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RESUMO

Torres Torres, Lizeth. Estudo de novas alternativas terapéuticas para superar a
resisténcia a cisplatina no carcinoma espinocelular de cavidade oral. 2021. 107f.
Dissertacado (mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
- Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

O carcinoma espinocelular da cavidade oral (CECO) € um dos tipos de cancer com
prognéstico desfavoravel. A cisplatina é um dos quimioterapicos pés-operatorios mais
utilizados nesta neoplasia. No entanto, a baixa resposta e a recidiva devido a aquisi¢ao
de quimiorresisténcia, tem sido associada com a presenca das células-tronco tumorais
(CTT), visto que ha aumento dessa subpopulacédo apds o tratamento. A autofagia tem
sido associada a resisténcia a terapias antitumorais e estudada como um alvo
terapéutico promissor no tratamento de cancer. Nesse contexto, € necessario buscar
novas estratégias terapéuticas mais eficazes, com menos efeitos colaterais e capazes
de eliminar as CTT. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos antitumorais de
novas combinacdes terapéuticas com foco na autofagia frente a resisténcia a cisplatina
e as CTT em CECO. Selecionamos trés farmacos: paclitaxel, cloroquina e FTY720 para
testes in vitro de viabilidade usando quatro linhagens celulares de CECO: Cal27 e SCC9
selvagens (WT) e Cal27 e SCC9 resistentes a cisplatina (CisR), e posteriormente, foi
determinado o indice de interacdo de drogas (CID) entre os farmacos nas linhagens
CisR. As linhagens CisR apresentaram queda drastica da viabilidade celular quando
expostas as combinacgdes testadas e os farmacos tiveram sinergismo significativo
(CID<0.7). Sendo assim, trés combinagdes com maior sinergismo para cada linhagem
resistente foram escolhidas para os testes de clonalidade, formacg&o de esferas (cultura
3D), e andlise de proteinas envolvidas em autofagia e em vias de sinalizacdo de
proliferacdo e sobrevivéncia celular por Western blotting, assim como a expressao de
genes de quimiorresisténcia por PCR quantitativo em tempo real. Nossos resultados
indicaram que a aquisicdo de quimiorresisténcia a cisplatina esta associada com
aumento de autofagia, onde a inibicdo do mecanismo autofagico reverteu a resisténcia
e permitiu elevada eficiéncia de resposta aos farmacos combinados. Houve perda total
da capacidade clonogénica, diminuicdo significativa de células com carateristicas de
CTT, assim como reducdo de vias associadas a carcinogénese, proliferacdo e
sobrevivéncia (SET, c-Myc, Stat3, NFkB, Akt). Portanto, as combinac¢des de farmacos
propostas neste trabalho sugerem a autofagia como um alvo estratégico para evitar a
quimiorresisténcia a cisplatina e eliminar as CTT no cancer oral.

Palavras-chave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresisténcia, terapia combinada,
paclitaxel.



ABSTRACT

Torres Torres, Lizeth. Study of new therapeutic alternatives to overcome cisplatin
resistance in squamous cell carcinoma of the oral cavity. 2021. 107f. Thesis
(Master’s degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Squamous cell carcinoma of the oral cavity (OSCC) is one of the types of cancer with an
unfavourable prognosis. Cisplatin is one of the most used postoperative chemotherapy
agents for this neoplasm. However, the low response and relapse due to the acquisition
of chemoresistance have been associated with the presence of tumour stem cells (TCC),
since there is an increase in this subpopulation after treatment. Autophagy has been
linked to resistance to antitumor therapies and studied as a promising therapeutic target
in cancer treatment. In this context, it is necessary to seek new, more effective
therapeutic strategies, with fewer side effects and capable of eliminating CTT. This study
aimed to investigate the antitumor effects of new therapeutic combinations focusing on
autophagy against cisplatin resistance and CTT in CECO. We selected three drugs:
paclitaxel, chloroquine and FTY720 for in vitro viability tests using four CECO cell lines:
wild type Cal27 and SCC9 (WT) and cisplatin-resistant Cal27 and SCC9 (CisR), and
subsequently, the interaction index of drugs (CID) among the drugs in the CisR strains.
The CisR strains showed a drastic drop in cell viability when exposed to the tested
combinations and the drugs had significant synergism (CID<0.7). Thus, three
combinations with greater synergism for each resistant strain were chosen for clonality
tests, sphere formation (3D culture), and analysis of proteins involved in autophagy and
cell proliferation and survival signalling pathways by Western blotting, as well. as the
expression of chemoresistance genes by quantitative real-time PCR. Our results
indicated that the acquisition of cisplatin chemoresistance is associated with an increase
in autophagy, where the inhibition of the autophagic mechanism reversed the resistance
and allowed a high efficiency of response to the combined drugs. There was a total loss
of clonogenic capacity, a significant decrease in cells with CTT characteristics, as well
as a reduction in pathways associated with carcinogenesis, proliferation and survival
(SET, c-Myc, Stat3, NFkB, Akt). Therefore, the drug combinations proposed in this work
suggest autophagy as a strategic target to avoid cisplatin chemoresistance and eliminate
CTT in oral cancer.

Key words: Oral cancer, autophagy, chemoresistance, combined therapy, paclitaxel.



RESUMEN

Torres Torres, Lizeth. Estudio de nuevas alternativas terapéuticas para superar la
resistencia al cisplatino en el carcinoma epidermoide de cavidad oral. 2021. 107f.
Tesis (Grado de Maestria). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto - Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

El carcinoma epidermoide de cavidad oral (CECO) es uno de los tipos de cancer con
pronostico desfavorable. El cisplatino es uno de los agentes quimioterapicos
posoperatorios mas utilizados para esta neoplasia. Sin embargo, la baja respuesta y la
recaida por adquisicion de quimiorresistencia se han asociado con la presencia de
células madre tumorales (CMT), ya que existe un aumento de esta subpoblacion
después del tratamiento. La autofagia se ha relacionado con la resistencia a las terapias
antitumorales, y se ha estudiado como un objetivo terapéutico prometedor en el
tratamiento del cancer. En este contexto, es necesario buscar nuevas estrategias
terapéuticas mas efectivas, con menos efectos secundarios y capaces de eliminar la
CMT. Este estudio tuvo como objetivo investigar los efectos antitumorales de nuevas
combinaciones terapéuticas centradas en la autofagia contra la resistencia al cisplatino
y CMT en CECO. Seleccionamos tres farmacos: Paclitaxel, Cloroquina'y FTY720 para
pruebas de viabilidad in vitro utilizando cuatro lineas celulares CECO: Cal27 y SCC9
(WT) de tipo salvaje y Cal27 y SCC9 (CisR) resistentes al cisplatino, y posteriormente,
el indice de interaccion de farmacos (CID) entre los farmacos de las lineas CisR. Las
lineas CisR mostraron una caida drastica en la viabilidad celular cuando se expusieron
a las combinaciones analizadas y los farmacos tuvieron un sinergismo significativo (CID
<0,7). De esta forma, se eligieron tres combinaciones con mayor sinergismo para cada
linea resistente para los ensayos de clonalidad, formaciéon de esferas (cultivo 3D) y
analisis de proteinas implicadas en la autofagia, proliferacion celular y las vias de
sefializacién de supervivencia mediante Western blot, asi como la expresion de genes
de quimiorresistencia mediante PCR cuantitativa en tiempo real. Nuestros resultados
indicaron que la adquisicibn de quimiorresistencia al cisplatino se asocia con un
aumento de la autofagia, donde la inhibicibn del mecanismo autofagico revirtié la
resistencia y permitié una alta eficiencia de respuesta a los farmacos combinados. Hubo
una pérdida total de capacidad clonogénica, una disminucion significativa de las células
con caracteristicas CMT, asi como una reduccién de las vias asociadas a la
carcinogénesis, proliferacion y supervivencia (SET, c-Myc, Stat3, NFkB, Akt). Por tanto,
las combinaciones de farmacos propuestas en este trabajo, sugieren la autofagia como
un objetivo estratégico para evitar la quimiorresistencia al cisplatino y eliminar la CMT
en el cancer oral.

Palabras clave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresistencia, terapia combinada,
paclitaxel.
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1. Introducdo

1.1. Carcinoma epidermoide de cavidade oral

Cancer é a denominacdo das doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células anormais com capacidade de invasdo nos tecidos
circundantes, podendo se espalhar por meio do sistema sanguineo ou linfatico a outras
partes do corpo segundo o National Cancer Institute, NIH e a American Cancer Society,
ACS.

O céancer da cabeca e pescoco compreende os tumores malignos que se
desenvolvem no trato aerodigestivo superior (cavidade nasal e oral, faringe, laringe)
(PERDOMO et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION WHO, 2014). De acordo
com sua histologia, essas neoplasias podem se dividir em: adenocarcinomas, tumores
de tipo glandular e carcinomas (SCHLUMPF; HAERLE, 2015) e cerca de 40% destas
neoplasias acometem a cavidade oral (ALVARENGA et al., 2008). Desses tumores,
cerca de 90-95% sédo identificados como carcinoma do epitélio de revestimento
estratificado (espinocelular, escamoso ou epidermoide) de cavidade oral (CECO) (CHI,
DAY; NEVILLE, 2015; GOERTZEN et al., 2018; SUDHAKARA et al., 2016) envolvendo
diferentes sitios anatémicos: lingua, assoalho bucal, gengivas superior e inferior,
glandulas parétidas e salivares, palato duro e mucosa bucal (OMURA, 2014; RIVERA,
2015; SASAHIRA; KIRITA, 2018). Sendo considerado o tumor epitelial mais prevalente
e agressivo da regido de cabeca e pescoco (PAPAGERAKIS et al., 2014).

