radiagéao solar do tipo UVA (Ultra violeta A) —
principalmente em casos de cancer de labio, deficiéncia nutricional em decorréncia de
dieta pobre em frutas e vegetais, ma higiene bucal, refluxo gastroesofagico (Van
Cauwenberge et al., 1992; Andreotti et al.,2006; Oliveira et al., 2009; American cancer
society, 2017).

O comportamento do CECP é diferenciado dependendo do seu estadiamento
clinico e sitio anatdmico de acometimento. O diagndstico em estagio inicial da doenca
esta intimamente relacionado a melhores chances de cura e sobrevida. Essa
caracteristica fica evidente devido a elevada taxa de mortalidade em decorréncia da

doenca mesmo apods o tratamento, em casos onde o diagndstico tenha ocorrido em
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estagios mais avancados do cancer (Ferlay et al., 2015). O tempo de sobrevida de
pacientes acometidos por CECP é de + 5 anos em aproximadamente 60% dos casos.
Entretanto, observa-se uma reducéo deste tempo quando o diagndstico € realizado
tardiamente, o que esta intimamente relacionado com estagios mais avancados da
doenca (Pai e Westra, 2009; INCA, 2018).

Remocéao cirdrgica do tumor associada ou ndo a radioterapia e quimioterapia
em varias combinacfes sdo as abordagens terapéuticas usuais para tratamento do
cancer oral. A escolha para associacdo de procedimento cirdrgico a terapia
antitumoral baseia-se principalmente na extensdo e localizagcdo tumoral (Tshering
Vogel et al., 2010). Além disso, a presenca de metastase e a possibilidade de
recidivas, que ocorrem tipicamente quando ha apenas abordagem cirargica e
radioterapica, sdo consideradas para determinar o uso de quimioterapia (Marur e
Forastiere, 2016). Uma das abordagens com quimioterapicos mais utilizada é a de
altas doses de agentes contendo platina, como por exemplo a cisplatina. A cisplatina
liga na fita dupla do DNA tumoral formando um crosslink, inibindo a transcricao, além
de sensibilizar as células a radioterapia, aumentando, assim, a sua eficiéncia (Pignon
etal., 2000). Novas drogas e alvos intracelulares tem sido estudados e caracterizados,
visando aumento nas taxas de sobrevida tais como os Anti-EGFR, cetuximab e
panitumumab (Jouan-Hureaux et al., 2012; Ang et al., 2014), porém ainda h& desafios
relacionados a citotoxicidade, em especial em casos de tumores com amplificacéo de
EGFR, destas drogas bem como de sua eficiéncia quando em associacbes
terapéuticas.

As células neoplasicas no cancer oral possuem diversas alteracdes
moleculares que resultam em mudancas no seu comportamento proliferativo, de
diferenciacdo e de sobrevivéncia celular (Martin et al.,, 2014). Além disso, essas
células também apresentam alteracdes em diferentes vias de sinalizac¢éo celular, tais
como de controle de proliferacdo e morte que contribuem para o desenvolvimento e
progresséo da doenca (Molinolo et al., 2009; Rivera, 2015). Em células ndo tumorais
0s processos de proliferacdo e morte celular sdo finamente controlados por vias de
sinalizacdo que tem por objetivo a manutencédo da homeostase tecidual. O inicio e a
progressdo tumoral representam um complexo processo que se caracteriza pela
aquisicdo progressiva de alteracdes genéticas e epigenéticas das células tumorais,
bem como alteragbes no microambiente tumoral. Tais modificag6es foram descritas

por Hanahan e Weinberg como “hallmarks” do cancer. Essas alteracGes acarretam
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proliferacdo desordenada, devido & manutencéo do sinal proliferativo, evasédo dos
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, inducdo de angiogénese,
escape da resposta imune, promocao de perfil inflamatério, instabilidade genémica e
mutacdo, alteracdo no metabolismo celular energético e aumento da capacidade

invasiva e metastase(Hanahan e Weinberg, 2000; 2011).

A etiopatogénese do cancer oral ainda ndo esta totalmente elucidada, o que
limita e dificulta a insercdo de novas abordagens terapéuticas.Resumidamente, as
células normais (queratindcitos) recebem estimulos genéticos ou estimulos externos
como consumo de alcool e cigarro que originam células com alteragcdes em uma série
de membros de vias de sinalizacao celular (TP53, NOTCH1, EGFR, CDKN2a, STATS3,
Cyclin D1, Rb, LOH) encaminhando essas células a desordens orais potencialmente
malignas classificadas como hiperplasia, e graus leves, moderados e severos de
displasia (Rivera, 2015). Em estagios mais tardios, como apdés a invasao de tecidos
conjuntivos adjacentes e com 0 avanco e acumulo de alteracdes, essas células
passam a produzir uma série de proteinas e fatores, como os citados anteriormente,
gue possibilitam que essas células, de perfil epitelial, desenvolvam caracteristicas
mesenquimais, ou seja, se tornam células com capacidade de romper a membrana
basal e assim invadindo o tecido subjacente e/ou alcancando a via linfatica ou

sanguinea. Desse modo, temos o carcinoma oral invasivo (Rivera, 2015).

1.2 - SET (I2PP2A)

Em geral, sdo necessarias ativacdo desenfreada de proteinas oncogénicas
conjuntamente com a inibicdo de supressores tumorais para o desenvolvimento do
cancer.

Dentre diversos fatores e proteinas que participam do crescimento tumoral,
destacamos a proteina SET (I2PP2A; Inibidor 2 de PP2A): proteina localizada no
ndcleo e no citoplasma, que foi primeiramente descrita como produto de fusdo SET-
CAN em leucemia mieldide aguda indiferenciada (Von Lindern et al., 1992). Altos
niveis dessa proteina tem sido encontrados em diversas doencgas além da leucemia
mieldide aguda tais como, cancer de mama (Switzer et al., 2011), tumor de Wilms
(Carlson et al., 1998), Alzheimer (Madeira et al., 2005) e em CECP (Leopoldino, A. M.

et al., 2012). O mecanismo de atuacdo da proteina SET, também conhecida como
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I2PP2A, é caracterizado por inibir potente e seletivamente a proteina fosfatase 2 A
(PP2A) (Li et al., 1996). A PP2A é uma fosfatase que controla a fosforilacdo de
diversas outras proteinas envolvidas na sinalizagdo celular e que tem grande
importancia na regulacdo da proliferacdo celular, crescimento, diferenciacdo e
apoptose(Janssens e Goris, 2001). Essas funcdes sao exercidas por meio da
desfosforilacdo de proteinas, como ERK (extracellular signal-regulated kinase) e Akt
(protein kinase B)(Li et al., 1996). Através da regulacédo destas vias a atividade de
PP2A exerce papel na supresséo tumoral, porém tem sido relatado a inibicdo de PP2A
em neoplasias de pulmdo e leucemias e sua ativacdo apoés interferéncias
farmacologicas (Oaks e Ogretmen, 2014).

Estudos de nosso grupo demonstram que a proteina SET esta superexpressa
e contribui para a sobrevivéncia celular e resisténcia ao estresse oxidativo em CECP
(Leopoldino, A. M. et al., 2012). Além disso, ela participa no fenébmeno de transicao
epitélio-mesenquimal, no qual células epiteliais adquirem fenétipo mesenquimal e
perfil metastatico (Sobral, L. M. et al., 2014). No trabalho publicado por Sobral et al.
em 2014, observou-se que o silenciamento estavel da proteina SET utilizando-se a
técnica de short-harpin levou a diminuicdo da proliferacdo celular e a sensibilidade a
morte pelo tratamento com cisplatina in vivo em modelo de xenoenxerto gerados a
partir da linhagem HN12. Por outro lado, observou-se que essa reducdo da proteina
SET estimulou o aumento da migracdo, invasdo e metastase. Esses achados
evidenciam que ha potencial atuacédo da SET na prevencéo de metastases em CECP.
Ndo somente, em 2017 Sobral et al. demonstraram que o aumento dos niveis
proteicos de SET contribuem para a transformacédo maligha de queratinécitos orais
normais e imortalizados em queratindcitos com caracteristicas neoplasicas em
decorréncia do aumento da fosforilacdo de Akt e c-Myc além da capacidade
tumorigénica em modelo de xenoenxerto utilizando camundongos Balb-C nude
(Sobral et al., 2017). Portanto, a funcionalidade da SET em CECP requer mais
investigacbes uma vez que 0s mecanismos moleculares e as vias de sinalizagéao

necessitam serem amplamente identificados.
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1.3-SphK1 (Esfingosina quinase 1)

Dentre os lipidios presentes nas membranas celulares, os esfingolipidios
representam a classe que promove sustentacdo estrutural, formando uma barreira
protetora e é sitio de adesdo de proteinas extracelulares. Porém, além de
desempenharem papel na estrutura das membranas celulares, os esfingolipidios
também modulam redes de sinalizagbes intracelulares que influenciam na
senescéncia, na diferenciacdo, na apoptose, na migracdo, na proliferacdo e na
angiogénese (Hannun e Obeid, 2018).

As multiplas faces dos mecanismos dos esfingolipidios faz do estudo de sua
regulacdo algo complexo, ja que estdo interconectados entre si em uma rede de
sinalizacdo.Dada a sua posicao privilegiada no metabolismo dos esfingolipidos, a
expressdo da proteina esfingosina quinase 1 (SphK1) afeta o equilibrio entre os
esfingolipidos envolvidos nos mecanismos de ativacdo da apoptose e da
sobrevivéncia celular determinando o destino das células, o que caracteriza essa
enzima em uma posicao reguladora principal para um potencial oncogene (Heffernan-
Stroud e Obeid, 2013).

Estudos observaram maiores niveis de SphK1 em varios tipos de tumores
sélidos, incluindo mama(Maczis et al., 2016), ovario(Yang et al., 2012), colorretal
(Long et al., 2016), além do pulmé&o(Johnson et al., 2005), figado (Wang e Wu, 2018)
e cancer oral (Facchinetti et al., 2010). No cancer oral, o aumento da expresséo de
SphK1 resulta na alteracdo no balanco entre os esfingolipidios, ocasionando o
aumento de S1P, que é responsavel pela ativacao de diversas vias de sobrevivéncia,
dentre elas: PI3K/Akt, MAPK, NFkB, Bcl-2, entre outras(Takabe et al., 2008;
Facchinetti et al., 2010; Tamashiro et al., 2013). Ainda, a maior expressao de SphK1
em cancer oral esta correlacionada com estagio avangado do tumor e recidiva(Sinha
et al., 2011). Camundongos atimicos Balb-C nude que receberam células de cancer
oral com redugdo de SphK1, por small interference RNA (siRNA), foram mais
sensiveis a radiacdo e tiveram maior reducdo tumoral em comparagdo aos grupos
com niveis normais de SphK1 (Sinha et al., 2011; Tamashiro et al., 2013). Estes
estudos sugerem a SphK1 como potencial alvo e com ac¢des importantes em cancer
oral, onde sua inibicdo ou reducéo pode contribuir para a regressao tumoral (White et

al., 2016). Entretanto, faz-se necesséaria uma investigacado mais ampla da SphK1 e



Introducgéo 7

sua correlacdo com outras proteinas sabidamente alteradas em CECP, tais como SET
e PP2A.

1.4- Morte celular: apoptose, necrose e autofagia

A busca por farmacos e compostos que atuem de maneira eficaz e com
minimos efeitos colaterais no tratamento do CECP é uma constante das pesquisas
cientificas. Observando-se melhor eficacia desses agentes no tratamento das
neoplasias, tem-se entdo a necessidade de compreender 0s mecanismos envolvidos
na inducdo da morte celular para que assim novos agentes possam ser desenvolvidos
para atuarem sinergicamente nessas vias.

A apoptose € um tipo de morte celular programada que possui uma via de
sinalizacao finamente controlada como uma de suas fung¢des primarias a eliminacao
de células e organelas danosas ao organismo sejam elas infectadas por patdgenos,
danificadas (Adams, 2003). A apoptose é caracterizada pela ativacdo das caspases,
gue sao proteinas de classificacdo cisteina protease responsaveis pela iniciacao,
execucdo e regulacdo do processo apoptotico (Thornberry, 1998; Thornberry e
Lazebnik, 1998). As caspases tém acao proteolitica nos residuos de aspartato das
proteinas alvo e séo sintetizadas nas formas de zimogénios inativos, que sdo ativados
apos clivagem. Assim, as caspases sdo classificadas, de acordo com a fase do
processo que estdo atuantes, em caspases iniciadoras (caspases 2,8,9 e 10),
caspases efetoras (caspases 3,6 e 7). As iniciadoras séo ativadas por clivagem em
seu pro-dominio apds estimulo apoptético externo, clivam as caspaes efetoras
tornando estas também ativas, as quais, por sua vez, sdo responsaveis por agir sobre
substratos celulares ocasionando colapso intracelular por meio da desintegracao do
citoesqueleto, desarranjo metabolico e fragmentacdo genémica (Thornberry, 1998;
Adams, 2003; Riedl e Shi, 2004; Li e Yuan, 2008). Além disso, essa ativacdo em
cascata gera nas células ativacdo de endonucleases, rompimento da membrana
celular, condensacéo nuclear, formacao de blebs na membrana e corpos apoptéticos
e a exposicdo do residuo de fosfatidilserina na membrana plasmética para
reconhecimento por fagocoticos. (Eguchi et al., 1997).

Este tipo de morte celular ocorre por duas vias principais: a extrinseca e a

intrinseca, ambas ativadas por caspases e interconectadas, sendo que as proteinas
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da via extrinseca podem influenciar a via intrinseca (Fulda e Debatin, 2006; Elmore,
2007). A via intrinseca, resumidamente, € desencadeada em resposta a estimulos de
morte gerados intracelularmente, tais como ativacdo de oncogenes, danos genéticos
irreparaveis, altas concentracdes de calcio no citosol, hipdxia e estresse oxidativo.

Neste tipo de via a mitocondria das células sinaliza o estimulo de morte
liberando do espaco intermembrana mitocondrial para o citoplasma diversas
proteinas, como por exemplo o citocromo ¢, Smac/DIABLO (second mitochondria-
derived activator of caspases / direct inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with
low pl) entre outras, o que culmina na ligagdo destas com fatores anti-apoptéticos
como XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), um inibidor de caspases 3 e 9, e
APAF1 que apos ligacdo com citocromo ¢ muda de conformagdo permitindo que
APAF1 se ligue ao ATP/dATP e forme o apoptossomo, mediando a ativacdo de
caspase 9, o que desencadeia a cascata de ativacdo de caspases culminando no
processo de morte por apoptose (Jiang e Wang, 2000; Riedl e Salvesen, 2007; Tait e
Green, 2010).

A via extrinseca, resumidamente, é iniciada pela interacdo de ligantes
extracelulares indutores de morte como FasL, TRAIL e TNF, aos seus receptores, Fas,
TRAILR e TNFR1. Os receptores de morte possuem um dominio de morte, que
guando ha interacéo de ligante e receptor ha a formacao de um complexo que expde
seu dominio de morte recrutando proteinas adaptadoras que sequestram as caspases
inciadoras 8 e 10 para formar um complexo denominado de DISC (Death-Inducing
Signalling complex) levando a clivagem e ativacéo da caspase efetora 3 (Boatright e
Salvesen, 2003). A funcédo do complexo DISC na ativacédo da caspase 8 é homadloga
a funcdo do apoptossomo na ativagcdo da caspase 9, embora os mecanismos
moleculares deste complexo ndo estejam bem estabelecidos (Boatright e Salvesen,
2003).

Em certas condi¢des a apotose pode ndo ser eficiente para eliminar uma célula
gue tenha sofrido algum dano, sendo entdo ativada a via de morte denominada
necrose. A necrose € caracterizada por alteraces metabdlicas que causam grave
deplecéo de ATP, quebra do equilibrio ibnico , inchamento mitocondrial e celular, acao
de enzimas degenerativas o0 que resulta em ruptura da membrana plasmatica, perda
de proteinas, metabdlitos e ions intracelulares no meio extracelular (Danial e

Korsmeyer, 2004; Linkermann e Green, 2014). Neste tipo de morte ndo ha o
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envolvimento de caspases, e frequentemente acontecem simultaneamente reacoes
inflamatérias apos estimulos de dano celular agudos ou acidentais (quimicos ou
fisicos), ocorrendo entdo de forma ndo programada. Entretanto estudos tém
demonstrado que a morte por necrose pode ser de certa forma coordenada ou
programada possuindo uma via de sinalizagéao finamente regulada.

Desta forma para diferenciar os dois tipos, € utilizado o termo necroptose que
significa em termos o processo de morte celular necrético que possui um mecanismo
de regulacdo molecular (Degterev et al., 2005; Jain et al., 2013). A necroptose é
ativada por estimulos semelhantes ao da via extrinseca da apoptose, entretanto, ndo
possui 0os reguladores chaves como as caspases. A caracteristica da célula em
necroptose é de perda da integridade da membrana plasmatica, disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo e auséncia de fragmentacédo nuclear as quais sao
caracteristiscas semelhantes ao processo de necrose. A via necroptética em sintese,
envolve especialmente a proteina RIP1 quinase que ativada gera uma cascata de
eventos e por fim se liga a RIP3, recrutando a proteina MLKL (Mixed lineage kinase
domain-like protein) e levando aos sinais caracteristicos deste tipo de morte celular
(Galluzzi e Kroemer, 2008; Kroemer e Pouyssegur, 2008; Ofengeim e Yuan, 2013).

As células neoplasicas podem ser resistentes aos tratamentos. Hu e Xuan
descreveram que quando o tratamento é baseado na inducdo de apoptose, algumas
células podem se tornar resistentes (Hu e Xuan, 2008). Isto também pode ocorrer com
tratamentos baseados na inducdo de necrose. Desse modo, € necessario o uso de
tratamentos baseados na indugcdo de apoptose, de necrose e de outra via de morte
celular para inibir a inducéo de células resistentes a terapia .

Por outro lado temos a autofagia, que é um processo conservado durante a
evolucdo que ocorre em células eucaridticas caracterizado pela degradacdo de
componentes celulares nos lisossomos (Dice, 1987; Kondo et al., 2005). Esse
processo € utilizado pelas células para adaptacdo as flutuacdes de condicbes
externas e metabdlicas que as células podem ser expostas, visando a manutengao da
homeostase celular, incluindo temperatura, substancias quimicas, pH, concentracdes
de metabdlitos, hormdnios, citocinas, infecgdo por patdégenos, privagao nutricional,
stress metabdlico, hipdxia, e crescimento celular desordenado, tal como ocorre no
cancer (Ohsumi, 2014; Ndoye e Weeraratna, 2016). Até certo limiar as flutuacdes
podem ser consideradas como estresses, pois durante a resposta a um estresse sub-

letal as células se modificam rapidamente e adaptam seu metabolismo conseguindo



Introdugéo 10

se protegerem, sendo assim neste contexto um mecanismo de defesa da célula a
situacfes ndo homeostaticas (Mortimore et al., 1989; Kroemer et al., 2010). Na
autofagia temos um processo em massa com capacidade de degradar proteinas e
organelas (reticulo endoplasmatico, mitocéndrias, peroxissomos e ribossomos, além
do nucleo) diferindo do do sistema ubiquitina-proteassoma, que é responsavel pela
degradagao de proteinas de curto tempo de meia-vida apenas. No processo
autofagico apos degradacdo das proteinas e organelas ndo funcionais tem o0s
produtos da degradacéao utilizados pelas proprias células na biossintese de novas
estruturas, o que garante a sobrevivéncia e homeostase celular (Kaur e Debnath,
2015).

A autofagia é dividida em trés tipos de processos: macroautofagia,
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. A macroautofagia €
caracterizada pela formagdo de uma vesicula de dupla-membrana denominada
“autofagossomo”, neste processo de formacéo da carga autofagica e maturacao do
autofagossomo é imprescindivel a participacdo da proteina LC3 e p62 que se liga a
proteinas ubiquitinadas e as entrega aos autofagossomos por meio do seu dominio
de interacdo com LC3. O autofagossomo entédo engloba o contetdo a ser degradado,
e posteriormente tem sua membrana externa fusionada a membrana dos lisossomos
para adquirir atividade hidrolitica, formando os “autolisossomos”, onde ocorre a
degradacgao pelas enzimas lisossomais do contetdo agrupado para reciclagem (Lin e
Baehrecke, 2015). A microautofagia refere-se ao processo de invaginagao da
membrana lisossomal ou endossomal, resultando em englobamento direto do
substrato e posterior degradacao via proteases lisossomais (Komatsu e Ichimura,
2010). Na autofagia mediada por chaperonas, o conteudo (proteinas) a ser degradado
nao é sequestrado em autofagossomo. As proteinas a serem degradadas possuem
um dominio reconhecido por chaperonas citosoélicas, que por sua vez promovem a
translocagao do conteudo reconhecido diretamente ao lumen dos lisossomos(Kaur e
Debnath, 2015). No presente trabalho, o fendmeno relevante é a macroautofagia, que
sera denominada simplesmente autofagia.

Imperfeicbes no processo autofagico tém sido associadas ao acumulo de
macromoléculas e organelas, principalmente mitocéndrias, defeituosas ou
danificadas, favorecendo o estresse oxidativo, danos ao DNA e instabilidade da
cromatina. Essas condicfes, associadas ao acumulo de muta¢cées em oncogenes,

aumentam a suscetibilidade ao desenvolvimento de neoplasias (Choi, 2012).A
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autofagia em células tumorais j4 estabelecidas em condicbes como o estresse
metabodlico (resultante de oxigenacdo insuficiente, privacdo de nutrientes e/ou
aumento da demanda energética) tem sido associada como forma de obtencdo de
nutrientes e energia. Além disso, a autofagia pode ser utilizada como mecanismo de
escape aos tratamentos quimioterapicos, resultando em sobrevivéncia da célula
tumoral (Zhang et al., 2010; Choi, 2012). Por outro lado, o restabelecimento da
autofagia em células de cancer de mama bloqueou o processo tumorigénico (Liang et
al., 1999). Embora a autofagia seja primordialmente um mecanismo de protecéo, o
seu papel na morte celular & altamente dependente do contexto celular. Se as
condicbes metabdlicas desfavoraveis avancam além do necessario, 0 consumo
autofagico excede a capacidade celular de sintese e promove a morte celular. Esse
tipo de morte, classificado como “morte celular programada do tipo II” ou “morte celular
autofagica”, ocorre principalmente em células submetidas a quimio ou radioterapia
(Tsuchihara et al., 2009; Choi, 2012). Sendo a conexdo entre autofagia e o
metabolismo tumoral de grande interesse e alto potencial na pesquisa clinica em

cancer.

1.5 - FTY720 (Fingolimod)

A terapia usual contra o cancer permanece sendo a ressecc¢do cirirgica
associada ou nao a radioterapia. Entretanto, quando ha o espalhamento do tumor
primario para outros 6rgaos, extravassavento capsular, tumores nao operaveis e em
casos de recorréncia faz-se necessario a utilizagdo de quimioterapia. A quimioterapia
age sistemicamente e de maneira ndo seletiva somente nas células neoplasicas. Por
esse motivo, esses medicamentos devem ser usados em doses sub-0timas com o
intuito de reduzir a citotoxicidade e os efeitos colaterais decorrentes do tratamento. As
altas taxas de recidiva e de mortalidade em casos que apresentam metastase
estimulam a busca por novos agentes quimioterapicos contra o cancer oral.

Compostos que ativam a PP2A ou que atuam inibindo a SET, tém sido
discutidos como potenciais drogas para o tratamento de cancer, pois sdo compostos
gue efetivamente antagonizam o desenvolvimento e progressao neoplasica(Cristobal
et al., 2015; Arriazu et al., 2016). Um novo composto que tém sido alvo de estudos
pré-clinicos, em alguns tipos de cancer, € o fingolimod (FTY720) que apresenta

analogia estrutural com o lipideo bioativo esfingosina (White et al., 2016). O FTY720
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€ uma droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso no
tratamento de pacientes com esclerose multipla. Ele € administrado por via oral e
possui alta biodisponibilidade, atoxicidade e ndo tumorigenicidade em ensaios com
animais (Brunkhorst et al., 2014). Tem sido demonstrado seu uso como potente
inibidor do crescimento tumoral e angiogénese(Lamontagne et al., 2006) em varios
tipos de neoplasias como por exemplo, cancer de préstata (Tonelli et al., 2013), mama
(Lim et al., 2011), pulmé&o (Saddoughi et al., 2013), figado (Ho et al., 2005), pancreas
(Shen et al., 2007), bexiga (Azuma et al., 2003), rim (Thangada et al., 2014), célon
(Xing et al., 2014),ovario(Zhang et al., 2013), diferentes formas de leucemia e linfoma
(Neviani et al., 2007; Liu et al., 2008) e, mais recentemente , em cancer oral
(Velmurugan et al., 2018). O FTY720 tem sido proposto como droga antitumoral por
apresentar-se como indutor de morte celular, inibidor da transicdo epitélio-
mesénquima, atenuacdo da metéstase e reducgdo da inflamacéo tanto in vitro quanto

in vivo(Patmanathan et al., 2015).

Estudos demonstraram que o FTY720 induz tanto apoptose quanto
necroptose, bem como autofagia. (Zhang et al., 2010; Estrada-Bernal et al., 2012;
Saddoughi et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2015). Em linhagens de
glioblastoma que tiveram o processo autofagico inibido, a acdo do FTY720 como
indutor de morte celular foi reduzida. Isto indica que a autofagia € um coadjuvante
importante no processo de morte celular ativado por este composto neste tipo tumoral
(Zhang et al., 2015).

Em termos de mecanismo de acédo, € proposto que o FTY720 rompe a
interacdo SET-PP2A seguida pela ativacdo da PP2A, permitindo assim que a
fosfatase exerca suas funcdes na célula (Neviani et al., 2007).Além dos efeitos na
ativacdo de PP2A, FTY720 também vém sido estudado como um mimético de
esfingosina inibindo sua fosforilagdo para esfingosina-1-fosfato (S1P)(Takabe et al.,
2008; Maczis et al., 2016). Para exercer tal efeito, o FTY720 inibe a
esfingosinaquinase 1 (SphK1 — sphingosine kinase 1), resultando na diminuicdo de
S1P seguida da diminuicdo da viabilidade e proliferacdo celular em cancer intestinal,
de préstata e mama por exemplo (White et al., 2016).

No cancer oral ha alteracdes da relacdo entre de ceramidas e S1P que
resultam na sustentacao do sinal proliferativo principalmente pela atividade de SphK1

(Heffernan-Stroud e Obeid, 2013). Além dessa via, ha também a super expressao da
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proteina SET, inibindo a atividade supressora tumoral de PP2A o que caracteriza
alvos importantes do FTY720 neste tipo de cancer. Assim, dado os efeitos descritos
por FTY720 em outros tipos tumorais e, recentemente, em cancer oral, ha relevancia
no estudo desse composto em CECP e uma compreensao aprofundada do seu
mecanismo de acdo. Para tanto, a abordagem inicial é identificar em quais
mecanismos moleculares sofrem interferéncias apos o tratamento com FTY720.
Com base em estudos prévios de nosso grupo que mostraram acumulo da
SET no CECP e em trabalhos recentes que mostram o efeito antitumoral de FTY720
em outros tipos de cancer que também tem a SET acumulada, temos como hipétese,
nesse contexto, que, como entre os efeitos descritos por FTY720, um deles é a
ativacao de PP2A e no CECP temos uma inibicdo desta pelo aumento da I2PP2A ou
SET, o tratamento com este composto nestas células iria reverter essa inibicao
ativando PP2A e promovendo a morte celular assim como os efeitos sobre os
esfingolipideos ativados pela inibicdo de SphK1, gerando aumento da apoptose e

reducao tumoral em animais com tumores xenoenxerto de linhagem de CECP.