O CECO apresenta variagbes na prevaléncia tanto geogréficas quanto de
género (maior morbidade e mortalidade no Sul da Asia: india e Sri Lanka, com maior
namero de casos na populagdo masculina) (BRAY et al., 2018). A ultima estatistica
realizada pelo GLOBOCAN no ano 2020, reportou um total de 377.713 novos casos e
177.757 mortes por CECO a nivel mundial (SUNG et al., 2021). A estimativa nacional
para o triénio 2020 — 2022 prevé uma incidéncia 15.190 de novos casos de cancer de
cavidade oral, ocupando a quinta posicéo de incidéncia em homens (INCA, 2019).

Entre os principais fatores implicados no céancer oral estdo: o consumo
excessivo de tabaco (75% casos) e alcool; os quais atuam sinergicamente, potenciando
o fator de risco (90% casos) (KUMAR et al., 2016; MARKOPOULOS, 2012; RIVERA,
2015), e presenca de do virus HPV (20% casos, 60 - 80% nos carcinomas escamosos,
principalmente na orofaringe) (JELIHOVSCHI et al., 2015). Devido a etiologia
multifatorial do CECO, outros fatores sdo considerados no desenvolvimento dessa

doenca, como: exposicdo a radiacdo ultravioleta (UVB), infeccBes crbnicas virais
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(Epstein-Barr, herpes simplex), deficiéncias nutricionais (vitamina A, C, E, carotenoides,
selénio), alteracbes genéticas, exposi¢cdes ocupacionais, ma higiene bucal (ELKASHTY;
ASHRY; TRAN, 2019; KUMAR et al., 2016).

A carcinogénese no CECO é um processo muito complexo que ainda nao é
totalmente conhecido. Pode ser resumido como, a exposi¢cao cronica de um nimero
limitado de queratindcitos normais a agentes carcinogénicos, um ou Varios fatores
biol6gicos, quimicos e/ou alteragbes genéticas em diferentes vias de sinalizagéo (TP53,
NOTCH, EGFR, CDKNZ2a, STATS3, Ciclina D1, Rb), os quais estimulam mutacdes
aleatorias, modificando processos de progressao do ciclo celular, mecanismos de
reparo do DNA, diferenciacao celular e apoptose (RIVERA, 2015). A proliferacédo e o
crescimento descontrolado desses queratinécitos instaveis (alterados) levam a
formacdo de um campo pré-cancerizado, com maiores vantagens de adaptabilidade e
sobrevivéncia em relacdo as células vizinhas normais. Neste contexto, originam-se as:
hiperplasias epiteliais, displasias (leves, moderadas ou severas) até carcinomas in situ
ou invasivos com presenca de metastases loco regional e distante. Durante a
transformac&o maligna ocorrem alteragfes que levam a perda de adeséo celular e
ativagdo da transicdo epitélio mesenquimal (EMT) (com alguns fatores envolvidos:
MMP-2, MMP-9, MMP-13, ROS, VEGF, CXCL1, CXCL8, PDGF, IL-8, FGF-2, TGF-,
TNF-a, GMCSF, e reducdo da proteina E-caderina), chegando ao carcinoma oral
invasivo (RIVERA, 2015).

As principais carateristicas da doenca ligadas ao pior prognéstico sao
diagnéstico tardio, metastase linfonodal e frente invasiva profunda do tumor (FELLER;
LEMMER, 2012). Apesar dos progressos no tratamento de CECO, a taxa de sobrevida
em 5 anos ndo aumentou significativamente durante as ultimas trés décadas (Tabela 1)
(ACS).

Tabela 1 - Taxas de sobrevida relativa de 5 anos para CECO e cancer orofaringeo.

Taxa de sobrevivénciarelativa de 5

anos segundo o estagio* Todos os

Localizado Regional Disseminada estagios
combinados

Lingua 82% 68% 40% 67%
Assoalho da boca 76% 38% 20% 51%
Orofaringe 62% 57% 29% 49%

Fonte: American Cancer Society (ACS) (https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-
oropharyngeal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html). *Com base em pacientes com
CECO ou orofaringe entre 2010 e 2016.



https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-oropharyngeal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
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Estes dados estdo relacionados a baixa resposta terapéutica causada pela alta
heterogeneidade tumoral (fator importante na resisténcia), a qual tem sido associada a
presenca de células tumorais com caracteristicas de células tronco, chamadas células
tronco tumorais (CTT) (PEITZSCH et al., 2019).

A abordagem terapéutica utilizada no cancer oral é determinada de acordo com
o0 estagio da doenca, levando-se em consideracdo a qualidade de vida e sobrevida do
paciente. A resseccao do tumor primério e linfonodos comprometidos no pescoco, além
da braquiterapia, sdo os tratamentos padrao usados em estadiamento inicial (carcinoma
in situ pequeno e acessivel) (BESSELL et al., 2011; OMURA, 2014). Entretanto, esses
procedimentos podem ser combinados ou seguidos de radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia / bioterapia no tratamento primario, e aplicados em estadiamentos
avancados (maior crescimento tumoral, presenga de metastase) ou em pacientes ndo
adequados para intervencdo cirargica (comorbidades médicas graves) (HARTNER,
2018; HUANG; O’'SULLIVAN, 2013). A cisplatina é um dos quimioterapicos mais
utilizados, inclusive como agente radio-sensibilizador, além de outros como 5-fluoracil
(5-FU) e docetaxel, e com alvos especificos como o cetuximab (ANDREADIS et al.,
2003; NARUSE et al., 2016; RAPIDIS et al., 2008), os quais apresentam um aumento
da taxa de sobrevida dos pacientes. Porém, sdo necessarios mais estudos sobre sua

eficacia terapéutica e possiveis efeitos secundarios.

1.2. Cisplatina

Dentre os agentes quimioterapicos mais utilizados no CECO estéo aqueles que
contem altas doses de platina, como a cisplatina (CDDP: cis-diaminodicloroplatina, cis-
[Pt(IN(NH(3))(2) CI(2)] ([PtCI2(NH3)2]), que foi sintetizada em 1845 pelo médico italiano
Michele Peyrone (PERYONE, 1845) e aprovada pela FDA para uso clinico em 1978

(https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&v

arAppINo=018057). A cisplatina é considerada um farmaco anticancerigeno potente e

altamente toxico utilizado em neoplasias hematolégicas (VAN GELDER et al., 2016) e
diversos tumores sdlidos, tais como céancer de ovario (SUGIYAMA et al., 2000),
testicular (KONDAGUNTA et al., 2005), bexiga (SHIPLEY, 1987), mama
(VASSILOMANOLAKIS et al., 2000), entre outros.

Este farmaco apresenta maior eficacia nos tumores malignos com rapido
crescimento (divisdo celular constante). Seu mecanismo de acdo estd baseado na

citotoxicidade induzida a partir das ligacdes de entrecruzamento irreversiveis com o
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DNA. Quando a cisplatina entra na célula (sem os grupos cloreto) por difusdo ou
transporte ativo, ela se liga favoravelmente com o sitio N7 do residuo da
desoxiguanosina do DNA nuclear, produzindo apenas uma ligagdo covalente (aduto
monofuncional). Posteriormente, o aduto com a segunda base de guanina (maior
afinidade) ou desoxiadenina (menor afinidade) gera as ligagdes intra-strand (na mesma
fita) ou inter-strand (entre as duas fitas) levando a quebra das fitas de DNA, seguido da
inibico de sintese e replicacdo do DNA (WANG; ZHU, 2018). Entretanto, ha trabalhos
que mostram também uma possivel interacdo e dano especifico da cisplatina no DNA
mitocondrial (WISNOVSKY et al., 2013; YANG et al., 2006).

A presenca de danos no DNA, ativa 0s mecanismos de reparo (por excisdo de
nucleotideos, excisdo de base, recombinacdo ou mismatch), e as células eficientes no
reparo, sofrem a parada no seu ciclo celular e morrem por apoptose (via p53, MAPK e
p73) ou necrose (RIDDELL; LIPPARD, 2018). A concentragdo de cisplatina e o estado
da célula sao fatores determinantes envolvidos no tipo de morte celular (GONZALEZ et
al., 2001). Quando o dano no DNA ativa a proteina PARP-1, leva a clivagem de NAD,
a qual inibe a glicélise (esgotamento de ATP) resultando no processo necrético, o qual
pode ser somado ao blogueio de caspases pelas proteinas IAP. Porém, se os niveis de
ATP sdo adequados para célula, o complexo de caspases ativadas 3-6-7 clivam o
PARP-1, blogueando a necrose e favorecendo a apoptose. Portanto, ambos os
processos podem ocorrer, mas o estado energético da célula determina o tipo de morte
celular (CEPEDA et al., 2007).

Embora o DNA seja o alvo especifico para a cisplatina, a concentragdo do
farmaco encontrada no material genético € de apenas o 5-10%, enquanto o 75-85%
restante se liga a sitios nucleofilicos de peptideos, proteinas, enzimas de replicacéo e
RNA, o que poderia ser a causa da sua alta toxicidade e resisténcia (GOMEZ-RUIZ et
al., 2012), limitando sua eficacia.

Toxicidade em diferentes tecidos, tais como gastrointestinal (nauseas,
vomitos), neuronal (neuropatia periférica), renal (insuficiéncia renal aguda), ocular
(perda de visdo), hematoldgica (mielosupressao), otorrinolaringolégica (perda auditiva),
gonadal (comprometimento da espermatogénese e menopausa prematura) sao as mais
frequentemente associadas ao uso da cisplatina (GOLD; RAJA, 2020). Por outro lado,
a resisténcia definida como multifatorial, ndo apresenta um consenso ainda sobre 0s
mecanismos de transporte envolvidos na concentracao intracelular da cisplatina, a qual
poderia ser determinada pela alteragdo de fluxo de entrada e/ou saida dos
transportadores de membrana (RIDDELL; LIPPARD, 2018). Varios fatores associados

com a resisténcia a este farmaco foram reportados, entre eles a fungédo dos tidis na
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glutationa (CHEN; KUO, 2010) e metalotioneinas (SI; LANG, 2018) assim como a
capacidade de tolerancia ou reparo de danos por platina no DNA (ROCHA et al., 2018).

Devido a essa toxicidade, mecanismos de protecdo celular como a autofagia
podem ser ativados (JIANG et al., 2017; LIN et al., 2017a; SHI et al., 2016), onde a
inibicéo especifica da autofagia, poderia amplificar a efetividade da cisplatina.

1.3FTY720

A resisténcia intrinseca ou adquirida a farmacos continua representando um
grande desafio frente a limitacdo dos tratamentos no cancer oral, o que torna necessario
e urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Enzimas envolvidas no
metabolismo de esfingolipidios tornaram-se alvos promissores no desenvolvimento
terapéutico contra cancer, devido a capacidade de reverter processos de progressao de
cancer, resposta ao tratamento como resisténcia a quimioterapia (CANALS; HANNUN,
2014; OGRETMEN, 2017).

O Fingolimod (FTY720) (2-amino-2-[2-(4-octilfenil)  -1,3-propanodiol-
hidrocloruro]) foi o primeiro medicamento oral aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug
Adminidtration) no 2010 para pacientes com esclerose multipla (SHARMA et al., 2011).
Esse farmaco imunomodulador resulta eficaz em doencas autoimunes, assim como em
modelos de transplante, agindo como um composto sintético analogo a esfingosina
(BRINKMANN et al., 2002). No entanto, além dos efeitos imunossupressores, foi
demostrado seu papel na inibicdo de vias de transducéo de sinal associadas ao cancer
(PATMANATHAN et al., 2015; ZHANG et al., 2013a), provando sua efetividade
antineoplasica em tumores de cancer de mama (NAGAHASHI et al., 2016), ovario
(KREITZBURG et al., 2018; LEE et al., 2015a), prostata (ALLAM et al., 2018; WANG et
al., 2017), leucemia (WALLINGTON-BEDDOE et al., 2011), colorretal (LI et al., 2016)
entre outros.

O mecanismo de acdo do FTY720 néo fosforilado € baseado principalmente na
inibicdo da via de sinalizagédo da esfingosina-1-fosfato (S1P) pela inibicdo da atividade
quinase da SphK1 (esfingosina kinase 1). O FTY720 fosforilado (FTY720-p) € um
potente inibidor funcional dos receptores da S1P (S1PR1345), reduz os niveis de S1P e
blogueia as vias de sinalizacdo de viabilidade, proliferacdo e migracdo celular
(TAKASAKI et al., 2018; WHITE et al., 2016).



26
Introdugdo

A referida atividade citotoxica do FTY720 foi evidenciada a partir da indugéo de
morte celular por autofagia, apoptose e necrose (ZHANG et al., 2013a, 2010a, 2013b),
assim como na diminuicAo de metastase, reducdo de EMT (transicdo epitélio-
mesenquimal), inibicdo de angiogénese e inflamacdo (promotor de tumorigénese)
(PATMANATHAN et al., 2015). Outros mecanismos também foram descritos, tais como
potencial agente sensibilizante a radioterapia e quimioterapias convencionais em
tumores resistentes (MARVASO et al., 2014; WANG et al., 2017).

Particularmente no cancer de cabeca e pescoco, a sinalizacdo de S1P regula
alguns aspectos da carcinogénese, embora algumas vias associadas a S1P ainda sao
desconhecidas. A SphK1 modula o desenvolvimento tumoral, onde a superexpressao
dessa proteina em estagios avancados da doencga foi associada com baixa sobrevida,
se tornando um potencial alvo em terapias combinadas (NEMA et al., 2016).

O efeito antitumoral in vitro e in vivo do FTY720 tem sido associado com
autofagia, apoptose (BAIl et al., 2017; PATMANATHAN et al.,, 2016) e aumento da
atividade da proteina fosfatase 2A (PP2A) mostrando reducédo do crescimento celular
no cancer oral (SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; VELMURUGAN et al., 2018). Embora
0S mecanismos que envolvem o efeito do FTY720 n&o estejam claros, a inibicdo da
SPHK1 e / ou a ativagdo da PP2A seriam as vias de sinalizagéo mais relevantes.

Por outro lado, o FTY720 apresentou toxicidade seletiva apenas nas células de
CECO comparado com células normais (queratinécitos e fibroblastos), derivando em
efeito sinérgico com a cisplatina na inducdo de morte celular (PATMANATHAN et al.,
2016). O mesmo resultado foi observado em outras neoplasias epiteliais como cancer
de pulméo (LI et al., 2017), ovario (ZHANG et al., 2013b) e melanoma (ISHITSUKA et
al., 2014).

Recentemente, foi demostrado que as células-tronco normais (LIDGERWOOD
et al.,, 2018) e tumorais (MARFIA et al., 2014) sdo reguladas pela S1P. O eixo
SphK1/S1P seria um mediador importante em processos de autorenovagao e
diferenciagéo das células-tronco, onde a inibi¢do dessa via poderia ser considerada no
tratamento do cancer (NG et al., 2018). Estudos realizados em cancer de mama apoiam
esse mecanismo, devido ao aumento no desenvolvimento do tumor devido a
superexpressao de Sphkl por meio do S1IPR3 em células-tronco tumorais (HIRATA et
al., 2014; WANG et al., 2016). Com base nisso, propde-se que a regulacdo dos referidos
lipidios ativos possa ser um novo alvo terapéutico das células-tronco tumorais, portanto

susceptivel a acao de FTY720.
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1.4 Células Tronco-Tumorais

O céancer de cabeca e pescoc¢o € uma doenca altamente heterogénea. Existem
dois modelos de heterogeneidade que explicam o desenvolvimento do céncer nos
tumores sélidos. O modelo estocéstico afirma que a capacidade proliferativa nas células
tumorais € homogénea, sendo produto do acumulo de alteracdes genéticas devido a
seu caréter instavel, enquanto o modelo hierarquico, indica que as células tumorais
estdo organizadas numa hierarquia funcional, onde uma subpopulac¢édo de células do
tumor, as células tronco-tumorais (CTT), apresentam o potencial tumorigénico (RICH,
2016). Entretanto, estudos ao longo das ultimas décadas indicam que ambas as teorias
ndo sao excludentes; pelo contrario, sdo expressas de forma diferente em varios
estagios da progressdao do cancer, provando ser especifico para cada tumor
(KRISHNAMURTHY; NOR, 2012).

Do mesmo jeito que as células tronco-normais (CTN), as CTT apresentam
caracteristicas de autorrenovarao e diferenciagdo. Assim como, potencial tumorigénico
e metastatico, crescimento independente de ancoragem, expressdo ativa da
telomerase, bloqueio de senescéncia e deteccdo por meio de marcadores especificos
(ALLEGRA; TRAPASSO, 2012; BOROVSKI et al., 2011; KOBAYASHI; DE NORONHA,
2015).

As CTT se localizam no nicho ou microambiente tumoral junto aos
componentes celulares do estroma (células tronco mesenquimais, células endoteliais,
imunes e fibroblastos), a matriz extracelular, fatores de crescimento e citocinas (PLAKS;
KONG; WERB, 2016; YE et al., 2014). O nicho fornece sinais para sua funcionalidade,
além de manté-las no seu estado tronco, evitando a apoptose. Da mesma forma, o nicho
regula a progresséo do tumor primério pela desdiferenciacdo de células tumorais em
CTT, induzindo a metastase por EMT. Onde a localizacdo e crescimento desses
tumores secundarios, seria facilitado por meio da formacgéo de nichos pre-metastaticos
pelo tumor primario (BOROVSKI et al., 2011) (Figura 1). Outras fun¢des do nicho estao
ligadas a autorenovacgédo das CTT, atraves das interacdes célula-célula e célula-matriz
evitando a exposi¢éo a diferenciacdo e apoptose, e com a resisténcia a quimioterapia e
radioterapia, que contribuem com a instabilidade genética das CTT (ALLEGRA;
TRAPASSO, 2012).

A matriz extracelular constitui uma rede tridimensional de organizagéo
complexa e dindmica, composta por coladgeno, proteoglicanos, elastina, fibronectina e
glicoproteinas, sujeita a remodelagdo continua e controlada (THEOCHARIS et al.,

2016). Essa regulagdo envolve a degradagdo da matriz por enzimas como as
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metaloproteinases. Em doencas como o céncer, modificacdes na protedlise dessas
proteinas podem mudar a estrutura da matriz, promovendo a invasdo e metastase do
tumor (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; KESSENBROCK; WANG; WERB,
2015).

No cancer de cabeca e pescoco, o 80% das CTT estariam localizadas em
nichos perivasculares (frente invasiva do tumor perto dos vasos sanguineos), onde 0s
fatores secretados pelas células endoteliais associadas aos tumores, sinalizam vias
ligadas a melhora da autorenovacgéo e sobrevida das CTT (KRISHNAMURTHY et al.,
2010). Assim também, foram descritas algumas moléculas envolvidas na progresséo do
carcinoma oral, como a MMP-1 onde sua expressao foi dependente do grau do tumor
(GEORGE; RANGANATHAN; KRISHNA, 2010) e as MMP-2 e MMP-9 estiveram
associadas a um pior prognostico (KATAYAMA et al., 2004; PATEL et al., 2005). Assim
também, altos niveis de IL-6 nas células endoteliais associadas ao tumor definiram a
tumorigenicidade, além de promover fenotipos de poténcia e a fosforilagéo da via STAT3
(KRISHNAMURTHY et al., 2015). E a superexpressao da proteina tirosina kinase (TrkB)
alterou a expressdo de mediadores moleculares de EMT, negativa (E-caderina) e
positivamente (Twist e Snail), promovendo a migracdo e invasdo de CECO
(KUPFERMAN et al., 2010).