Objetivos 14

2. Objetivos

2.1- Objetivo geral

>

Investigar o potencial efeito antitumoral do FTY720 em CECP e o seu

mecanismo de a¢do com avaliacao do envolvimento da proteina SET.

2.2-Objetivos especificos:

>

Determinar a atividade da fosfatase PP2A em linhagens CECP com e
sem exposicao ao FTY720 utilizando ensaio enzimatico especifico;
Determinar a citotoxicidade do FTY720 em linhagens celulares de CECP
com e sem reducao da proteina SET,;

Analisar as vias de sinalizacado de resposta ao FTY720 em linhagens
CECP in vitro e possivel tipo de morte celular ativada,;

Avaliar a resposta ao tratamento com FTY720 no desenvolvimento dos
tumores xenoenxerto subcutaneo no dorso de camundongos BALB/c

nude a partir de linhagem de CECP.
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3. Materiais e Métodos

3.1-Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens celulares humanas de carcinoma espinocelular de
cabeca e pesco¢co HN6, HN12, HN13(Cardinali et al., 1995) e SCC9 (ATCC) e uma
linhagem celular de queratindcito oral normal espontaneamente imortalizado (NOK-
SI, normal oral keratinocyte spontaneuosly immortalized) (Martin et al.,, 2014) .As
linhagens HN6, HN12, HN13 e NOK-SI foram doadas pelo Prof. Dr. Silvio Gutkind,
University of California San Diego (UCSD) Department of Pharmacology and Moores
Cancer Center, San Diego, CA, Estados Unidos da América (EUA). Todas as

linhagens utilizadas sdo HPV negativas (Martin et al., 2014).

3.1.1 — HN6, HN12 e HN13

3.1.1.1 - HN6 € uma linhagem celular estabelecida a partir de células
neoplasicas na lingua advindas de paciente do sexo masculino, cujo tumor
apresentava classificacdo T3N2bMO (T3: Tumor com mais de 4 cm em Seu maior eixo;
N2b: Metastase em multiplos linfonodos isolaterais, porém nenhum com mais que 6
cm em seu maior longo eixo; MO: Auséncia de metastase a distancia)(Cardinali et al.,
1995).

3.1.1.2 - HN12 é uma linhagem celular tumorigénica e metastética derivada
de células metastaticas linfonodais de um paciente do sexo masculino com tumor
primario presente na lingua. O tumor primario apresentava classificagdo T4N1MO (T4:
Tumor com alta capacidade invasiva; N1: Metastase em um unico linfonodo isolateral,
com 3 cm ou menos na maior dimensdo; MO: Auséncia de metastase a
distancia)(Cardinali et al., 1995).

3.1.1.3- HN13 € uma linhagem celular derivada de células neoplasicas na
lingua de um paciente do sexo feminino, classificada como T2N2MO (T2: Tumor com

mais de 2 cm mas nao mais de 4 cm em sua maior dimensdo; N2: Metastase em um
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Unico linfonodo isolateral, com mais de 3 cm, mas ndo mais de 6 cm em sua maior

dimenséo; MO: Auséncia de metastase a distancia (Cardinali et al., 1995).

3.1.2 - SCC9

SCC9, obtida comercialmente da American Type Culture Collection (ATCC), é
uma linhagem celular tumorigénica derivada de células neoplasicas de lingua de um
paciente do sexo masculino, classificada como T2N1MO (T2: Tumor com mais de 2
cm mas ndo mais de 4 cm em maior dimensao; N1:Metastase em um unico linfonodo
isolateral, com 3 cm ou menos na maior dimenséo; MO: Auséncia de metastase a
distancia)(Rivera, 2015).

3.1.3 - NOK-SI

NOK-SI (Normal Oral Keratinocytes-Spontaneously Immortalized) é uma
linhagem celular que apresenta caracteristicas de queratindcito oral normal e foi obtida
a partir do epitélio de revestimento de gengiva normale espontaneamente

imortalizadas (Castilho et al., 2010).

3.2 - Cultivo celular

As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Media(DMEM, D5648; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS, Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), penicilina
(10.000 Ul/mL), estreptomicina (10 mg/mL) e anfotericina B (25 pg/mL) (A59555,
Sigma-Aldrich) formando a solugao de “DMEM completo”.A linhagem celular SCC9 foi
cultivada utilizando-se meio de cultura DMEM/F-12(51445C, Sigma Aldrich)
suplementado com todos os compostos supracitados para DMEM, adicionalmente a
solugédo de HEPES (15 mM) (H0887, Sigma)e hidrocortisona (400 ng/mL) (H4001,
Sigma). Todas as células foram mantidas em condi¢Bes assépticas em incubadora
com atmosfera umida de 5% de CO2 a 37°C e entre 2 a 10 passagens durante todos

experimentos.
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As aliquotas congeladas em nitrogénio liquido, obtidas para todos os
experimentos, foram descongeladas em banho-maria a 37°C, diluidas em uma
proporcao de 1:10 de meio de congelamento (FBS + 5% Dimetilsulféxido[DMSQ]) e
meio DMEM completo, centrifugadas a 161 g em temperatura ambiente (TA) por 5
minutos e entdo semeadas em garrafas médias de 75 cmz? para expansao. Apés atingir
confluéncia de 70% ou mais, as células foram submetidas a lavagem com salina
tamponada com fosfato (Phosphate-buffered saline, PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
NazHPOs 9,1 mM, KH2POs 1,8 mM, pH 7,4; Sigma Aldrich) e posteriormente
incubadas a 37°C com soluc¢do de Tripsina-EDTA (T4174, Sigma Aldrich). Cada
linhagem utilizada apresenta tempo diferente para ac¢ao da tripsina, variando entre 8
a 15 minutos. Apos esse periodo, no qual as células se soltam do fundo da garrafa,
realiza-se a inativagdo da tripsina utilizando-se DMEM completo. Apés inativacao
seguida da coleta em tubos cbnicos, as células sdo centrifugadas nas condi¢cdes
supracitadas e nova solucdo de DMEM completo é adicionado para posterior
contagem em camara de Neubauer seguida de acondicionamento em determinadas
concentragdes celular em novas placas de cultura (100 mm de diametro ou, 6, 12, 24
e 96 pocos) de acordo com o experimento a ser realizado. Salienta-se ainda que as
células sdo mantidas em incubadora por pelo menos 24 h antes de qualquer
manipulagdo experimental. As células foram mantidas em condi¢des isentas de soro
durante 16 h (Martin et al., 2014) previamente a adicdo de FTY720 e/ou outros

reagentes e mantidas durante o periodo indicado em cada experimento.

3.3- Outros reagentes utilizados

Tabela 1: Reagentes utilizados durante o estudo.

Reagente Abreviatura Fabricante Caodigo
Acido Ocadaico AO Sigma-Aldrich 04511
Fingolimod FTY720 Sigma-Aldrich SML0700
3-Metiladenina 3-MA Sigma-Aldrich M9281
Q-VD-OPh QVvD Sigma-Aldrich SML0063
Necrostatina-1 NEC1 Sigma-Aldrich N9037
MG132 MG132 Sigma-Aldrich M7449
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4. Procedimentos Experimentais

4.1 - Atividade de fosfatases serina/treonina incluindo PP2A

Para determinar a atividade da enzima PP2A, cuja inibicdo € realizada pela
SET que estd aumentada em CECP, realizamos este ensaio afim de analisar os niveis
de atividade em linhagens de CECP e verificar se 0 FTY720 atua nesta enzima chave
para o processo de supressao tumoral.

A atividade de treonina-fosfatase-2A (PP2A) foi quantificada utilizando o
sistema de ensaio Serina / Treonina-Fosfatase (Promega; V2460) com o peptideo
sintético Thr RRA(pT)VA (Promega). Para este ensaio, as células foram lisadas com
Cellytic M (Sigma-Aldrich; C2978) contendo um coquetel inibidor de proteases (Sigma-
Aldrich; P8340); o fosfato livre foi eliminado dos lisados utilizando uma resina
Sephadex G-25 (Promega). Para as medidas da atividade da fosfatase, foi obtida uma
curva padrao de fosfato com 0, 100, 200, 500, 1.000 e 2.000 pmol de fosfato. As
amostras (2,5 ug de proteina total) foram incubadas com ou sem 12 nM de acido
ocadaico (AO, Sigma-Aldrich; O4511) por 15 minutos em temperatura ambiente. A
reacdo foi realizada utilizando-se placa de 96 pocos adicionando as amostras o
tampdo de reacdo PP2ase-2A 5 X (imidazole 250 mM, pH 7,2, EGTA 1 mM, (-
mercaptoetanol 0,1%, albumina sérica bovina 0,5 mg / mL); Sigma-Aldrich; 117525;
E4378; M3148; A7906]) e o peptideo de fosfo-treonina durante 10 minutos a 30 °C. A
reagao foi interrompida por meio de incubag&o com corante de molibdato durante 15
minutos e a absorbancia foi determinada em 595 nm utilizando um leitor de
microplacas (Bio-Rad). Os célculos foram realizados seguindo as especificacdes do

fornecedor do kit.

4.2- Silenciamento por short hairpin RNA (shRNA)para SET e SphK1

Afim de avaliarmos a influéncia da SET e SphK1 nos tratamentos propostos
realizamos uma técnica de Knockdown ou silenciamento desta proteina nas linhagens
selecionadas e posteriormente o tratamento com FTY720. O silenciamento de RNA
foi realizado em células HN12 e SCC9 utilizando-se plasmideo previamente
selecionado contendo shRNA para SET (TRCN0000063717; NM_003011.1-467s1c —
Sigma-Aldrich) (Leopoldino, A. M. et al., 2012) e para Sphkl. Foram testados cinco
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plasmideos com diferentes sequéncias de shRNA para SphK1 sendo selecionado
aquele com maior eficiéncia (NM_182965.1-1779; Sigma-Aldrich) para os
experimentos. Além disso, um shRNA para um alvo ndo-mamifero (shControl;
pLKO.1puro; SHC002; Sigma-Aldrich) foi usado como controle negativo. As células
foram selecionadas com adi¢cdo de puromicina (1 yg/mL) no meio de cultura por 10

dias e a eficacia do silenciamento de RNA foi confirmada por Western blotting.

4.3 - Western blotting

Alteragbes em proteinas chaves podem disparar mecanismos celulares, de
morte e autofagia, que sao efeitos descritos para a acdo de FTY720 em outras
linhagens. As proteinas foram extraidas das células utilizando-se o tampéao CelLytic
M (Sigma-Aldrich) contendo coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (Sigma-
Aldrich; P8340; P0044) e centrifugacdo a 20.000 g durante 15 min a 4 °C. A
concentracao de proteinas foi determinada utilizando-se ensaio de Bradford (Bradford,
1976) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA)conforme as recomendacgdes do
fabricante. Quantidades iguais de proteina total (30 pg) de cada amostra foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio a
10% (SDS-PAGE) e transferidas para uma membrana de PVDF (GE HealthCare,
Freiburg, Alemanha). Os sitios de ligacdo ndo especificos foram bloqueados
utilizando-se leite em pdé desnatado a 5% (p/v) (Bio-Rad) em solucdo salina
tamponada com Tris (TBS) contendo Tween-20 a 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich; T9039).
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A seguir estdo listados os anticorpos utilizados no presente trabalho:

Tabela 2: Anticorpos primarios e secundarios utilizados nas técnicas de Western blotting e
imunofluorescéncia.

Anticorpos Origem Diluig&o Fabricante
primarios
Anti-LC3B Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-Caspase-8 | Camundongo 1:1000 Cell signaling
Anti-Caspase-3 Coelho 1:1000 Cell signaling
clivada
Anti-Calnexina Coelho 1:2000 Cell signaling
Anti-SphK1 Coelho 1:1000 Sigma Aldrich
Anti-p-62 Camundongo 1:1000 Santa Cruz
[SQSTML1 (D-3)]
Anti-SET Cabra 1:50000 Santa Cruz
Anticorpos Origem Diluicao Fabricante
secundarios
Anti-Coelho Cabra 1:10000 KPL
Anti-Camundongo Cabra 1:10000 KPL
Anti-Cabra Coelho 1:10000 KPL

Foram utilizados anticorpos secundarios (rabbit, goat e mouse) conjugados
com horsedish peroxidase. Os imunocomplexos foram visualizados usando o sistema
de ECL quimioluminescente (GE HealthCare) e filme de raios-X. Todos os
géis/membranas (SDS-PAGE) continham marcadores de peso molecular de proteina
(ladder de proteina) (Thermo Scientific; # 26619).

4.4 - Ensaio de viabilidade celular

Para determinar a citotoxicidade de FTY720 nas linhagens selecionadas
realizamos o ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo usando o marcador
iodeto de propideo. A viabilidade celular foi analisada apo6s incubacédo (24 h) com

FTY720 (0, 4, 8, 12, 16 e 20 uM) em combinacdo ou ndao com inibidores especificos
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para autofagia (3-MA, 5 mM), apoptose (QVD, 25 uM) e necroptose (Necrostatina-1,
20 uM). Todo o tratamento com inibidores foi iniciado 2 horas antes do tratamento com
FTY720, o qual foi mantido durante 24 h, exceto quando o inibidor utilizado for 3-MA
o qual foi mantido durante 6 h e, posteriormente, substituido por diluente e / ou outras
combinacdes de tratamento. As células foram coletadas utilizando solugéo de tripsina-
EDTA (Sigma-Aldrich; T4174), lavadas e suspensas em solucdo tamponada com
fosfato (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM e KH2PO4 2 mM, pH 7,4
[Sigma-Aldrich C31434; Merck # 1049361000 Sigma-Aldrich P31413; Sigma-Aldrich
P5655]) (PBS) a 37°C. Solucdo de iodeto de propideo (1 pg/mL) (Sigma-Aldrich;
P4170) foi adicionado e a viabilidade celular avaliada por citometria de fluxo utilizando-
se equipamento BD FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA). Foram analisadas

10.000 células por grupo.