O isolamento das CTT de um tumor baseia-se na identificacdo de suas
caracteristicas unicas em relacdo a sua progénie diferenciada, bem como nas células-
tronco normais. Esses marcadores sao especificos e variam de acordo com o tipo de
tumor. A identificacdo das CTT de cancer de cabeca e pescoco tem sido realizada por
métodos que incluem: a analise de marcadores de superficie CD44 (PRINCE et al.,
2007) e CD133 (ZHANG et al., 2010b), cujas células positivas demostraram uma alta
capacidade tumorigénica; a determinacdo da atividade enzimatica do aldeido
desidrogenasse (ALDH), responsavel pela oxidacdo de metabolitos téxicos de aldeido
(como algumas drogas quimioterapéuticas) (ZOU et al., 2012). A superexpressao da
ALDH1 foi associada com a invasao angiolinfatica e metastase linfonodal no cancer oral
(MICHIFURI et al., 2012; ORTIZ et al., 2018).

Foi mostrado também que as células ALDH1* incluem um subconjunto de
células CD44", ou seja, células com ambos os marcadores fenotipicos (CLAY et al.,
2010). Esta dupla marcacdo ALDH1*/CD44* evidenciou uma elevada expressao de
genes relacionados com células tronco embrionarias, quimiorresisténcia e EMT no
cancer de cabeca e pescoc¢o (CHEN et al., 2009).

Outra caracteristica importante é a capacidade de efluir um corante

fluorescente (Hoechst 33342), que ocorre por meio da expressdo de um grupo de
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proteinas transportadoras transmembrana (ZHANG et al.,, 2009). As células
cancerigenas que excluem o corante Hoechst sdo denominadas como SP (“side
population”), as quais expressam genes do tipo CTTs e estdo envolvidas na resisténcia
a farmacos, recidiva e clonalidade no carcinoma oral (SHANG et al., 2016). Por fim, a
formacao de esferas tumorais em suspensdao (estado indiferenciado) também tem sido
considerada uma caracteristica de CTT, pois permite identificar células com capacidade
de proliferacéo sob condicdes de baixa adesao (cultura 3D)(DONTU et al., 2003).

Figura 1. Participagéo das células tronco tumorais na progressao do cancer.
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A) O desenvolvimento do tumor se inicia a partir da formacdo das CTT. Estas podem ser
originadas por: 1. AlteragBes genéticas nas CTN, 2. Durante o estagio de desenvolvimento a
partir dos precursores das CTT, 3. Ou mediante a desdiferenciagdo da célula madura normal ou
tumoral a CTT. Esta fase estd acompanhada por processos inflamatérios e aumento de ROS. B)
O crescimento do tumor € facilitado pelo seu microambiente tumoral (TME), onde as CTT
recrutam os componentes celulares do TME modelando sua matriz extracelular (ECM). O
incremento do volume tumoral induz a angiogénese, o qual aumenta a permeabilidade vascular,
promovendo a migracao e invasdo associado ao processo de EMT. C) As CTT orquestram a
cascata de metastase para estabelecer novos nichos pre-metastéaticos para sua chegada. Similar
ao tumor primario, o TME nos locais metastaticos promove a disseminacgéo de células malignas,
criando um nicho de suporte ao crescimento, promovendo a angiogénese para apoiar o
crescimento do tumor secundario (Modificado de AYOB; RAMASAMY, 2018).
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A quantidade e velocidade de crescimento desses agregados ou esferoides ou
esferas, induz a presenca e capacidade de autorrenovacdo das CTT a partir da
populacdo heterogénea de células tumorais (LEE et al., 2015b). Uma maior capacidade
de formagdo de esferas foi observada em populagcbes ALDH1* e CD44"
(KRISHNAMURTHY et al., 2010; OKAMOTO et al., 2009), expressando niveis altos de
fatores de transcricdo de pluripoténcia como Oct4, Nanog, Sox2, Sox9, CD117, CD133,
Nestin, ABCG2, Lin28, KFL4 (CHIOU et al., 2008; LEE et al., 2016; MISUNO et al., 2013)
no CECO, mostrando tumorigenicidade e capacidade metastatica.

Contudo, a resisténcia aos farmacos pelo enriguecimento da subpopulagéo de
CTT, leva a regeneracdo e desenvolvimento de novos tumores apos tratamento, que
por sua vez, prolonga o tempo da terapia, causando o fracasso do tratamento ou torna-
se um tumor com fendtipo mais agressivo (ALBERS et al., 2011; KOUKOURAKIS et al.,
2012).

Entre os mecanismos de resisténcia a terapia encontram-se: expressao
anormal de bombas de efluxo de drogas pelos transportadores ABC (ATP-binding
cassette), superexpressao de vias anti-apoptéticas, reparo efetivo no dano ao DNA,
laténcia relativa / cinética do ciclo celular lento, ativacdo de vias pro-sobrevivéncia,
presenca de nichos hipoxicos, aumento da atividade de ALDH, resisténcia a

diferenciagéo (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos moleculares das células tronco-tumorais naresisténcia a

farmacos.
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Oito alvos biologicos relevantes (letras pretas) sdo os responsaveis do direcionamiento a
qguimiorresisténcia em CTTs (setas pretas). Cada mecanismo celular representado em gréaficos
e acompanhado de sua possivel forma de intervencao terapéutica (caixas azuis com linhas)
(Modificado de SOTIROPOULOU et al., 2014).
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Devido a isso, é possivel explicar o papel das CTT na terapia. As estratégias
terapéuticas que se concentram no direcionamento de CTT e seu nicho abordam a
eficicia das terapias tradicionais do cancer para erradicar as CTT, que de outra forma
resultariam em resisténcia a terapia. O uso combinado de terapias tradicionais com
agentes especificos de CTT direcionados, pode ter como alvo todo o cancer e oferecer
uma estratégia promissora para tratamento duradouro e até mesmo a cura. Estas
estratégias poderiam melhorar o tratamento, impedindo a recidiva ou a progressao do
cancer (Figura 3). Atualmente, existem varios estudos clinicos com diversas
combinagfes de farmacos usados em terapias convencionais e terapias direcionadas
as CTT, promovendo a morte das CTT e das células diferenciadas (HAN et al., 2013).
Dessa forma, esta abordagem seria a mais benéfica, tanto pela sua eficacia quanto sua
acao rapida.

Figura 3. Esquemailustrativo das abordagens terapéuticas anticancerigenas

visando as células da massatumoral e populagdes células-tronco tumorais.
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Os tratamentos convencionais sdo dirigidos contra as células cancerigenas diferenciadas em
proliferacdo, ndo sendo capazes de atingir as CTT, resultando em sele¢éo das CTTs e recidiva
do cancer. Por outro lado, o direcionamento de terapias mais eficazes para CTT (nos marcadores
de superficie, nicho, mecanismos de sinalizagdo na manutengdo e sobrevivéncia ou nas vias

metabolicas das CTT) pode eliminar ou induzir a diferenciagcao destas células, o que levaria as
células remanentes a morte (Modificado de HAN et al., 2013).
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1.5 Autofagia

A autofagia € um processo celular responsavel pela degradacéo e reciclagem de
moléculas e organelas danificadas, que ocorre por diferentes vias de direcionamento de
substratos citoplasmaticos aos autofagossomos/autofagolisossomos. Existem trés tipos
principais de autofagia: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) e
macroautofagia. Sendo esta Ultima desenvolvida a partir do envelope de componentes
celulares pelos fagoforos (estruturas de membrana dupla), para formar o
autofagossomo. O qual se ligara posteriormente ao lisossomo "autofagolisossomo" para
degradacédo enzimética, fornecendo aminoacidos ou lipidios e acidos nucleicos para o
metabolismo celular. Esta maquinaria estd desregulada em véarias doengas
neurodegenerativas, musculares, infecciosas, -cardiovasculares, imunoldgicas,
envelhecimento, bem como em varios tipos de céncer (LEl et al., 2017; OJHA,;
BHATTACHARYYA; SINGH, 2015).

1.5.1 Autofagia no cancer

A autofagia no cancer funciona como um mecanismo de sobrevivéncia,
protegendo as células tumorais contra condi¢cdes externas de estresse, como hipoxia,
suprimento insuficiente de nutrientes e energia, e terapias antitumorais (Figura 4). A
inducdo de autofagia foi descrita em diversas abordagens terapéuticas, promovendo a
sobrevivéncia das células tumorais e contribuindo com a resisténcia. Entre elas destaca-
se, as terapias genotéxicas convencionais (tais como radiacao e cisplatina) (APEL et
al., 2008; MA et al, 2013; OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA, 2016a), nao
convencionais e as terapias baseadas na inibicdo de PI3K, AKT e mTOR (AMARAVADI
et al., 2011). O aumento do fluxo autofagico no tumor traz como consequéncia o
incremento na producdo de EROs (devido a danos mitocondriais), redugéo na apoptose,
resposta ao estresse no reticulo endoplasmatico (pelos agregados de proteinas) e a
selecdo do fenotipo de CTT (SMITH; MACLEOD, 2019).

No entanto, se 0 estresse no microambiente tumoral persistir, a autofagia
excessiva pode levar a morte autofagica denominada morte celular programada tipo I,
desempenhando assim uma dupla fungéo (XU; XIA; PAN, 2013). A partir disso, tem sido
mostrado que certos agentes quimioterdpicos tem sua efetividade antitumoral
aumentando o fluxo autofagico (ARYAL et al., 2014; HAN et al., 2014; LU et al., 2014a).

Enquanto, outros estudos mostraram que a autofagia tem efeito protetor levando a
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progressado tumoral (BELOUNIS et al.,
BHATTACHARYYA, 2016a).

2016; LIU et al, 2016; OJHA; SINGH,;

1.5.2 Autofagia e a subpopulacao de células tronco tumorais

Com base no exposto acima, pode-se inferir que a terapia leva a sele¢éo de
células que expressam maiores niveis de autofagia, ou seja, as CTT resistentes ao
tratamento seriam as mais dependentes da autofagia. Embora os mecanismos pelos
quais a autofagia regula as CTT ainda n&o sejam totalmente conhecidos, alguns foram
propostos, entre eles: 1. Os metabdlitos de alta energia (lactato, cetonas) e a expressao
de genes glicoliticos, que fornecem energia e nutrientes, promovendo a autorrenovagao,
crescimento tumoral e metastase. 2. Mediante a regulagéo de miRNAs, na sobrevivéncia
e potencial invasivo das CTT. 3. Alteracéo de vias de sinalizacdo como EGFR-STAT3,
TGFB / TGF-B-SMAD (LEI et al., 2017).

Figura 4. Regulacdo da autofagia no cancer.
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A ativacao da autofagia em resposta a varios estimulos (circulos coloridos) oferece vantagem na
progressdo tumoral. Entre essas vias estdo: PERK-elF2a, IRE1-JNK1 e a liberacdo de Ca?*
(estresse pelo ER, reticulo endoplasmatico), ativacdo de AMPK e subsequente inibicdo de mTOR
(estresse energético ou por hipdxia) e mediante a transcricao de alguns genes de autofagia “Atg”
(estresse por deplecao de nutrientes) (Modificado de XU; XIA; PAN, 2013).
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A autofagia é fundamental no controle homeostatico e na manutencdo da
pluripoténcia tanto em células-tronco normais quanto tumorais (CHANG, 2020; NAZIO
et al., 2019; SALEMI et al., 2012; SHARIF et al., 2017; TEIXEIRA; RENATO; KEITH,
2012). A participacdo da autofagia nas CTT foi demonstrada em vérias neoplasias como
cancer de bexiga (via JAK2 e STAT3) (OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA, 2016b),
cervical (modulagdo de Oct-4, SOX2, Nanog) (YANG et al., 2017), glioblastoma (via
SDCBP/MDA-9/Syntenin) (TALUKDAR et al., 2018), ovério (pelo fator de transcricao
NRF2) (WANG et al., 2018), colorretal (RAB5, RAB7 na via de mitofagia e DCLK1)
(KANTARA et al., 2014; TAKEDA et al., 2019), oral (EGFR) (LV et al., 2020), entre
outros. No entanto, o tipo mais estudado foi no cancer de mama, observando-se que a
expressdo de ATGA4A, Bcl-1 e dos genes lisossomais resulta na manutencdo das
mamoesferas e no desenvolvimento da tumorigénese (GONG et al., 2013; WOLF et al.,
2013). Onde subpopulac¢des CD24*/CD24  dependem da modulagéo da secrecao de IL6
para a sobrevivéncia (MAYCOTTE et al., 2016).

Devido a dicotomia da autofagia, outros autores afirmam que estaria sendo
regulada negativamente nas CTT. Como foi no caso da temozolomida, onde as células
CD133* contribuiram para a quimiorresisténcia com baixos niveis de autofagia (JUN et
al., 2009). Por outro lado, ap06s tratar células tumorais com a nigericina (HEGAZY et al.,
2016) e rotterina (KUMAR; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2013; SINGH et al., 2012), a
inducdo da autofagia levou a supressdo das caracteristicas de CTT, e induziu a
apoptose. Particularmente, no cancer escamoso do eséfago, observou-se que a metil-
bardoxolona inibiu os marcadores EMT e CTT, e induziu a morte celular (WANG et al.,
2015).

1.5.3 Autofagia na quimiorresistencia tumoral

Devido a importancia da autofagia no cancer, varios estudos tém proposto
explorar sua modulagédo como alvo terapéutico no tratamento antitumoral. A cloroquina
(CQ) e hidroxicloroquina (HQ) sao inibidores do fluxo autofagico tardio, os quais atuam
evitando a acidificacdo lisossomal, a partir do bloqueio da atividade lisossémica
secundaria, o que leva a ndo degradacdo das moléculas no autofagolisossomo
(PASCOLO, 2015). Esses inibidores apresentaram eficacia quando combinados com
outros farmacos, pois conseguiram atuar sinergicamente, melhorando a resposta a
quimio-radioterapia (5-fluoracilo + RT) em células p53-mutadas (SCHONEWOLF et al.,
2014), e potencializaram a citotoxicidade do Imatinib na diminuicdo do crescimento

celular (aumento na atividade de caspases 3/7) e da clonogenicidade (GUPTA et al.,
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2010) (GUPTA et al., 2010). Em experimentos in vivo, a CQ e HQ reduziram o volume
tumoral (diminuindo a proteina autofagica SQSTM1), a metéstase pulmonar em
camundongos no tratamento com o sorafenibe, resultando em altas taxas de sobrevida
(ERITJA et al., 2017). De modo similar, a HQ foi demostrada como terapia pré-operatoria
em pacientes com adenocarcinoma pancreatico em fase | e Il, junto ao tratamento com
gemcitabina, onde a inibicao autofagica reduziu o marcador tumoral CA19-9 em 73%
dos pacientes, obtendo uma melhora na sobrevida global e livre de doenga neste grupo
(BOONE et al., 2016).

Na literatura tem sido descrito a utilizagao de outros compostos farmacol6gicos
que regulam diversos pontos da via autofagica, tais como: inibidores da fase inicial da
autofagia, impedindo a formagé&o do autofagossomo; como o 3-MA (inibidor da classe IlI
das PI3K) (LI et al., 2015; SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; SHIN et al., 2017; THU et al.,
2015), a cicloheximida (inibidor da sintese de proteinas) (WANG; GUNDELACH; BRAM,
2017) e MRT68921 e MRT67307 (inibidores de ULK1 e ULK2) (PETHERICK et al.,
2015); no bloqueio do autofagossomo, pela inativagdo de genes autofagicos
(siRNA/shRNA Atg5, Beclin-1, Atg7) (CHEN et al., 2018b; DOMAGALA et al., 2018;
QADIR et al.,, 2008) ou da expressdo de microRNAs: miRNA26 (JIN et al., 2017),
MiRNA199-a-5p (LI et al.,, 2016b), miRNA-138-5p (TIAN et al., 2017); impedindo a
formacdo do autofagolisossomos, a bafimolicina A1 (BAF), inibidor especifico da V-
ATPase (QUAN et al., 2019); e no bloqueio de proteases lisossomais, E64d (inibidor de
catepsinas B,H e L) e a pepsatina A (inibidor de catepsinas D e E) (TANIDA et al., 2005).

Em relagdo as CTT, alguns farmacos foram mais eficazes pela sua acao nas
CTT, como a salinomicina, que mostrou maior efetividade em relagdo ao paclitaxel
devido ao seu efeito supressor na via autofagica-lisossomal e pro-apoptotico nas células
tumorais, preferencialmente nas ALDH* (YUE et al., 2013). Em outros casos, observou-
se a implicacdo desses supressores autofagicos na capacidade de inibir o fenétipo de
CTT, naformacéo de mamoesferas e na reducao de populacdes CD44*/CD24 (inibindo
a migracdo e invasao celular pela desregulagdo MMP-9 e MMP-2) (AN et al., 2015) e
CD133* (HAO; LIU; TIAN, 2019). Como consequéncia, houve aumento na
suscetibilidade das CTT aos tratamentos com salinomicina no TNBC "cancer de mama
triplo negativo” (AN et al., 2015), gemcitabina no cancer pancreatico (YANG et al., 2015)
e cisplatina no cancer pulmonar de células ndo pequenas (HAO; LIU; TIAN, 2019), onde
a eficacia do tratamento anti-CTT dependeria do tipo de tumor e da autofagia. Portanto,
pode-se deduzir que esses reguladores de autofagia podem atuar como possiveis
adjuvantes, reduzindo a resisténcia ao tratamento convencional em diferentes tipos de

cancer.
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2.  Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos de novas combinagfes terapéuticas antitumorais em
linhagens celulares de CECO resistentes a cisplatina com énfase na eliminacéo

de células tronco tumorais.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar os niveis das proteinas LC3 e SET nas linhagens tumorais (SCC9 e
Cal27) de CECO selvagens (WT) e com resisténcia induzida a cisplatina (CisR);
Determinar o potencial antitumoral das combina¢cdes dos farmacos
selecionados: cloroquina (CQ), cisplatina (CIS), Fingolimod (FTY720) e
paclitaxel (PTX) nas linhagens tumorais de CECO WT e CisR,;

Calcular o indice de sinergismo das combinac¢des dos farmacos selecionados
nas linhagens CECO WT e CisR;

Avaliar o potencial de formagdo de colénias (clonogenicidade) das linhagens

celulares CECO CisR expostas as combinagdes selecionadas dos farmacos;

Determinar os niveis de proteinas envolvidas em algumas vias de sinalizagédo

tumoral apés a exposicéo das linhagens celulares CECO CisR as combinacgdes de

farmacos selecionadas;

Determinar a resposta aos tratamentos combinados quanto a expresséo de genes

relacionados a resisténcia a drogas nas linhagens CECO CisR;

Avaliar o potencial de formacao e viabilidade de esferas tumorais (cultura 3D) nas

linhagens celulares CECO CisR expostas as combinacdes selecionadas dos

farmacos.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens de carcinoma oral Cal27 e SCC9 (derivadas de
tumor de lingua) adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC), cultivadas de
acordo com as recomendacdes da ATCC.