4.5 - Ensaio de atividade da lactato desidrogenase

A enzima lactato desidrogenase, quando presente no meio extracelular, é
marcador de dano celular por necrose, afim de avaliarmos se este processo ocorre
apos o tratamento com FTY720 realizamos 0 ensaio enzimatico desta proteina. Apés
incubacédo das células com FTY720 (0, 4, 8 e 12 uM) durante 24 horas, 0 meio de
cultura celular (0,5 mL) foi coletado em tubo estéril e centrifugado a 1.000g durante 5
minutos em temperatura ambiente. Salienta-se que se manteve as condicbes de
cultura previamente descritas, porém utilizou-se meio de cultura sem vermelho de
fenol. Subsequentemente, 100 pL do sobrenadante foram transferidos para uma
microplaca de 96 pogos (BD Falcon; # 353219) e homogeneizadas com 50 pL de PBS
pH 7,4 e mantido a 37°C. A monitorizagcdo cinética da atividade da lactato
desidrogenase (LDH) foi realizada espectrofotometricamente a 340nm durante 10
minutos em intervalos de 40 segundos, imediatamente apés a adicdo de 1,44 mM
NADH (Sigma-Aldrich, N4505) e piruvato de sodio 4,8 mM (Sigma-Aldrich; S6422)
(Haslam et al., 2000). Os valores foram determinados como: diferenca da absorbancia
inicial subtraida da absorbancia final e expressa como fold change. O grupo controle

foi usado para normalizacéo.
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4.6- Microscopia Optica e Microscopia eletrdnica de transmisséo

A autofagia é um processo desencadeado apés o tratamento com FTY720,
para iniciarmos a avaliacdo deste processo analisamos as alteracdes morfologicas
das células. Apos seis horas de tratamento com FTY720, as células HN12 e SCC9 -
nas diferentes condicdes experimentais - foram fotografadas em microscopio Optico
invertido (Zeiss Axiovert 40 inverted microscope). Em seguida, as células foram
coletadas apOs tripsinizacdo, centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente (T.A.) e submetidas a fixacao(paraformaldeido4%, 0,5% de
glutaraldeido em tampé&o de cacodilato de sodio a 0,1 M, pH 7,4) por 24 horas a 4 °C.
Logo apés, as células foram lavadas utilizando-se o mesmo tampéo(3 vezes de 10
minutos cada), desidratadas em série crescentes de metanol (Merck-Alemanha) a
70%, 90% e 100% (2 vezes de 15 minutos cada), pré-incubadas em solucéo 1:1 de
100% de metanol e resina LRGold (London Resin Co., Reading, Berkshire, UK) e
mantidas sob agitacdo durante 18 horas a -20 °C. Todas as trocas de solucéo foram
realizadas ap0s centrifugacdo das células a 600g durante 10 min. As células foram
entdo incubadasdurante duas horas em LRGold e entéo transferidas para capsulas
de gelatina contendo LRGold, centrifugadas a 2300 rpm durante 15 min e
polimerizadas sob luz UV durante 24 horas a -20 °C. Cortes ultrafinos (~70 nm) das
células foram coletados em telas de niquel e contrastadas em acetato de uranila 2%
e citrato de chumbo durante 15 minutos em cada (Mello et al., 2015). A analise
ultraestrutural e aquisicdo das imagens das células foi realizadaem colabora¢édo com
a Professora Doutora Cristiana Damas Gil no microscopio eletrénico de transmissao
Zeiss EM900 (Carl Zeiss) do Departamento de Morfologia e Genética da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Sao Paulo, SP.

4. 7-Imunofluorescéncia

ApoOs os resultados de microscopia e westernblotting, e possiveis alteractes
relacionadas a autofagia, realizamos a marcacao fluorescente de proteinas que atuam
em conjunto na formacdo de componentes chaves do processo autofagico para
confirmacgdo deste processo apds o tratamento com FTY720. As células foram
incubadas com anticorpos primarios contra LC3B (LC3B (D11) XP) e P62 (SQSTM1)

e anticorpo secundario contra Ig de coelho conjugado com Alexa 555 (Invitrogen) e de
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camundongo conjugado com Dylight488 (ThermoFisher). O protocolo utilizado foi
aquele descrito por Sobral e colaboradores (Sobral, L. M. et al., 2014). Os nucleos
foram corados utilizando-se Hoechest (Sigma-Aldrich; B1155). As células foram
fotografadas em microscopio confocal de varredura a laser Leica TCS SP8 (Leica
Microsystem, Alemanha) usando-se objetivas de 63x com zoom digital de 3x. A barra

de escala foi definida como 20 um.

4.8- Superexpressao de SphK1 em células HN12

A SphK1 é uma proteina modulada por FTY720, afim de avaliarmos o efeito
desta apds os tratamentos propostos, realizamos 0 aumento na expressao desta.
Células HN12 (1 x 10°) foram plaqueadas em placa de seis pocos e transfectadas com
o vector pLenti6.3 / V5-DEST (Invitrogen) contendo a sequéncia de cDNA de SphK1
humana (NM_021972) e o vetor vazio como controle, utilizando o reagente de
transfeccao PolyJet™ (Sinagen®, Rockville, MD) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Apds 48 horas de transfec¢éo, as células contendo a constru¢do de DNA
com SphKlbem como as células contendo o vetor vazio foram mantidas sob 5 ug /
mL de blasticidina (Sigma-Aldrich) para selecéo.

Para confirmar a superexpressao de SphK1, assim como o silenciamento de
RNA para SphK1, os niveis de RNA SphK1 foram quantificados por gPCR (Reverse
transcription polymerase chain reaction quantitative real time). As células foram
submetidas a lise diretamente com TRIzol (Invitrogen, Life Technologies, NY, EUA)
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apos tratamento do RNA total com
RNAse |, este foi submetido a reacéo de transcrigéo reversa para obtengédo do DNA
complementar (cDNA) utilizando-seo kit Transcriptase Reversa SuperScript ™ ||
(Invitrogen). O qgPCR foi processado usando ensaio SphKl TagMan®
(Hs00184211 m1, Applied Biosystems) e GAPDH (Hs99999905 ml, Applied
Biosystems) seguindo as condi¢cdes recomendadas pelo fabricante no equipamento
StepOne plus ™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

A determinacdo dos niveis de expressdo do gene alvo foi realizada pela
quantificacdo relativa (RQ), utilizando-se a equacdo RQ = 222CT(Livak e Schmittgen,
2001). Para a RQ de cada amostra, foi utilizado o valor de CT (cicle threshold ou ciclo
limiar), definido apds a reagcdo, sendo este o ponto correspondente ao numero de

ciclos onde a amplificacdo atingiu o limiar de deteccéo de fluorescéncia. O valor do
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CT do gene alvo foi subtraido do valor do CT do normalizador (GAPDH; housekeeping
gene) resultando no valor de ACT; o valor de ACT do gene alvo foi entdo subtraido do
valor do ACT do calibrador (células com vetor vazio = controle), e assim foi
determinado o valor de AACT. Este valor foi utilizado na férmula do nivel de expresséo
FC = 2-24Ct (normalized fold change relative to calibrator), onde o nimero 2 representa
a somatéria da eficiéncia do gene alvo e do normalizador, considerando que ambos
0s genes possuem 100% de eficiéncia (Livak e Schmittgen, 2001). O controle negativo

contendo agua foi adicionado em todas as reacoes.

4.9- Alamar Blue (ensaio da resazurina) e coeficiente de interacdo de compostos
(CID)

Afim de testarmos a possivel atuacdo sinérgica de 3-MA com FTY720,
realizamos testes de citotoxicidade com os dois compostos em conjunto. O
coeficiente de interacédo entre compostos (CID) foi determinado para os tratamentos
com FTY720 e 3-MA nas células HN12. Para tal, utilizou-se o método colorimétrico de
Alamar Blue® em células plaqueadas em microplacas de 96 pocos e na confluéncia
de 60%. ApoOs o tratamento com diferentes concentracbes de FTY720 durante 24
horas combinadas e ndo combinadas com 5 mM de 3-MA, a viabilidade celular foi
determinada como descrito por O'brien e colaboradores(O'brien et al.,
2000).Resumidamente, o reagente colorimétrico foi adicionado na concentracao final
de 0,01 mg / mL e as células foram mantidas durante quatro horas nas condi¢des de
cultura padrdo e protegidas da luz. A fluorescéncia do reagente Alamar Blue®
reduzido foi medida utilizando um leitor de microplacas nos comprimentos de onda
com 530/25 nm de emissdo e 590/35 nm de excitacdo. Os resultados séo
apresentados como porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle (veiculo).
O CID foi calculado para o tratamento combinado como descrito por Chou e
colaboradores (Chou, 2010). As interacdes foram definidas como: efeito aditivo
guando CID = 1, efeito antagbnico quando CID> 1, efeito sinérgico quando CID <1 e

efeito sinérgico significativo quando CID <0,7.
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4.10- Andlise de esfingosina-1-fosfato e ceramida por cromatografia liquida e

espectrometria de massas (LC/MS/MS)

Para avaliar a efetividade do tratamento com FTY720 nos animais, e
determinarmos os marcadores aos quais sao alterados no sangue destes, realizamos
0 ensaio de LC/MS/MS. Imediatamente ap0s o término dos tratamentos e eutanasia,
0 sangue total de cada animal foi coletado em metanol gelado e extraido conforme
método descrito por (Shaner et al., 2009). Resumidamente, o método de extracéo e
separacao de lipidios utilizado foi baseado na adi¢édo de cloroférmio (MERCK) gelado
nas amostras contendo metanol, e incubacdo a 48°C por 16 h. Apds, foram
adicionados 75 uL de hidréxido de potassio (1 M) as amostras, e estas incubadas a
37 °C por 2 horas. ApGs incubacao, o pH foi ajustado para 7.0, com adi¢cao de &cido
acético (Sigma-Adrilch) e as amostras submetidas a centrifugacdo. O sobrenadante
foi transferido para tubo novo, e o precipitado foi submetido a nova extragédo conforme
descrito acima. As amostras foram entdo submetidas a separagcédo cromatografica por
LC/MS/MS no equipamento HPLC Shimadzu (LC-20AD) acoplado com um ESI
espectrometro de massa triplo quadrupolo (ABSciex APl 3200)conforme protocolo
descrito por Shaner et. al. 2009. As andlises por espectrometria de massas foram
realizadas em colaboracdo com o Professor Norberto Peporine Lopes, FCFRP-USP,

e o doutorando, Daniel P. Demarque.

4.11-Ensaio de formacao de tumores xenogréaficos

Afim de avaliar o FTY720 combinado com ao tratamento com 3-MA também foi
realizado o ensaio de formacéo tumoral utilizando-se modelo de tumor xenoenxerto
em camundongos. Foram utilizados camundongos Balb/c Nude machos, com 8
semanas, mantidos no biotério da FCFRP, USP, Ribeirdo Preto, em mini-isoladores
em cabine ventilada (quatro animais/caixa) com temperatura em 22 + 2°C, com ciclo
de luz controlada (12/12 h), racdo comercial (Presence® Ratos e Camundongos) e
agua ad libitum, com limpeza realizada duas vezes na semana. Células da linhagem
HN12 (1 x 10°), apds cultivo e expansdo, foram injetadas subcutaneamente no dorso

dos camundongos (Sobral, L. M. et al., 2014). Apés 7 dias, 0os animais receberam



Materiais e métodos 26

diariamente administragao oral, via gavagem, de FTY720 (1 mg/kg) (Hait et al., 2015)
e de 3-MA (24 mg/kg) a cada cinco dias (Li et al., 2010). Todos os procedimentos de
experimentacdo animal foram previamente aprovados pelo Comité de Etica noUso de
Animais (CEUA) (protocolo: 14.1.1076.53.7, Anexo ), Campus de Ribeirdo Preto,
Brasil. No décimo sétimo dia de tratamento, os animais foram submetidos aeutanasia.
Realizou-se a mensuracao do volume e peso tumorais, 0s quais estdo apresentados

como média * erro padrao da média.

4.12 Anéalise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software Graph
Pad Prism® (CA, EUA), verséo 6.0, para Windows. Os valores estdo apresentados
como média + erro padrdo da média (SEM), e a significancia foi determinada através
do método de ANOVA two-way seguida dopoOs-teste deTukey’s para atividade PP2A,
curvas de viabilidade FTY720, LDH e resultados com animais. O pds-teste de Sidak’s
foi usado para comparagbes entre grupos controle versus silenciamento ou
superexpressao em curvas de viabilidade FTY720 e na curva de viabilidade para CID.
O teste T foi utilizado para comparacdes no ensaio de gPCR e alguns resultados de
espectrofotometria de massas. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p

<0,05) para todas as comparacgoes.
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5. Resultados e interpretacdes

5.1-Atividade de PP2A

5.1-1. Atividade de PP2A em linhagens celulares

Inicialmente foi determinada a atividade de fosfatases num painel de linhagens
de CECP e na linhagem NOK-SI (Figura 1). Nesta andlise, verificou-se que as
linhagens HN13, HN12 e SCC9 possuem os menores niveis de fosfatases ativas. Em
seguida, foi determinada a atividade de PP2A, a partir da sua inibicdo especifica com
acido ocadaico (Figura 2). Sendo assim, as linhagens de CECP apresentaram menor
atividade de fosfatases e também de atividade especifica da fosfatase PP2A quando

comparadas as células NOK-SI.
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Figura 1: Atividade total de fosfatases em linhagem de queratinocito (NOK-SI) e
de cancer de cabeca e pescoco (HN6, HN13, HN12, Cal27, SCC9).0 simbolo
asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacdo a NOK-SI. Resultados sé&o
apresentados em pmol fosfato/min/ug proteina, como média e erro padréo
representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata. O
simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparagdo a 0 uM, teste two-way
ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.
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Figura 2: Atividade especifica de PP2A em linhagem de queratinécito (NOK-SI)
e de cancer de cabecga e pescoco (HN6, HN13, HN12, Cal27, SCC9).0 extrato
proteico das células foi utilizado para o ensaio de atividade de fosfatases na presenca
e auséncia de acido ocadaico (inibidor especifico de PP2A; 12 nM). A diferenca entre
a atividade total de fosfatases e os valores obtidos com o AO representam a atividade
especifica de PP2A. Resultados séo apresentados em pmol fosfato/min/pg proteina,
como média e erro padrao representativos de dois experimentos independentes
realizados em triplicata. O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacgéo a
NOK-SI, teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

5.1-2. Atividade de PP2A em células tratadas com FTY720

Tendo em vista que dentre as linhagens de CECP analisadas, a HN12 e a
SCC9 apresentaram menor atividade de PP2A estas foram selecionadas para avaliar
se o tratamento com FTY720 aumentaria a atividade da PP2A conforme descrito na
literatura em outros tipos de cancer (Neviani et al., 2007; Liu et al., 2008; Neviani et
al., 2013; Saddoughi et al., 2013; Liu et al., 2014; Cristobal et al., 2015; Smith et al.,
2016; Velmurugan et al.,, 2018). Nas figuras 3 e 4 demonstramos que o FTY720
aumentou a atividade de fosfatases e atividade especifica de PP2A nas linhagens
CECP analisadas.
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Figura 3: Atividade de fosfatases em linhagens de cancer de cabeca e pescog¢o
(HN12 e SCC9) tratadas com FTY720. As células foram incubadas com FTY720 nas
concentragfes indicadas por 30 minutos e o extrato proteico foi utilizado para o ensaio
de atividade de fosfatases. Resultados sdo apresentados em, como média e erro
padrdo representativos de dois experimentos independentes realizados em
triplicata.O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacdo a 0 uM, teste
two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.



Resultados e interpretacbes 30

N
?

[EEY
U

|
ot

H *

Atividade especifica de PP2A
pmol fosfato/min/ug
H
T <

0 T T T T T T T T
FTY720 (uM) O 0.2 2 10 0 0.2 2 10
|

HN12 SCC9

Figura 4: Atividade especifica de PP2A em linhagens de cancer de cabeca e
pescoco (HN12 e SCC9) tratadas com FTY720.As células foram incubadas com
FTY720 nas concentracdes indicadas por 30 minutos, o extrato proteico foi utilizado
para o ensaio de atividade de fosfatases na presenca e auséncia de acido ocadaico
(inibidor especifico de PP2A; 12 nM). A diferenca entre a atividade total de fosfatases
e o0s valores obtidos com o AO representam a atividade especifica de PP2A.
Resultados sao apresentados em pmol fosfato/min/ug proteina, como média e erro
padrao representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata.
O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacdo a 0 uM, teste two-way
ANOVA e p0s teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

Observou-se aumento significativo de atividade de fosfatasesnas linhagens
HN12 e SCC9 (Figura 3) nas concentracfes de 0.2, 2 e 10 uM de FTY720 apds 30
minutos de incubacgdo. Assim como,aumento significativo nos niveis da atividade
especifica de PP2A (Figura 4). Estes resultados estdo de acordo com o descrito na

literatura para uma das acgbes propostas para FTY720, ativacao de PP2A.
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5.2- Efeito do FTY720 na viabilidade de células CECP

Mediante os resultados que demonstraram aumento na atividade das
fosfatases (PP2A, PP2B e PP2C) e de PP2A em decorréncia do tratamento com
FTY720, decidimos avaliar se essa condicdo apresentaria algum efeito sobre a
viabilidade de células CECP, HN12 e SCC9. Na tentativa de definir se a proteina SET
€ um alvo importante de FTY720 em CECP, realizamos o silenciamento estavel da
proteina SET nas linhagens HN12 e SCC9 (Figura 5). Apds confirmado o knockdown
da proteina SET (96%) por Western blotting, realizamos a andlise de viabilidade das
células HN12 (Figura 6) e SCC9 (Figura 7) na presenca de FTY720 pelo método de

citometria de fluxo utilizando-se marcacao por iodeto de propideo (PI) (Figura 6 e 7).

A B
HN12 SCC9
ShCtl ShSET ShCtl shSET
e
SET o s
S—— CNX SR S CNX

Figura 5: Silenciamento (knockdown) da proteina SET nas células HN12 e SCC9.
A eficiéncia de silenciamento de RNA por short hairpin (ShRNA) para SET nas células
foi confirmado utilizando-se anticorpos primarios para I2PP2A / SET e calnexina (CNX;
como controle de carregamento de proteinas no gel), sendo (A) HN12 e (B) SCC9. Foi
utilizado um shRNA controle negativo (shCtrl) e o especifico para SET (shSET),
previamente selecionado em outros trabalhos do grupo de pesquisa (Sobral, Lays M.
et al., 2014).
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Figura 6: Reducao da viabilidade celular por FTY720 em células HN12.As células
HN12 sem (shCtrl, barras preenchidas) e com knockdown da SET (shSET, barras
vazias) foram mantidas em cultura por 24 horas na presenca de 4,8,12,16 e 20 uM de
FTY720 e na auséncia (controle). As células viaveis (células sem marcacao) e com
marcacao (mortas) por iodeto de propideo (Pl) foram contadas por citometria de
fluxo.O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacdo a 0 UM de cada
grupo. Resultados normalizados pelo controle (0O uM, 100%). Os valores mostrados
representam a média e erro padrdo de um experimento realizado em triplicata,
representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata
analisados pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.



Resultados e interpretagfes 33

=3 shCitrl
— shSET
100+
o 801/ T
s B =
‘©
o S 607
O wn | *
O .
N 3 40
©
U 1 *
N 20- . ﬂ ﬁ
0 il
O * 2 g & O O % & g O O
L ]
' FTY720 (uM) '

Figura 7: Reducao da viabilidade celular por FTY720 em células SCC9. SCC9
sem (shCitrl, barras preenchidas) e com silenciamento da SET (shSET, barras vazias)
apods 24 horas de incubagao com 4,8,12,16 e 20 uM de FTY720. A viabilidade celular
foi determinada apds o ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo com lodeto
de propideo (PI). O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05 em comparacédo a 0 uM
de cada grupo sh. Resultados normalizados pelo controle (0 uM, 100%). Os valores
mostrados representam a média e erro padrdo de um experimento realizado em
triplicata, representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata
analisados pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

A viabilidade celular determinada por citometria de fluxo de células marcadas
por PI, mostra uma queda significativa de viabilidade a partir de 8 uM nas linhagens
HN12shCtrl e HN12shSET e a partir de 12 uM nas linhagens SCC9shCtrl e
SCC9shSET. Aparentemente, por este método a reducdo ou knockdown da proteina
SET néo interferiu na resposta ao FTY720. Cabe ressaltar que durante a execucédo da
citometria de fluxo, a aquisicdo das células com shSET em ambas as linhagens era
mais demorada, visto que existia um menor numero total de células. Esta observacao
também era evidente quando as células eram analisadas por microscopia de campo
claro. Sugerindo que nas células com shSET existia lise de células, potencialmente
necrose. Inicialmente, foram realizadas analises de proteinas indicadoras de apoptose

e depois de lactato desidrogenase (LDH) como indicador de necrose.
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5.3- Morte celular por apoptose em células HN12 e SCC9 ap6s incubacdo com
FTY720

A apoptose dependente de caspase € um evento iniciado apds sinalizacdo de
estresse celular que culmina numa cascata de clivagens ativadoras de caspases
iniciadoras e efetoras, levando a morte celular (Danial e Korsmeyer, 2004). Mediante
isso, analisamos uma caspase iniciadora, caspase-8 (pro-caspase e forma clivada), e
a forma clivada de uma caspase efetora, caspase-3.

As células HN12 e SCC9 (shCtrl e shSET) foram incubadas com FTY720 nas
concentracbes de 8 e 12 uM, respectivamente, durante 24 horas. As proteinas
caspase-8 e caspase-3 foram analisadas por WesternBlotting nas células HN12
(Figura 8) e SCC9 (Figura 9). A caspase-9 nao foi analisada porque nao tinhamos

anticorpo disponivel no laboratério no momento.
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Figura 8: Clivagem de capsase-8 e caspase-3 em células HN12 incubadas com
FTY720. As células HN12 sem (shCtrl) e com knockdown da SET (ShSET) foram
mantidas com FTY720 durante 24 horas. As proteinas foram extraidas para analise
por Western blotting das caspase-8 (pro-caspase e forma clivada), caspase-3 clivada.
A calnexina (CNX) foi utilizada como controle do experimento, por ser considerada
uma proteina constitutiva. Resultados representativos de dois experimentos
independentes.
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Figura 9: Clivagem de capsase-8 e caspase-3 em células SCC9 incubadas com
FTY720. SCC9 sem (shCtrl) e com silenciamento da SET (shSET) foram mantidas
com FTY720 por 24 horas e as proteinas foram extraidas para analise por Western
blotting utilizando os anticorpos primarios para caspase-8, caspase-3 clivada e CNX,
utilizada como controle da corrida. Resultados representativos de dois experimentos
independentes.

Observamos que ha o mesmo perfil de ativacdo de caspases nas duas
linhagens HN12 e SCC9 com e sem knockdown de SET sob agdo do FTY720.
Porém,ha uma diferenca nos niveis de caspase-8 e caspase-3 clivadas quando
comparamos shCtrl e shSET: na HN12 observa-se menor niveis na shSET enquanto
na SCC9 ha maiores niveis das caspase-8 e caspase-3 clivadas, mostrando que o
knockdown da SET deve interferir com a sinalizagdo de morte nas duas células. Cabe
ressaltar que na SCC9 shSET sem FTY720 foi observada a clivagem de caspase-8 e
caspase-3, sugerindo uma apoptose basal, o que reforca o papel da SET como uma

proteina importante para a viabilidade de células CECP.
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5.4- Morte celular por necroseem células HN12 e SCC9 apés incubacdo com
FTY720

Alguns estudos citam o FTY720 como potente indutor de necrose, que é uma
morte celular ndo programada. Um dos indicadores de necrose é a deteccao de
enzimas citoplasmaticas, no caso a lactato desidrogenase (LDH), que € liberada no
meio de cultura apés rompimento da membrana celular. Para tanto, as células de
ambas as linhagens foram tratadas com FTY720 em concentragdes de 4, 8 e 12uM
durante 24 horas e os meios de cultura (sobrenadante) foram coletados e analisados

em ensaio enzimatico especifico para LDH (Figura 10 e 11).
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Figura 10: Liberacdo de lactato desidrogenase por células HN12 apds exposicao
ao FTY720. A atividade de lactato desidrogenase (LDH) foi determinada no meio de
cultura das células HN12 sem (shCtrl, barras preenchidas) e com knockdown da SET
(ShSET, barras vazias) apos 24 horas de incubagdo com 4,8 e 12 yM de FTY720. Os
resultados foram normalizados pelo controle e apresentados como “Fold change” em
relacdo grupo controle (0 uM, igual a 1). O simbolo de um asterisco (*) representa p<
0,05 em comparacao a O pM de cada grupo sh e dois asteriscos (**) representa p <
0,05 na comparacao entre os grupos shCtrl e shSET. Os valores mostrados
representam a meédia e erro padrdo de um experimento realizado em triplicata,
representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata
analisados pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.



Resultados e interpretagbes 37

== shCtrl
—1 shSET
4_ ) Kok 1
* %
: T % I 1
x *
3_ * i el
()
g . T
' 2
o O
O |
B 2
1_
0
0 4 8 12 0 4 8 12
1

FTY720 (uM)

Figura 11: Liberacéo de lactato desidrogenase por células SCC9 ap6s exposicao
ao FTY720. A atividade de lactato desidrogenase (LDH) foi determinada no meio de
cultura das células SCC9 sem (shCtrl, barras preenchidas) e com knockdown da SET
(shSET, barras vazias) apos 24 horas de incubagdo com 4,8 e 12 uM de FTY720. Os
resultados foram normalizados pelo controle e apresentados como “Fold change” em
relacdo grupo controle (0 puM, igual a 1). O simbolo de um asterisco (*) representa p<
0,05 em comparacao a 0 uM de cada grupo sh e dois asteriscos (**) representa p <
0,05 na comparacdo entre os grupos shCtrl e shSET. Os valores mostrados
representam a média e erro padrdo de um experimento realizado em triplicata,
representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata
analisados pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

Observamos que tanto em HN212shCtrl quanto HN12shSET foi detectada
atividade de LDH apds tratamento com FTY720 e em todas concentracdes utilizadas
mostrando a ocorréncia do processo de necrose nessas células. Entretanto,
observamos que as linhagens HN12shSET e SCC9 shSET apresentaram os maiores
niveis de atividade de LDH quando comparado aos respectivos controles, mostrando
gue a auséncia da SET esta favorecendo o processo de morte por necrose induzido
por FTY720 nestas linhagens. A atividade de LDH na linhagem SCC9shCitrl
apresentou resultado estatisticamente significativo a partir da concentracéo de 8 uM
enquanto a SCC9shSET apresentou aumento significativo dos niveis de LDH ja na
concentracédo de 4 uM de FTY720. Pode-se propor que a reducéo da proteina SET
sensibiliza as linhagens CECP a necrose induzida pelo FTY720.

5.5- Analise por microscopia damorfologiadas células CECP tratadas com FTY720
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Durante os experimentos com FTY720 nas linhagens de CECP, foram
observadas algumas alteracdes morfoldgicas nas células. Utilizando-se microscopia
Optica de campo claro, rotineiramente usada no laboratério, observou-se formacéo de
vesiculas (setas) nas células tratadas com FTY720 (Figura 12).

HN12 SCC9
shCtrl  shSET ____shCtrl shSET

FTY720

Figura 12: Microscopia de campo claro. Células HN12 (a-d) e SCC9 (e-h) sem
(shCtrl) e com knockdown da SET (shSET) mantidas com FTY720 (8 [HN12] e 12 uM
[SCC9]) por 6 horas (c, d, g, h) ou DMSO (a, b, e, f) como veiculo. Setas indicam a
formacao vesiculas nas células tratadas com FTY720. Dados representativos de dois
experimentos independentes. Aumento de 400x em microscopio o6tico.