3.1.1.1 - Cal27 (ATCC® CRL-2095™), é uma linhagem celular estabelecida a
partir de um paciente do sexo masculino de 56 anos de idade com carcinoma
epidermoide pobremente diferenciado localizado na regido mediana da lingua, sem
prévia RT (Radioterapia) antes da biopsia (GIOANNI et al., 1988). Apresenta
caracteristicas de células poligonais com citoplasma altamente granular (JIANG et al.,

2009) e é considerada tumorigénica, porém nao metastatica.

3.1.1.2 - SCC9 (ATCC® CRL-1629™), é uma linhagem tumorigénica obtida a
partir de um paciente do sexo masculino de 25 anos de idade com carcinoma
epidermoide de lingua sem RT (RHEINWALD; BECKETT, 1981). Foi classificado como
T2N1: (T2: tumor primario maior que 2 cm, com dimensdao méxima de 4 cm; N1:
metastase em um anico linfonodo homolateral de até 3 cm na maxima dimenséo; MO:
sem metéastase a distancia) (RIVERA, 2015).

Adicionalmente, usando uma estratégia de selecao induzida in vitro para imitar
a administracdo de cisplatina na clinica, foram estabelecidas as linhagens resistentes a
cisplatina (CisR): Cal27cisr € SCC9cisr. A aquisicao de resisténcia foi levada a cabo apos
ciclos de incubac6es com a CDDP e tempos de recuperacdo, até conseguir taxas de
proliferagdo normais antes de comecar o novo ciclo. Essas novas linhagens celulares
CisR foram obtidas e cedidas pela Dra. Luciana O. Almeida, jovem pesquisadora na
FORP-USP e colaboradora neste estudo. As linhagens CisR possuem IC50 para
cisplatina maior do que as linhagens selvagens e foram caracterizadas pelo grupo da

Dra. Luciana Almeida (dados nédo publicados, artigo submetido).
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3.2 Cultivo celular

As células Cal27 foram cultivadas no meio de cultura Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM, D5648; Sigma-Aldrich Saint Louis, MO 63103, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (12657-029; Gibco, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), e agentes antibacterianos e antimicéticos (penicilina
10,000U/mL, estreptomicina 10mg/mL, anfotericina 25pg/mL; A5955, Sigma-Aldrich). A
linhagem celular SCC9 foi mantida em meio de cultura DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified
Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-12) (12500-062, GIBCO) suplementado com
solucdo de HEPES (15mM) (H3375, Sigma) e hidrocortisona (400 ng/mL) (H0888,
Sigma), além dos compostos mencionados para 0 DMEM. O cultivo das células foi
realizado em incubadora de CO; a 37°C e de atmosfera umidificada de 5%.

As células foram plagueadas em placas de 100 mm de diametro e expandidas
até atingir a confluéncia de 70 - 90%, apés foram lavadas com tampao fosfato salino
(PBS, Phosphate-buffered saline: NaCl 137Nm; KCL 2,7mM; Na;HPO,4 9,1mM; KH2PO,
1,8mM; pH 7.4 Sigma Aldrich) e incubadas a 37°C com solucdo de Tripsina — EDTA
(T4174, Sigma Aldrich). A ag&o da tripsina foi inativada adicionando DMEM completo.
Posteriormente, as células foram coletadas e transferidas para tubos cénicos,
centrifugadas a 200 x g por 5 minutos, o sobrenadante descartado e as células
ressuspensas em meio DMEM completo. A seguir, foram contadas em camara de

Neubauer, e plaqueadas de acordo com os diferentes experimentos realizados.

3.3 Ensaio de viabilidade celular

O efeito antitumoral da combinacdo dos farmacos nas linhagens celulares foi
avaliado inicialmente quanto a citotoxicidade pelo método de resazurina (AL-NASIRY et
al., 2007). As células (2x10% — 2,5x10%) foram distribuidas em placas de 96 pocgos na
confluéncia de 50 — 60%, com 200 uL de meio de cultura e mantidas overnight antes de
adicionar os farmacos. As células foram mantidas com os farmacos sensibilizadores
Cloroquina (CQ, Sigma-Aldrich C6628) e Fingolimod (FTY720, Sigma-Aldrich SML0700;
veiculo: BSA, Sigma-Aldrich A7906) por 24h, e depois foi adicionado o segundo
quimioterépico: Cisplatina (CDDP, Sigma-Aldrich 479306), Fingolimod e Paclitaxel
(PTX, Sigma-Aldrich T7402), em associagcdo ou ndo com o primeiro composto por mais
24 horas. Depois disso, 0 meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio novo sem 0s

compostos; nessas condi¢fes as células foram mantidas por mais 48 horas. O reagente
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colorimétrico Alamar Blue® foi adicionado na concentracgao final de 10% (0.01 mg/mL)
e as células foram mantidas em cultura por 2 horas, protegidas da luz. A fluorescéncia
do reagente foi medida utilizando o fluorimetro de placas Synergy 2 Multi-Mode
Microplate Reader (Biotek, Winooski, VT, EUA), com comprimentos de onda de
excitagao de 530/25 nm e de emiss&o de 590/35 nm determinando os valores lambda
méaximo. Os resultados da viabilidade celular estdo apresentados como porcentagem de
células viaveis em relagcdo com o grupo controle. Foram realizados trés ensaios
independentes em quintuplicata experimental e os valores sdo mostrados como média

e desvio padréo.

3.4 Calculo do coeficiente de interacdo de compostos (CID)

O efeito sinérgico dos compostos nas linhagens celulares de CECO foi
determinado por meio do teste de citotoxicidade por resazurina. O calculo da interagéo
entre os compostos (CID) nas condi¢cdes combinadas foi realizado como descrito por
Chou (CHOU, 2010), utilizando a formula:

CID = AB / (A x B) x 100

Onde:
AB: Taxa de viabilidade celular do tratamento combinado, em relacdo
ao controle.
A, B: Taxas de viabilidade celular dos tratamentos isolados, em relacdo
ao controle.
A taxa de viabilidade celular do controle é igual a 1 (CHOU, 2010; SUN et al.,
2014). Portanto, os valores de CID foram definidos como:

e CID > 1: efeito antagbnico entre os compostos.
e CID = 1: efeito aditivo entre os compostos.
e CID < 1: efeito sinérgico entre os compostos.
e CID < 0,7: efeito sinérgico significativo entre os compostos.
Esses ensaios foram realizados em triplicata biol6gica e quintuplicata

experimental e os valores mostrados como média e desvio padrao.
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3.5 Ensaio de formacgéo de esferas tumorais

Para avaliar a subpopulacdo de células tronco tumorais nas linhagens celulares
resistentes (Cal27cisks € SCC9cisr), Utilizamos o ensaio de formacdo de esferdides ou
esferas em placas de 96 pocos de ultrabaixa adesao (Ultra-low attachment plates, ULA).
As células foram plagueadas e mantidas em cultura durante 7 dias na presenca das
combinacfes de farmacos selecionadas a partir dos resultados de CID. No final do
periodo, determinou-se a porcentagem de eficiéncia de formacdo de esferas por
condicdo. Foram adquiridas imagens representativas por po¢go no aumento de 20X
utilizando microscépio de campo claro (Zeiss). Os experimentos foram realizados em
triplicata bioldgica e cada ensaio foi realizado em quintuplicada experimental. Os valores

sdo apresentados como média e desvio padrao.

3.6 Avaliacao da viabilidade de esferas tumorais

A capacidade de recuperacéo e viabilidade das esferas apds exposi¢do aos
farmacos, foi testada em placas de cultura para células aderentes. Sendo assim, no 8°
dia do ensaio de formacéo de esferas supracitado, o contetdo total de cada poco da
placa ULA, contendo as esferas, foi transferido para placas convencionais de cultura de
96 pocos e mantido por mais 48 horas. Ao final do periodo, as esferas aderidas foram
fixadas em formalina tamponada neutra 10% e coradas com solugéo de cristal violeta
0,5%. A contagem e imagens adquiridas das esferas aderidas foi realizada em

microscopio de campo claro.

3.7 Ensaio de clonalidade

A capacidade de sobrevivéncia celular em baixa densidade e de clonalidade
das linhagens resistentes nas condicbes selecionadas foi avaliada pelo ensaio
clonogénico (FRANKEN et al.,, 2006). As linhagens CECO resistentes (Cal27cisr,
SCC9cisr) foram plaqueadas em placas de 24 pocos (8x10? e 4 x10? células,
respectivamente) e mantidas em cultura por 7 dias. Os testes foram realizados com as
combinacbes de farmacos que obtiveram maior acdo antitumoral pelo ensaio de
viabilidade. Apo6s o término, as células foram fixadas em formalina tamponada neutra

10% e coradas com solug&o de cristal violeta 0,5% (61135, Sigma Aldrich). A contagem
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das colénias (> 50 células), medicao da % é&rea e % intensidade das col6nias foi
realizado pelo software Image J segundo o protocolo de Guzméan (GUZMAN et al.,
2014). Estes experimentos foram realizados em triplicata biolégica e experimental. Os
graficos e a andlise estatistica foram feitas no software GraphPad Prism verséo 5.

3.8 Ensaio da marcagdo com acridina orange

Para detectar as estruturas tipicas da autofagia, como as organelas vesiculares
acidas (AVOs), foi utilizado a coloragcdo das células com acridina orange, seguindo o
protocolo indicado pelo fabricante. As células CECO Cal27cisr foram plagueadas em
placas de 24 pogos e tratadas por 48 horas com os compostos conforme citado no item
3.3. A sequir, as células foram incubadas com uma solu¢éo de acridina orange (318337,
Sigma-Aldrich) na concentragéo de 1,0 pg/mL em meio DMEM sem fenol por 15 min a
37°C. Apos, as células foram lavadas com PBS e mantidas em meio sem fenol para
visualizagdo no microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiovert 40 CFL utilizando os filtros

38HE (verde) e 00 (vermelho), e fotografadas com o software AxioVision 4.8.2 (Zeiss).

3.9 Anadlise de RNAm por gRT-PCR

As sequéncias dos genes-alvo foram obtidas do Genbank e exportadas para o
programa Primer Express v 3.3 (Applied Biosystems). Os conjuntos de primers foram
desenhados seguindo os critérios padrdes definidos pelo software. A extracdo de RNA
das amostras foi realizada com o reagente Qiazol (79306, Qiagen) seguindo as
instrucdes do fabricante, e foi ressuspendido em agua livre de RNAse e DNAse
(SIGMA). A concentragéo e a qualidade do RNA foram determinadas pela quantificacédo
no espectrofotbmetro a 230 nm (Thermo Scientific), sendo consideradas adequadas as
amostras que apresentarem valores do céalculo da razao 260/280nm entre 1.8 — 2.0. A
reacdo de sintese de cDNA foi realizada utilizando-se 1 pg de RNA total e o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) em um volume final de 20
pL. A reacéo foi incubada em 25 °C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e a
transcriptase reversa foi inativada por aquecimento a 85°C por 5 minutos. As reacdes
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foram realizadas em triplicatas
experimental e duplicata biolégica utilizando-se o reagente GoTag® gPCR Master Mix

(Promega, A6002) em reacdes de volume total de 12 pL contendo 6 uL do SYBR Green



44
Materiais e Métodos

Power Mix, 2,16 yL de uma mistura de primers sense e antisense (900 nM de cada
primer na reacao), cDNA (300 ng) e agua milli-Q g.s.p. As reac¢des de PCR em tempo
real foram realizadas no equipamento Mastercycler® ep realplex 4 (Eppendorf). O
RNAmM GADPH foi utilizado como controle endégeno. Os dados obtidos foram utilizados
para o calculo da expresséao relativa utilizando 22T segundo a formula: 2- (ACT teste - ACT
referéncia) onde: ACT teste = CT gene alvo - CT gene constitutivo, ACT referéncia = CT
gene alvo - CT gene constitutivo. O desvio padrdo em todos os experimentos foi de Ct
<0.5.

3.10 Andlise de proteinas por Western blot

Para a extracdo de proteinas, as células foram lavadas com PBS 1X e lisadas
utilizando o tampao CelLytic™ M (C2978, Sigma-Aldrich) suplementado com o coquetel
de inibidores de proteases e fosfatases (Sigma-Aldrich; P8340, P0044). Os lisados
foram submetidos a sonicacdo por trés pulsos de dez segundos na poténcia 50% do
aparelho Sonic Dismembrator (Modelo 100, Fisher Scientific). A concentragdo de
proteinas foi determinada pelo ensaio de Bradford utilizando o reagente Bio-Rad protein
assay (500-0006, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA), conforme as instru¢des do
fabricante, e os lisados foram armazenados em freezer -80°C até a execuc¢do dos
ensaios.

As amostras de proteinas dos lisados (20 pg) foram separadas por eletroforese
em gel de policrilamida com dodecilsulfato sédico 10% (SDS-PAGE), e transferidas para
membrana de PVDF (GE Healthcare, Freiburg, Alemanha) usando tampdo de
transferéncia. Apds a transferéncia, as membranas foram incubadas em solucdo de
bloqueio: leite em pd desnatado 5% (p/v) (BioRad 170-6404) em solucao salina
tamponada de Tris (TBS/T) + Tween-20 0.1% (v/v) (Sigma-Aldrich; T1379) durante 1 h.
No dia seguinte, as membranas foram incubadas overnight com anticorpo primario a
4°C. No dia seguinte, as membranas foram lavadas com TBS/T e incubadas por mais 1
h com anticorpo secundério diluido em solugdo de bloqueio. O imunocomplexo foi
visualizado com substrato ECL™ Western Blot (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), e as imagens adquiridas pelo foto-documentador BioRad. A quantificacdo das
bandas foi realizada por densitometria usando o software ImageLab™ (Bio-Rad

Laboratories). Os anticorpos utilizados no trabalho estéo listados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Anticorpos primarios e secundarios utilizados nas técnicas de Western

Blotting e Imunofluorescéncia.

Anticorpo Primario Cadigo Origem Diluicéo Fabricante
Anti-Calnexina #2433 Coelho 1:2500 Cell signaling
Anti-B tubulina #2128 Coelho 1:2500 Cell signaling

Anti-LC3B #3868 Coelho 1:2000 Cell signaling
Anti-I2PP2A (SET) Sc-5655 Cabra 1:2000 Sigma-Aldrich
Anti-cMyc #5605 Coelho 1:5000 Cell signaling
Anti-Caspase3 #9665 Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-Caspase9 #9508 Camudongo | 1:1000 Cell signaling
Anti-Bcl2 #15071 Camudongo | 1:1000 Cell signaling
Anti-Stat3 #9139 Camudongo | 1:1000 Cell signaling
Anti-pStat3 (Tyr705) #9145 Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-NFkB sc-372 Coelho 1:2500 Santa Cruz
Biotechnology
Anti-pNFkB (Ser536) #3033 Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-Akt #9272 Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-pAkt (Ser473) #4058 Coelho 1:1000 Cell signaling
Anti-Sphk1 HPA022829 Coelho 1:1000 Sigma-Aldrich
Anticorpo Secundario Caddigo Origem Diluicéo Fabricante
Anti-coelho 65-6120 Cabra 1:5000 KPL/invitrogen
Anti-camudongo 04-18-06 Cabra 1:10000 KPL

3.11 Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism
(CA, EUA) versao 5.0 para Windows. Os dados obtidos no estudo estdo apresentados
como a média + DP (desvio-padrao), e os valores p<0.05 foram considerados
estatisticamente significantes em todas as comparacgfes. A descricdo dos métodos

estatisticos utilizados esta nas legendas das figuras.
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4. Resultados e discussodes

4.1 Efeito daresisténcia a cisplatina em linhagens celulares CECO

O mecanismo de resisténcia a cisplatina envolve diversas modificacOes
genéticas e epigenéticas que incluem ativacao e silenciamento de genes responsaveis
por proliferacdo celular, apoptose e EMT (SHEN et al., 2012). Assim, tém sido relatados
diferentes mecanismos adaptativos na resisténcia a cisplatina, tais como componentes
da magquinaria autofagica e varias chaperonas da familia de proteinas de choque térmico
(HSP), prejudicando a resposta citostatica / citotdxica nas células tumorais
(GASIORKIEWICZ et al., 2020; HUANG et al., 2017; MORI et al., 2017).

A oncoproteina SET (I2PP2A) é um potente inibidor e altamente especifico da
proteina serina / treonina fosfatase 2A (PP2A) (LI; GUO; DAMUNI, 1995). A PP2A é
considerada um supressor tumoral que desfosforila diversos substratos endégenos, tais
como ERK, Akt, c-Myc, Bcl2, MAPK (ARNOLD; SEARS, 2006; KANEGAN et al., 2005;
KUO et al.,, 2008; WESTERMARCK; HAHN, 2008), atuando em vias de sinalizacdo
frequentemente desreguladas no cancer; além de promover o desenvolvimento de
resisténcia a quimioterapia (HUNG; CHEN, 2017). Particularmente, a superexpressao
de SET em cancer de cabeca e pescoco, tem sido amplamente estudada e discutida
pelo nosso grupo de pesquisa, que mostrou relevantes funcdes da SET ligadas a
sobrevida e adaptacdo ao estresse oxidativo (LEOPOLDINO et al., 2012), promoc¢ao da
progressao tumoral, assim como na aquisicdo de fendtipo mesenquimal e potencial
metastatico e resisténcia a cisplatina (SOBRAL et al., 2014). Recentemente, mostramos
a participagdo da SET na regulagéo do equilibrio redox intracelular e na modulacéo do
processo autofagico, favorecendo a sobrevivéncia celular (OUCHIDA et al., 2019), o que

reforca seu potencial como um alvo terapéutico em CECO (GOTO, 2017).

Nesse sentido, avaliamos por Western blot tanto a SET quanto a proteina LC3-
II, que é um indicador autofagico. A proteina endégena LC3 (proteina de cadeia leve
associada ao microttbulo 3, homologo da Atg8 de levedura) possui duas formas: a LC3-
| (citosdlica) e LC3-II que é a LC3-I clivada e, conjugada com fosfatidiletanolamina (PE)
durante a autofagia (autofagossomos). Esta forma modificada (LC3-1l) est4 presente na
membrana interna e externa durante o alongamento do autofagossomo, sendo
correlacionada ao numero dos mesmos (MIZUSHIMA; YOSHIMORIM; LEVINE, 2010;
TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2008).
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O perfil das proteinas SET e LC3 nas linhagens Cal27 e SCC9 selvagem
(Cal27wr e SCC9wr) e resistentes a cisplatina (Cal27cisr € SCC9cisr) €stdo mostrados

na Figura 6.

Figura 5. Avaliacdo da autofagia e oncogénese das linhagens CECO
selvagens e resistentes a cisplatina.
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Os niveis da autofagia basal, assim como a ativagao da proteina IPP2A (SET) foram analisados
utilizando-se anticorpos primarios para LC3 e SET, respectivamente. Sendo avaliadas as células
(A) Cal27, (B) SCC9 e (C) o fluxo autofagico de ambas, através da inibicdo com cloroquina (CQ).
A calnexina (CNX) e a B-tubulina foram utilizadas como controles do carregamento de proteinas
no gel. Dados representativos de dois experimentos independentes.