Para melhor visualiza¢é@o e confirmagéo da presenca das vesiculas nas células
tratadas com FTY720 realizou-se analises em microscépio eletrénico de transmissao
(Figura 13). A microscopia eletrénica de transmissdo confirmou a presenca de
vesiculas intracelulares apos tratamento com FTY720 nas duas linhagens. Entretanto,
a quantidade de vesiculas formadas nas células com shSET (HN12 e SCC9) em
comparacao com as shCtrl era mais intensa. Como na literatura tem sido mostrado
que o FTY720 induz a morte por autofagia(Zhang et al., 2015), procedemos a analise
de marcador do processo autofagico.
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Figura 13: Microscopia Eletrénica de Transmisséo. Linhagens HN12 (a, b, ¢, d) e
SCCO9 (e, f, g, h) sem (shCtrl) e com silenciamento da SET (shSET) foram mantidas
com FTY720 (8 [HN12] e 12 uM [SCC9]) por 6 horas (c, d, g, h) ou DMSO (a, b, e, f)
como veiculo. Dados representativos de dois experimentos independentes.

5.5 - Autofagia induzida por FTY720

O primeiro experimento realizado para analisar o processo autofagico foi
Western blotting para LC3B ou LC3-Il, que é a forma lipidada (conjugacao lipidica de
fosfoetanolamina) de LC3-1 (Klionsky et al., 2016). O aumento de LC3-Il sugere
processo autofagico, ja que a lipidacdo do LC3-l ocorre quando as vesiculas
autofagicas estdo prestes a se conjugar com lisossomos, dando origem aos
autofagolisossomos.
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Figura 14: FTY720 promove aumento de LC3-ll em células CECP. Células (A)
HN12 e (B) SCC9 sem (shCtrl) e com knockdown da SET (shSET) foram mantidas
com FTY720 p (8 [HN12] e 12 uM [SCC9]) or 6 horas e as proteinas foram extraidas
para analise por Western blotting. Os anticorpos primarios utilizados foram para LC3
(detecta tanto a banda maior LC3-I quanto a forma lipidada, LC3-II) e calnexina (CNX;
proteina constitutiva e controle de carregamento de proteinas no gel). Dados
representativos de dois experimentos independentes.

A lipidacdo de LC3 (Figura 14) foi observada em todas as células que
apresentaram vesiculas intracelulares (Figura 12 e 13), ou seja, nas células tratadas
com FTY720, tanto nas linhagens HN12 e SCC9 (shCtrl e shSET). Outro indicador de
autofagia que analisamos foi a proteina SQSTM1 (P62), quepode ser direcionada para
degradacdo dentro do autofagolisossomo (Klionsky et al., 2016). As analises por
microscopia confocal de fluorescéncia das células HN12 e SCC9 incubadas com
FTY720 (nas mesmas condicbes experimentais descritas acima), apos
imunomarcacéo com anticorpos para LC3 (fluorescéncia verde) e P62 (fluorescéncia
vermelha), mostram sobreposicéo de fluorescéncia (cor “amarelo”) sugerindo mesma
localizag&o celular para as duas proteinas (Figura 15 e 16). As células HN12 e SCC9
apresentaram perfil de imunomarcacdo semelhante, confirmando a existéncia da
autofagia apos incubagdo com FTY720. Nota-se nas células com shSET uma maior
densidade de pontos verdes (LC3), vermelhos (P62), quando fizemos a sobreposicéo
(merge) das imagens de fluorescéncia, mais pontos amarelos, o que esta de acordo

com os resultados de MET (Figura 13).



Resultados e interpretagfes 41

HN12 shCtrl HN12 shSET

20.0 pm’

FTY720 - + « £

Figura 15: Microscopia confocal de fluorescéncia para LC3 e P62 em células
HN12 apds incubacdo com FTY720. Imunomarcacao para LC3 e p-62 (SQSTM1) em
HN12 sem (a,b - shCtrl) e com knockdown da SET (c, d - shSET) ap0s tratamento
com FTY720 (+; 8 uM) ou DMSO (-) por 6 horas. Imunofluorescéncia usando os
anticorpos priméarios LC3 (verde) e p-62 (vermelho). Hoechest foi usado como
marcador de nudcleo (azul). As imagens sao representativas de dois experimentos
independentes. A barra indica 20 pum.
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Figura 16: Microscopia confocal de fluorescéncia para LC3 e P62 em células
SCC9 apéds incubacao com FTY720. Imunomarcacao para LC3 e p-62 (SQSTM1) em
HN12 sem (a,b - shCtrl) e com knockdown da SET (c, d - shSET) ap0s tratamento
com FTY720 (+; 12 pM) ou DMSO (-) por 6 horas. Imunofluorescéncia usando os
anticorpos priméarios LC3 (verde) e p-62 (vermelho). Hoechest foi usado como
marcador de nucleo (azul). As imagens sdo representativas de dois experimentos
independentes. A barra indica 20 pum.

Os nossos resultados mostraram que o FTY720 induz morte celular tanto por
apoptose (Figura 8 e 9) quanto por necrose (Figura 10 e 11), e induz autofagia (Figuras
12-16) em CECP, o que esta de acordo com alguns efeitos ja descritos para o FTY720
em diferentes tipos de cancer (Azuma et al., 2003; Zhang et al., 2010; Zhang et al.,
2015). Outro tipo de morte celular que foi descrito como ativado por FTY720 € a
necroptose, que difere da necrose por apresentar sinalizagcdo celular definida que
pode ser analisada por marcadores proteicos e pode ser inibida por compostos
guimicos (Zhang et al.,, 2015). Um dos compostos utilizados € o composto

necrostatina-1 (NEC1) que inibe a formacéo do receptor de morte para necroptose.
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Sendo assim, decidimos realizar ensaios funcionais com inibidores quimicos das vias
de sinalizacdo de morte celular para apoptose, autofagia e necroptose para definir

gual ou quais delas seria(m) a(s) mais importante(s) na acao do FTY720 em CECP.

5.6- Ensaio funcional de vias potencialmente ativadas (apoptose, autofagia,
necroptose) por FTY720 em células CECP

As vias de sinalizacdo ativadas por FTY720 representam a chave para
descricdo do seu efeito final nas células HN12 e SCC9. Dentre esses efeitos tem-se
a apoptose, que se caracteriza pela ativacdo de clivagem de diversas caspases.
Compostos, como o Q-VD-OPh, podem impedir essa clivagem. O Q-VD-OPh, € um
composto inibidor de pan-caspase que age tanto em caspases iniciadoras quanto em
efetoras(Caserta et al., 2003). Outra via é a autofagia, que também pode ser inibida
utilizando-se diversos compostos quimicos. Para tal, decidimos utilizar o composto 3-
MA pois ele &€ um potente inibidor das etapas iniciais do processo autofagico(Seglen
e Gordon, 1982; Zhang et al., 2013; Klionsky et al., 2016). Dessa maneira, as células
tratadas com este composto ndo realizam a formacéo de vesiculas autofagicas. Além
destes dois inibidores, utilizamos um terceiro inibidor denominado necrostatina-1
(NEC1). Este composto € um inibidor alostérico especifico para o ATP da quinase
adaptadora associada ao receptor do dominio da morte (RIP1) 1Desse modo, NEC1
blogueia seletivamente uma via de morte celular programada especifica, a
necroptose. A Necrostatina-1 nado apresenta qualquer perturbacdo da cascata de
apoptose, sendo especifica para a sinalizacao de necroptose (Degterev et al., 2005).
Sendo assim, realizamos tratamento com os diferentes inibidores combinados ao
FTY720 nas linhagens HN12 (Figura 17) e SCC9 (Figura 18) e avaliamos a viabilidade
celular por citometria de células apés marcacao com PlI.

Os inibidores isolados foram adicionados as células nas mesmas condicfes
experimentais e ndo mostraram diferencas na viabilidade celular quando comparados
ao controle, evidenciando a ndo citotoxicidade destes compostos nas concentracdes

e tempos de tratamento propostos.
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Figura 17: Ensaio funcional paraidentificacéo das vias de morte e sobrevivéncia
celular em HN12 ap6s incubacdo com FTY720. Células da linhagem HN12 foram
tratadas com FTY720 isolado e combinado com os inibidores: 3-MA (autofagia), QvVD
(apoptose) e NEC1 (necroptose) por 24 horas. A viabilidade celular foi determinada
por citometria de fluxo apds marcacéo por PI. Os resultados foram normalizados pelo
controle (sem tratamento, 100%). Os valores mostrados representam a média e erro
padrdo de um experimento realizado em triplicata, representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. O simbolo asterisco (*)
representa p< 0,05 comparacdo com nenhum tratamento, e o simbolo # indica
comparacao com FTY720 isolado. Testes: ANOVA two-way e poés teste de Tukey’s no
GraphPad Prism 6.

Podemos observar que o tratamento com FTY720 reduziu significativamente
a viabilidade celular nas células HN12 em comparagdo com o controle.
Surpreendentemente, a combinacao 3-MA e FTY720 diminuiu de forma significativa a
viabilidade celular em comparacdo ao controle (p<0,0001)e ao tratamento com
FTY720 (p<0,0001). Em contraposi¢do, a combinacdo de QVD e FTY720comparado
ao tratamento apenas com FTY720, foi capaz de reestabelecer a viabilidade similar
ao grupo controle. O inibidor de necroptose, NEC1, juntamente com FTY720, n&o foi
capaz de reestabelecer a viabilidade, excluindo a necroptose como a via de morte. Ja
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a combinacdo dos 3 inibidores com FTY720 reduziu a viabilidade celular em
comparacado ao controle e ao FTY720 (p<0,0001), sugerindo que a inibicdo da
autofagia sensibiliza as células a morte. A diferenca entre tratamento com3-
MA+FTY720 e os trés inibidores+FTY720 mostra uma viabilidade celular ligeiramente
maior, talvez devido ao QVD (inibidor de apoptose), mas, de novo, confirmamos que
o efeito do 3-MA junto ao FTY720 é predominante na inducao da morte celular.

Os resultados na linhagem SCC9 foram similares aos observados na
linhagem HN12: o tratamento com FTY720 reduziu significativamente a viabilidade
celular em comparagédo ao controle (p<0,0001). A combinacdo 3-MA e FTY720
também diminuiu fortemente a viabilidade celular em comparacdo ao controle
(p<0,0001) e ao FTY720 (p<0,0001). A combinacdo de FTY720 com QVD
reestabeleceu a viabilidade celular para nivel similar ao controle sem FTY720. O
tratamento com NEC1 juntamente com FTY720 manteve a reducdo da viabilidade
celular. Nas células SCC9a combinacédo dos 3 inibidores com FTY720 mostraram
reducado da viabilidade celular em niveis similares a combinacdo 3-MA com FTY720,
0 gue ressalta a inibicdo da autofagia como mecanismo sensibilizador ao FTY720
nestas células.
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Figura 18: Ensaio funcional paraidentificagc&o das vias de morte e sobrevivéncia
celular em SCC9 apés incubacdo com FTY720. Células da linhagem SCC9 foram
tratadas com FTY720 isolado e combinado com os inibidores: 3-MA (autofagia), QVD
(apoptose) e NEC1 (necroptose) por 24 horas. A viabilidade celular foi determinada
por citometria de fluxo apés marcacéo por PI. Os resultados foram normalizados pelo
controle (sem tratamento, 100%). Os valores mostrados representam a média e erro
padrdo de um experimento realizado em triplicata, representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata. O gréfico inclui dados de dois
experimentos independentes que foram realizados em triplicata. O simbolo asterisco
(*) representa p< 0,05 comparacdo com nenhum tratamento, e o simbolo # indica
comparacao com FTY720 isolado. Testes: ANOVA two-way e pos teste de Tukey’s no
GraphPad Prism 6.

5.7-FTY720 e shSET reduzem os niveis da proteina SphK1

Mediante os resultados obtidos até aqui, observamos que a acdo do FTY720
na inducdo de necrose foi maior quando os niveis da proteina SET foram reduzidos
por RNA de interferéncia (Figuras 10 e 11). Com relacdo a apoptose, houveram
pequenas diferencasnos niveis de caspase-8 e caspase-3 clivadas quando a célula
tem shSET, sugerindo que as duas linhagens podem sinalizar de forma diferente a
morte induzida por FTY720 (Figuras 8 e 9). Sendo assim, decidimos explorar outro

alvo molecular do FTY720 ja descrito na literatura, a SphK1 (Pchejetski et al., 2010;
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White et al., 2016), e avaliar se a reducao da SET afetaria de alguma maneira a acao
do FTY720 nesta proteina.

A SphK1é uma enzima que participa do balanco anti-apoptose e proé-
apoptose, por participar da regulacdo dos niveis de ceramida, esfingosina e
esfingosina 1 fosfato nas células e no microambiente tumoral(Spiegel e Merrill, 1996;
Heffernan-Stroud e Obeid, 2013). Apés tratamento por 6 horas com FTY720 nas
linhagens HN12 e SCC9 com e sem knockdown da SET, realizamos ensaio de
Western blotting para analisar os niveis de SphK1 (Figura 19), conforme descrito por

Tonellie colaboradores em cancer de mama e proéstata (Tonelli et al., 2010).

A B
HN12 shCtrl HN12 shSET SCCYshCtrl  SCC9 shSET
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w— e a— a— CNX — — e CNX

Figura 19: O FTY720 reduz os niveis de SphK1 em células HN12 e SCC9. As
células (A) HN12 e (B) SCC9 sem (shCtrl) e com shSET foram mantidas com FTY720
por 6 horas e as proteinas extraidas para analise por Western blotting. Foram
utilizados anticorpos primarios para SPHK1 e CNX. Dados representativos de dois
experimentos independentes.

Podemos observar que o tratamento com FTY720 foi efetivo na reducao da
SphK1 tanto na HN12 quanto da SCC9. Houve também reducéo de Sphkl nas células
com shSET nas duas linhagens. Estes resultados confirmam a SphK1 como alvo de
FTY720 em CECP, e mostram pela primeira vez que a reducao da proteina SET per
si pode reduzir os niveis de SphKL1. Este resultado sugere que a reducéo da SET, que
leva ao aumento de atividade de PP2A (Sobral, L. M. et al., 2014), tem efeito similar
ao FTY720, que aumenta a atividade de PP2A (Figura 4), nos niveis de SphK1. A
diminuicdo de SphK1 por FTY720 em outros tipos de céncer € descrita como
degradacao proteassomal (Tonelli et al., 2010; Lim et al., 2011). Sendo assim, para
analisar se esta via de degradacéo esta sendo ativada nas linhagens de CECP (HN12
e SCC9) realizamos tratamento com inibidor especifico de proteassoma, 0 MG132
(Figura 20). Surpreendentemente, o inibidor de proteassoma reverteu a degradagéo
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induzida por FTY720 e pelo knockdown da SET nas duas linhagens, confirmando ser

a degradacao via proteassoma.
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Figura 20: A degradacédo de SphK1 em células CECP com knockdown de SET
e/ou com FTY720 é via proteassoma. As células (A) HN12 e (B) SCC9 sem (shCtrl)
e com shSET foram mantidas com FTY720 por 6 horas e/ou MG132 por 8 horas
(adicionado 2 horas antes do FTY720). As proteinas foram extraidas para anélise por
Western blotting utilizando os anticorpos primarios para SPHK1 e CNX. Dados
representativos de dois experimentos independentes.
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Para entender a dindmica do processo de degradacdo da SphK1 e se é
dependente ou ndo da atividade (ou reativacédo) de PP2A, realizamos uma curva de
tempo com FTY720 com e sem inibidor de PP2A (acido ocadaico; AO) nas linhagens
HN12shCtrl e HN12shSET (Figura 21A e 21B).

HN12 shCtrl HN12 shSET
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Figura 21: Efeito de FTY720 nos niveis de SphK1 em células HN12 com e sem
tratamento com AO. As células (A) HN12 sem (shCtrl) e com knockdown da SET
(shSET) foram mantidas com FTY720 e (B) com &acido ocadaico (AO; 12 nM)
combinado ao FTY720 (8 uM) em diferentes tempos. As proteinas foram extraidas
para andlise por Western blotting utilizando os anticorpos primarios para SPHK1 e
CNX (controle de carregamento de proteinas no gel e constitutivo). O controle
representa o veiculo (Ctrl;, DMSO 0,15%). Dados representativos de dois
experimentos independentes.

As células sem (shCtrl) e com shSET na presenca ou auséncia de AO tiveram
o mesmo perfil de reducdo de SphK1 quando incubadas com FTY720. Desta forma,
propomos que a diminuicdo dos niveis de SphK1 induzida por FTY720 em células
CECP néo depende da atividade de PP2A. Além disto, mostramos pela primeira vez
gue os niveis da SET na célula, quando comparamos células shCtrl vs. ShSET sem
FTY720 (Figura 19-21), regulam de forma positiva os niveis de SphK1 em CECP.
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5.8-Niveis de SphK1 e efeito de FTY720 em células CECP

Com base nos resultados anteriores, realizamos ensaios especificos com
alterac6es dos niveis de SphK1, para mensurar seu papel na acdo de FTY720 em
células CECP (HN12). Inicialmente, a superexpressao da SphK1 (tanto RNAmM quanto
proteina) na linhagem HN12foi confirmada por gPCR e western blotting,
respectivamente (Figura 22). Apos essa confirmacdao, as células foram incubadas com
FTY720 e a viabilidade celular analisada por citometria de fluxo e marcagéo com PI
(Figura 23).
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Figura 22: Aumento nos niveis da SphK1 em células HN12. Andlise por gPCR em
HN12 sem (shCtrl) e com superexpressédo da SphK1 (SphK1+) e confirmagédo por
Western blotting (imagem acima do grafico) utilizando anticorpos primarios para
SphK1. Calnexina (CNX) foi usada como controle constitutivo e de carregamento de
proteinas no gel. Os resultados foram apresentados como nivel relativo de RNAm para
SphK1 conforme descrito em métodos. Os valores sdo mostrados como média e erro
padrdo da média de um experimento representativo realizado em triplicata, analisados
pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Tukey’'s no GraphPad Prism 6.
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Figura 23: Aumento da SphK1 nas células HN12 sensibiliza ao FTY720. As células
HN12 sem (shCtrl) e com superexpressdo da SphK1 (SphK1+) apdés 24 horas de
incubacdo com 4,8,12,16 e 20 uM de FTY720 foram submetidas a analise de
viabilidade. A viabilidade celular foi determinada por citometria de fluxo apés
marcacao com iodeto de propideo (PI). * 0 uM como controle dentro de cada grupo; ~
entre os grupos Ctrl vs SphK1+. Os valores mostrados representam a média e erro
padrao de um experimento realizado em triplicata, representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata analisados pelo teste two-way
ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

O FTY720 foi mais eficiente em reduzir a viabilidade celular nas células com
superexpressdao de SphK1l (SphK1+) quando comparado as células controle na
presenca de 8 pM FTY720. Para confirmar se os niveis de SphK1 realmente séo
importantes para a acado do FTY720 em CECP, realizamos o knockdown da SphK1

na mesma linhagem (Figura 24).
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Figura 24: Reducdo dos niveis de SphK1 em células HN12. A eficiéncia de reducao
de SphK1 em HN12 por RNA de interferéncia foi confirmada por gPCR e por Western
blotting (imagem acima do gréfico). Foram utilizados ensaios TagMan especificos para
SPHK1 e anticorpos primarios para SphK1. Calnexina (CNX) foi usada como controle
no ensaio de WB. Os niveis relativos de RNAm foram calculados como niveis relativos
usando a HN12 shCtrl como referéncia, conforme descrito em métodos. Os valores
mostrados representam a média e erro padrdo de um experimento representativo
realizado em triplicata, analisados pelo teste two-way ANOVA e pés teste de Tukey’s
no GraphPad Prism 6.

Apods confirmacéao da eficiéncia de reducédo de SphK1 (RNAm e proteina) nas
células HN12 com RNA de interferéncia para SphK1, estas foram incubadas com
FTY720 para andlise de viabilidade celular por citometria de fluxo e marcacdo com PI
(Figura 25).
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Figura 25: Reducéo dos niveis de SphK1 aumenta viabilidade ap6s tratamento
com FTY720.HN12 sem (shCtrl) e com silenciamento da SphK1 (shSphK1) apés 24
horas de incubacdo com 4,8,12,16 e 20 uM de FTY720. A viabilidade celular foi
determinada apés o ensaio de viabilidade celular por citometria de fluxo com lodeto
de propideo (PI). * vs 0 uM de cada grupo sh; “ vs shCtrl. Os valores mostrados
representam a meédia e erro padrdo de um experimento realizado em triplicata,
representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata
analisados pelo teste two-way ANOVA e pos teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

Diferente do observado com as células superexpressando SphK1, as células
HN12 com knockdown de SphK1 mostraram maior viabilidade quando comparadas as
células HN12shCtrl nas concentracfes 8, 12, 16 e 20 uM, sugerindo que a proteina
SphK1 tem um comportamento esperado de alvo molecular do FTY720 em CECP.
Isto é, quando ha aumento da proteina (alvo) as células morrem mais, e quando ha
reducdo no niveis as ceélulas ficam mais resistentes. Estes resultados sé&o
completamente, diferentes daqueles obtidos com o knockdown da proteina SET, visto
gue a reducdo da proteina SET nas mesmas ceélulas sensibilizou estas a morte
induzida por FTY720, o que confirma a nossa hipotese de que a SET contribui para a
sobrevivéncia celular (Leopoldino, Andreia M. et al., 2012; Sobral, L. M. et al., 2014) e
pode ser um importante alvo terapéutico por sensibilizar as células tumorais a outros

compostos.
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Desse modo, temos as caracteristicas in vitro da acao de FTY720 em CECP,
sendo elas: (1) morte celular tanto por inducéo de apoptose quanto por necrose, (2)
ativacao da degradacéao de SphK1 por via proteassomal e (3) SphK1 representa um
alvo importante para sua acao nestas células. Temos ainda (4) resultados que
demonstram a inducao da autofagia pelo FTY720 e (5) maior reducao da viabilidade
celular quando se realizou inibicdo da autofagia. Mediante o0 exposto, realizamos
ensaios in vitro para avaliar se a combinagdo de FTY720 e 3-MA nas células tem efeito

sinérgico e poderia ser uma possivel combinacéo terapéutica para estudos in vivo.

5.9- !Efe!to sinérgico da combinacdo de FTY720 e 3-MA em CECP in vitro e
in vivo
A interacdo entre dois compostos pode ser avaliada mediante uso de calculo
matematico denominado Coeficiente de Interacdo de Drogas (CID), por meio do qual
determina-se: interacbes com efeitos aditivos (CID = 1), antagbnicos (CID > 1),
sinérgicos (CID < 1) ou com sinergismo significativo (CID < 0.7)(Chou,
2010).Utilizando-se FTY720 em diversas concentracdes combinadas ou ndo com 3-
MA (5 uM) em células HN12 realizamos o ensaio de viabilidade celular pelo método
da resazurina apoés 24 h de incubacéo (Figura 26). Os valores obtidos da viabilidade

foram utilizados para o calculo de CID (Tabela 3).
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Figura 26: Viabilidade celular em células HN12 apds incubacao com FTY720 e 3-
MA. As célulasHN12 apés a incubacdo com FTY720 (nas concentracdes indicadas
em uM) sem e com 3-MA (5 mM) foram analisadas por resazurina para determinar a
viabilidade. (A) Curva de viabilidade de FTY720 combinado com 3-MA em células
HN12.* representa efeito sinérgico; Os valores mostrados representam a média e erro
padrdo de um experimento realizado em triplicata, representativos de dois
experimentos independentes realizados em triplicata analisados pelo teste two-way
ANOVA e p0s teste de Sidak’s no GraphPad Prism 6.

FTY720 (M) CID
0
2 0.86
3-MA 4 0.65
(5 mM) 6 0.10
8 0.16
10 0.96
15 1.03
20 1.02

Tabela 3: Coeficiente de interacdo de drogas em células HN12 apés incubacéo
com FTY720 e 3-MA. As célulasHN12 apds a incubacdo com FTY720 (nas
concentragdes indicadas) sem e com 3-MA (5 mM) foram analisadas por resazurina
para determinar a viabilidade, a partir dessa viabilidade o CID (coeficiente de interacao
de drogas) foi calculado. O CID para FTY720 e 3-MA foi determinado e os valores
com efeito sinérgico significativo foram considerados como CID <0,7. Os valores
mostrados representam a média e erro padrdao de um experimento realizado em
triplicata, representativos de dois experimentos independentes realizados em
triplicata.dois experimentos independentes realizados em triplicata.
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A interacdo entre FTY720 nas concentracdes de 4, 6 e 8 uM e 3-MA (5 mM)
tiveram efeito sinergico significativo, evidenciando o potencial dessa combinagdo na
reducdo da viabilidade celular. Para confirmar se o uso dessa nova combinacao
(FTY720+3-MA) pode ter relevéncia terapéutica em CECP foram realizados os
ensaios usando modelo in vivo. O modelo utilizado foi o de formacéo de tumor HN12
xenoenxerto em camundongo nude, ja utilizado em outros trabalhos do nosso grupo
de pesquisa (Sobral, Lays M. et al., 2014; Goto et al., 2018) e aprovado pelo CEUA
da USP (protocolo n. 14.1.1076.53.7, anexo ).

A progressao do crescimento tumoral ao longo dos dias foi acompanhada em
todos os grupos experimentais: veiculo, FTY720, 3-MA, FTY720+3-MA. Os animais
tratados com FTY720+3-MA (Figura 27) apresentaram reducdo significativa dos
tumores (p=0,0122). Essa dimuicdo apresentou diferenca significativa no 16 ° dia no
grupo tratado com FTY720+3-MA (235 + 104 mm?3) em comparac¢édo ao grupo controle
(559 + 508 mm?).
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Figura 27: Curva de crescimento do tumor HN12 xenoenxerto. As medidas foram
obtidas a cada 2 dias e apresentadas como volume (mm?3) para os grupos: controle
(Ctrl), tratados com FTY720 (FTY720), 3-MA (3-MA) e combinacao FTY720 e 3-MA
(FTY720+3-MA). Diferencas estatisticas (p <0,05) foram indicadas por * comparado
ao grupo controle, analisado por ANOVA two way e teste de comparac¢des multiplas
de Tukey’s em GraphPad Prism 6. Resultados representativos de dois experimentos
independentes apresentados como média + erro padréo da média.

O peso do tumor (Figura 28) ao fim do experimento confirmou que houve
reducao significativa entre os grupos Ctrl (399 £ 225 mg) e FTY720 + 3-MA (121 + 34
mg)(p=0,0236). Além disso em uma anélise visual podemos observar os menores
tamanhos de tumores quando tratados com a combinacao FTY720+3-MA (Figura 29)
Esses resultados in vivo evidenciam a efetividade antitumoral da combinagéo de
FTY720 com 3-MA, abrindo novas perspectivas de estudos que explorem essa

combinacao de tratamento para terapia de neoplasias de cabeca e pescoco.
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Figura 28: Peso dos tumores HN12 xenoenxerto. Pesos expressos em miligramas
(mg) obtidos no fim do experimento animal para os grupos: controle (Ctrl), tratados
com FTY720 (FTY720), 3-MA (3-MA) e combinacao FTY720 e 3-MA (FTY720+3-MA).
Diferencas estatisticas (p <0,05) foram indicadas por * comparado ao grupo controle,
analisado por One way ANOVAem GraphPad Prism 6. Resultados representativos de
dois experimentos independentes apresentados como média + erro padrdo da média.
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Figura 29: Imagens representativas do tumor HN12 xenoenxerto dos animais
ap6s tratamentos. Tumores xenograficos removidos no Ultimo dia experimental,
sendo cada fileira representativa de um grupo: (a) Ctrl (controle); (b) FTY720; (c) 3-
MA; (d) FTY720 + 3-MA.

Considerando que o tratamento dos animais com FTY720 isolado nao teve
efeito antitumoral significativo no nosso modelo in vivo, e que o FTY720 e FTY720-
fosforilado (FTY720-p) podem ser detectados no sangue por espectrometria de
massas (LC/MS/MS)(Shaner et al., 2009), procedemos a analise no sangue dos
animais submetidos aostratamentos com FTY720 e FTY720+3-MA (Figura 30). Foi
possivel confirmar que tanto os animais tratados com FTY720 isolado quanto aqueles
gue receberam a combinagdo FTY720+3-MA, tiveram as duas formas de FTY720

(fosforilado e néo fosforilado) no sangue e em niveis similares.
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Figura 30: Niveis de FTY720 e FTY720-p no sangue dos animais apos
atratamento com FTY720.Analise de FTY720 e FTY720 fosforilado (FTY720-p) no
sangue de animais tratados com FTY720 isolado ou FTY720 combinado com 3-MA
por LC/MS/MS. Resultados representativos de dois experimentos independentes,
apresentados como area do pico calculados no software do espectrometro de massas.
Os valores sdo média + erro padrao da média, analisados por t-test no GraphPad
Prism 6.

Um dos efeitos descritos do FTY720 é alterar o metabolismo de esfingolipidios
nas células, uma vez que a sua forma fosforilada atua como antagonista do receptor
de S1P e no meio intracelular seu aumento gera um desbalanco dos esfingolipidios,
tal como reducdo de S1P (Lamontagne et al., 2006; White et al., 2016). Além disto,
para melhor compreender os efeitos dos tratamentos no metabolismo dos
esfingolipidios, utilizamos também o sangue dos animais para andlise por
espectrometria de massas de dois esfingolipidios centrais: ceramida e S1P (Figura
31). O tratamento com FTY720 sozinho ou com 3-MA reduziu os niveis de S1P e a
combinacao do FTY+3-MA aumentou de forma significativa os niveis de ceramida no
sangue. O aumento de ceramida tem sido associado ao aumento de apoptose e

diminuicdo da sobrevivéncia celular (White et al., 2016). Este resultado émuito
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importante, pois sugere a ceramida como um potencial marcador de resposta

terapéutica antitumoral.
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Figura 31: Nives deesfingosina-1-fosfato (S1P) e ceramidas no sangue dos
animais com tumores HN12 xenoenxerto apés tratamento com FTY720, 3-MA,
FTY720+3-MA. Os resultados foram normalizados pelo controle (sem tratamento= 1)e
apresentados como area relativa do pico obtida por analises de espectrometria de
massas. O simbolo asterisco (*) representa p< 0,05. Os dados s&o representativos de
dois experimentos independentes apresentados como média * erro padréo, analisados
por ANOVA two-way e pos testes de Tukey’s no GraphPad Prism 6.

Para uma visualizacdo geral, preparamos um esquema resumido com 0s
principais resultados obtidos neste trabalho tanto in vitro (Figura 32) quanto in vivo

(Figura 33).
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Figura 32: Esquema representativo dos principais resultados de FTY720 em
CECP in vitro neste trabalho. FTY720 em CECP diminui as concentra¢des de SphK1
e aumenta atividade especifica de PP2A. Gera morte celular, onde com
superexpressdo de Sphkl (SphK1+) gera menor viabilidade do que quando temos
reducdo da mesma proteina (shSphK1). As principais vias de morte identificadas sao
apoptose (clivagem de caspases e aumento de viabilidade com inibidor especifico de
apoptose QVD) e necrose (aumento de LDH no meio de cultura, sendo esse aumento
mais expressivo em células com shSET). Outro mecanismo ativado por FTY720 é a
autofagia onde foi observado um aumento de vesiculas em maior intensidade em
células com shSET, além de aumento da marcacdo dupla entre LC3 e p62 por
imunofluorescencia e LC3Il por westernblotting , apds inibicdo da autofagia com o
composto 3-MA foi observada intensificacdo da morte, caracterizando a autofagia
como mecanismo de protecdo a morte celular.
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Figura 33: Esquema representativo dos principais resultados de FTY720 em
CECP in vivo neste trabalho. ApGs cultivo e expansao celular de células de CECP
da linhagem HN12, os camundongos Balb/C-nude receberam xenoenxerto dorsal
destas e apods estabelecimento do tumor receberam tratamento com FTY720 e 3-MA.
Os efeitos foram observados principalmente nos grupos que receberam os dois
tratamentos (FTY720+3-MA) em relacdo ao controle, ap6s 17 dias experimentais onde
0 sangue coletado foi submetido a espectofotometria de massas e observado
presenca de FTY720 e aumento de ceramidas. Nos tumores observamos diminuicao
do volume tumoral e diminuicdo do peso dos tumores.
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6. Discusséo

Neste trabalho, o objetivo foi estudar o potencial antitumoral de FTY720
(Fingolimod), um pré-farmaco ja aprovado para tratamento de individuos com
esclerose multipla, em células derivadas de carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco (CECP) tanto in vitro quanto in vivo. A primeira etapabaseou-se em
avaliara atividade da proteina supressora tumoral,fosfatase PP2A,que esta envolvida
na regulacéo da proliferacéo e sobrevivéncia celular (Janssens e Goris, 2001; Liu et
al., 2008; Neviani et al., 2013; Cristébal et al., 2015; Smith et al., 2016; Velmurugan et
al., 2018). Essa fosfatase € endogenamente inibida por I2PP2A / SET(Li et al., 1996),
cujo acumulo em amostras e linhagens CECP ja foi mostrado por nosso grupo de
pesquisa(Leopoldino, A. M. et al., 2012). Nas linhagens de CECP, que tinham niveis
baixos de atividade de fosfatases (PP2A, PP2B e PP2C) e, especificamente, de PP2A,
o FTY720 possibilitou a reativacdo das fosfatases e daPP2A (Figuras 1,2,3 e
4),conforme esperado e descrito em outros tipos de células tumorais(Neviani et al.,
2007; Liu et al., 2008; Neviani et al., 2013; Cristébal et al., 2015; Smith et al., 2016;
Velmurugan et al.,, 2018). Este efeito na atividade de PP2A foi descrito como
associado a ligacao de FTY720 na proteina SET e consequente bloqueio da interacao
da SET com PP2A, o que leva a reativacdo da PP2A(Saddoughi et al.,, 2013).
Aparentemente, nas células CECP existe a reativacao de PP2A que pode ser devido
a esta acdo do FTY720.

Entretanto, o mecanismo completo de agdo do FTY720 em células de cancer
de cabeca e pescoco ainda € desconhecido (Velmurugan et al., 2018). Desta
maneira,selecionamosduas linhagens de CECP (HN12 e SCC9) com e sem
knockdown da proteina SET para investigarse a acao do FTY720depende dos niveis
da SET edeterminar as vias de sinalizacdo de morte celular.

Ensaios de viabilidade celular mostraram que FTY720 possui capacidade de
eliminar as células que apresentam tanto alto quanto baixo niveis da SET,
confirmando o potencial antitumoral do FTY720 em CECP. Além disto, foi evidenciado
maior sensibilidade a morte por necrose nas células com knockdown de SET,
reforcando a nossa hipétese de que a SET tem um papel fundamental na
sobrevivéncia/resisténcia das células a compostos antitumorais, como a cisplatina
(Sobral, Lays M. et al., 2014) e a condicdo de estresse, como 0 estresse oxidativo
(Leopoldino, Andreia M. et al., 2012).
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Adicionalmente, esses resultados suscitaram o questionamentoem relagéo a
outros mecanismos de morte celular desencadeados por FTY720 nessas células, tais
como apoptose, autofagia e necroptose(Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2015). A
caspase-8 participa das etapas iniciais da apoptose por clivagem ap0s o estresse
celular pela ativacao do receptor de morte e pode ativar a via apoptotica (Kang et al.,
2011). Ja a caspase-3 € ativada no estagio final do processo apoptético iniciado com
a caspase-8(Danial e Korsmeyer, 2004). Nossos resultados mostram que esse
processo de morte ocorreuem células de CECP tratadas com FTY720, confirmando
gue hé& ativacdo de apoptose. Células SCC9 com silenciamento estavel da SET
(shSET) apresentaram clivagem de caspase-8 e caspase-3de forma mais intensa do
que o controle, demonstrando que a SET exerceum papel protetor contra apoptose
nas células de CECP (Figuras 8 e 9). A ocorréncia de morte por inducao de via de
apoptose também foi confirmada no ensaio funcional utilizandoQVD (inibidor de
caspases)junto com FTY720,0 que impediu a morte celular quando comparadoao
FTY720. A protecdo ou nao resposta ao uso de inibidor de necroptose associado ao
FTY720 na viabilidade celular, a priori excluiu este tipo de morte nas células CECP
(Figuras 17 e 18). Portanto,a inducéo de morte porFTY720 ocorre devido a sinalizacao
por apoptose e por necrose, conforme evidenciado pelo aumento significativo de LDH
no meio de cultura (Figuras 10 e 11).

Outro alvo do FTY720 descrito na literatura é a proteina SphK1(Azuma et al.,
2003; Pchejetski et al., 2010; Lim et al., 2011). Identificamos que essa proteinafoi
diminuida drasticamente nas células de CECP apoés tratamento com FTY720, devido
a ativacao de degradacao proteassomal(Tonelli et al., 2010). Um resultado inédito foi
a reducdo significativa da SphK1l nas células CECP com knockdown de SET,
sugerindo que a SET regula positivamente os niveis de SphK1 (Figuras 20 e 21A).
Ademais, evidenciamos uma independéncia da acéo de PP2A na reducédo de SphK1,
visto que a inibicdo quimica de PP2A por acido ocadaico ndo impediu a degradacéo
de SphK1 (Figura 21B). Isto sugere que o FTY720 pode agir via SET para diminuir
SphK1, mas para estudar esta relacdo outros experimentos ja estdo em andamento
NO NOSSO grupo de pesquisa.

Tomado juntos nossos resultados sugerem que o FTY720 atua via ativacao
da PP2A (supressor tumoral) e reducdo da SphK1l. Sendo assim,para definir a
relevancia de SphK1l como alvo de FTY720 em CECP foi realizado tanto a
superexpressao (SphKi1+) quanto o knockdown de SphKl (shSphK1l). Em
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concordancia com outros estudos, identificamos que células com Sphk1+ foram mais
sensiveisa FTY720 e que as células com shSphK1 apresentaram maior resisténciaa
morte por FTY720 confirmando, assim, a Sphkl como um dos alvosde FTY720 em
CECP (Figuras 31 e 33).

Além disso, em resposta ao FTY720 as células CECP ativaram o processo
autofagico. Este mecanismo é descrito como indutor de morte por apoptose em
células de cancer de prostataquando expostas ao FTY720(Zhang et al., 2015). Apesar
de observar ativacdo do processo autofagico em nossos experimentos, a apoptose
apresentou-se como principal mecanismo de morte induzida por FTY720 junto com a
necrose. A autofagia induzida por FTY720 em CECP apresentou-se como mecanismo
de protecdo a morte celular (resisténcia), uma vez que a inibicdo da autofagia pelo 3-
MA sensibilizouas células a morte por FTY720. Na literatura, foi descrito que células
de cancer de ovario com taxas elevadas de atividade autofagica eram mais resistentes
ao FTY720(Zhang et al., 2010). O nosso trabalho é o primero a testar a combinacao
de 3-MA e FTY720, e mostrar efeito sinérgico in vitroe potencial terapéuticoin
vivousando modelo de tumores HN12 xenoenxerto em camundongo nude (Figura 27).
A melhor resposta a tratamento nos animais foi obtida com a esta combinacao e foi a
gue levou a maiores niveis de ceramida no sangue dos animais (Figura 29), sugerindo

este esfingolipidio como potencial marcador da resposta terapéutica.
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7. Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho concluimos que o
FTY720 possui efeito antitumoral em CECP, sendo a apoptose e a necrose as
principais vias de morte ativadas. O mecanismo de acdo de FTY720 em CECP
envolve reativacdo de PP2A e reducdo de SphK1 enquanto altos niveis de SET
representam um mecanismo de resisténcia a morte celular. Por fim, outro mecanismo
importante ativado por FTY720 € a autofagia, o que permitiu-nos testar e propor a
combinacao de FTY720 com inibidor de autofagia (3-MA), tanto in vitro quanto in vivo,
como uma nova estratégia antitumoral em CECP além de evidenciarmos as ceramidas
como marcador de resposta terapéutica ao tratamento em camundongos.

Levando em conta essas conclusfes, podemos afirmar as vias estudadas
como importantes alvos de acdo antitumoral em CECP, evidenciando a via dos
esfingolipidios como as ceramidas e SphK1 como proposta de maiores investigacoes
nesses mecanismos descritos neste trabalho. O FTY720 € um composto utilizado na
clinica apenas pela sua funcdo imunodepressora, em esclerose mudltipla
principalmente. Pela sua acéo sobre os linfocitos, impedindo a maturacéo destes pelo
timo, é de suma importancia analisar em estratégias que evadam ou que compensem
sua acao imunodepressora, em testes clinicos. Como sabemos, a associa¢géo de uma
ou mais drogas no tratamento do cancer, visando duas vias de morte celular por
exemplo, € uma estratégia que vem sendo defendida por inUmeros pesquisadores e
clinicos, pelos seus efeitos antitumorais potencializados.

Portanto o FTY720 se mostra como potencial agente antitumoral, ativando
vias de necrose e apoptose em CECP, combinados com inibidor de autofagia ainda
tem seus efeitos antitumorais potencializados, o que pode ser uma nova estratégia

para futuros estudos nesta area.
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