Como é mostrado na Figura 5A e 5B, ambas linhagens de carcinoma oral
apresentaram diferentes niveis de autofagia basal (em auséncia de estimulagdo).
Posteriormente, a aquisicdo de quimiorresistencia levou a um leve incremento dos niveis
basais de LC3-Il na Cal27cisr, € uma aparente diminuicdo na SCC9cisz. Pelo qual, é
possivel inferir mecanismos diferentes que causam a resisténcia a cisplatina nestas
linhagens em relacdo a autofagia, como foi observado em outras linhagens tumorais
(REN et al., 2010; SIRICHANCHUEN; PENGSUPARP; CHANVORACHOTE, 2012). Em
relacdo a SET, foi mostrado que apesar de ter uma reducdo na isoforma 1
(predominantemente nuclear; banda maior no Western blot, Figura 5A e 5B), a isoforma

2 (citosolica; banda menor no WB, Figura 5A e 5B) manteve a expressao, indicando
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uma capacidade metastatica persistente (MODY et al., 2017) associada as linhagens
com resisténcia. Devido a isso, a proteina SET foi estabelecida como uma das proteinas
de interesse nesse estudo. Para entender melhor a autofagia nestas linhagens,
avaliamos o fluxo autofagico, que reflete a degradacao de LC3-1I no autofagolisossomo,
guando comparamos a quantidade de LC3-1l na presenca e auséncia de um inibidor de
autofagia (MIZUSHIMA; YOSHIMORIM; LEVINE, 2010). O tratamento com CQ,
alcalinizador do lumen lisossomal (YANG et al., 2013) e inibidor da degradacédo de LC3-
I, resultou no acimulo endégeno de LC3-II, sobretudo nas linhagens CisR (Figura 5C),
sugerindo um aumento significativo no fluxo autofagico com a quimioresisténcia em
ambas as linhagens Cal27 e SCC9. Portanto, o nosso foco neste estudo foi direcionado
ao desenvolvimento de estratégias farmacolégicas que possam agir no mecanismo
autofagico, que possibilite a morte de células do carcinoma oral com resisténcia a

cisplatina.

4.2 Padronizacdo de farmacos nas linhagens celulares CECO

Inicialmente, foi determinado o efeito isolado do FTY720 e CDDP na viabilidade
das linhagens CECO: Cal27wr e SCC9ywr (Figura 6). Conforme mostrado nos gréaficos,
observou-se que a incubagdo com concentragbes crescentes de FTY720 e CDDP
durante 72 horas, resultou em uma reducdo dose-dependente da viabilidade celular nas
duas linhagens testadas (Figura 6). Onde os valores de viabilidade em resposta ao
FTY720 foram consistentes com dados relatados anteriormente em outras células
tumorais (OTA et al.,, 2019; ZHANG et al.,, 2010a). Nesse sentido, a diferenca na
resposta celular frente aos compostos, indicaria diferentes mecanismos subjacentes aos
seus efeitos citotdxicos. Assim também, foi visto que a linhagem SCC9 mostrou uma
menor sensibilidade para ambos compostos em relagdo a Cal27, fato que foi
evidenciado anteriormente por autores como FERNANDEZ-GIL et al. (2019) e LIAO et
al. (2018), indicando uma vantagem na sobrevivéncia nestas células cancerigenas. A
partir desta andlise, foi possivel selecionar duas concentraces de cada farmaco com
baixo efeito citotoxico (>50% viabilidade), a fim de serem utilizados para os ensaios
subsequentes que teriam como estratégia a combinacdo de farmacos. As
concentragdes escolhidas foram de 3.12 uM (76.84%) e 12.5 uM (61.47%) de CDDP
nas células Cal27wr e SCCO9wr, respectivamente; para FTY720, selecionamos as

concentracdes de 2.5 pM e 5 uM (~100%) para ambas as linhagens (Figura 6).
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Figura 6. Inibicdo do crescimento celular por CDDP e FTY720 em
linhagens CECO.
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A viabilidade celular de Cal27wr e SCC9wr foi avaliada pelo ensaio de resazurina apés incubacgéo
com CDDP e FTY720 nas concentracdes indicadas por 72 horas. Os resultados séo
apresentados como média e erro padrdo de trés experimentos independentes realizados em
quintuplicada (*: p<0.05; **: p<0.01; ***; p<0.001).
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4.3 Avaliacdo da citotoxicidade e do potencial sinérgico entre os farmacos

selecionados nas linhagens celulares CECO in vitro

Nesta etapa, foi realizado um screening com os farmacos escolhidos para o
estudo: cloroquina (CQ), FTY720, paclitaxel e CDDP. A estratégia utilizada nas
combinacbes de farmacos foi: quimiosensibilizacdo das células com o composto
inibitério (CQ) e indutor de autofagia (FTY720), respectivamente, seguido da co-
incubacdo com CDDP ou FTY720 ou PTX para avaliar se o tratamento combinado

reduziria a viabilidade (sinergismo).

Os perfis de viabilidade celular das linhagens Cal27 e SCC9 (WT e CisR) foram
obtidos por ensaio de resazurina tanto na condi¢cdo de exposi¢cao ao farmaco isolado
(monoterapia) quanto nas condigdes em combinagdo. Como esperado, observou-se
uma diminuicdo da viabilidade nas quatro linhagens com os quimioterapicos CDDP e
PTX isolados. O mesmo efeito, embora em menor intensidade, foi observado nos
compostos associados a autofagia CQ e FTY720 (5 uM) quando comparados com o

controle (Tabela 3-6).

O efeito da cloroquina na viabilidade celular depende proporcionalmente da sua
concentracdo, assim como dos niveis basais de autofagia de cada linhagem celular (LIN
et al., 2017b; PARK; LEE, 2014). Onde além do seu papel no bloqueio do
autofagolisossomo (concentracao baixa de cloroquina); o acumulo da cloroquina na sua
forma protonada, pode levar a morte celular, adquirindo propriedades de detergente
conduzindo a uma desestabilizacéo lisossémica letal (BOYA; KROEMER, 2008), como
foi visto em células tumorais de bexiga (CHEN et al., 2018a). Em relacéo ao FTY720,
este composto consegue suprimir a capacidade proliferativa pelo mecanismo de
apoptose, como foi demostrado anteriormente em outras linhagens de carcinoma oral,
e com ativacao de resposta autofagica (BAI et al., 2017; GOTO et al., 2020; SANTOS;
LEOPOLDINO, 2018).

N&o obstante, os tratamentos combinados com os compostos selecionados por
nés, mostraram maior eficiéncia do que a monoterapia. Onde a maioria das
combinac¢8es com cloroquina, afetou significativamente (p<0.05) a viabilidade de todas
as linhagens (Tabelas 3-6). Por outro lado, foi visto que as combinacdes pré-
sensibilizadas com o FTY720 na menor concentracao (2.5 uM) nao teve efeito sinérgico
significativo com os outros farmacos em nenhuma linhagem celular analisada. Contrario
a isso, na dose maior de FTY720 (5 uM) foi confirmada uma diminuicdo significativa
(p<0.01) na viabilidade quando esta foi combinada com a CDDP e PTX (0.001 pM) nas

linhagens resistentes a cisplatina Cal27cisr € SCC9cisr, Obtendo nesta dltima linhagem
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uma maior redugdo da viabilidade celular. Posteriormente, os valores obtidos da
viabilidade foram utilizados para o célculo do CID (coeficiente de interacdo de drogas)
(Tabelas 2-5).

Os valores CID foram utilizados para caracterizar as combinac¢fes testadas
como sinérgicas, aditivas ou antagbnicas (SUN et al., 2014). A partir desta classificacao,
foram determinados cinco CIDs sinérgicos significativos (<0.7) nas mesmas
combinacdes de Cal27wr e Cal27cisgr (CQ 20 uM + CDDP 3.12 uM; CQ 20uM + FTY720
2.5 uM; CQ 20uM + FTY720 5 uM; CQ 20uM + PTX 0.001 pM, FTY 5 uM + PTX 0.001).
No entanto, ha SCC9wr apenas trés combinacdes obtiveram o CID significativo (CQ 40
UM + CDDP 12.5 pM; CQ 40uM + FTY720 2.5 pM; CQ 40uM + FTY720 5 pM), oposto
a SCC9cisk, Onde além dessas trés combinacdes, a significAncia no CID (<0.7) foi
alcancada em outras cinco combinacdes (CQ 40uM + PTX 0.001 uM; CQ 40uM + PTX
0.5 uM; FTY720 5 uM + CDDP 12.5 uM; FTY720 5 pM + PTX 0.001 uM; FTY720 5 pM
+ PTX 0.5 uM). Sendo assim, ressaltamos que houve uma melhor resposta nas células
resistentes do que nas WT frente as combinag¢8es dos farmacos testadas. Além disto, a
linhagem SCC9cisk foi a que mais evidenciou essa mudanca na sensibilidade as

combinacgdes.

Portanto, esses dados confirmaram nossa hipotese de que a
guimiosensibilizagdo com CQ ou FTY720 pode ser uma estratégia terapéutica
promissora e que a autofagia participa do mecanismo de quimiorresisténcia nas
linhagens de CECO quando expostas aos quimioterapicos: PTX, FTY720 e CDDP.
Como o foco do trabalho era identificar uma nova estratégia terapéutica eficiente contra
células CECO resistentes a cisplatina, os préximos experimentos foram realizados
somente com as linhagens resistentes e as trés combina¢cfes, com sinergismo mais
significativo, selecionadas para continuidade do estudo: Cal27cisz (CQ 20uM + FTY720
5uM, CQ 20uM + PTX 0.001pM, FTY720 5uM + PTX 0.001puM) e SCC9cisr (CQ 40uM
+ FTY720 2.5 pM; CQ 40uM + PTX 0.5uM, FTY720 5uM + PTX 0.5uM). Como
observado, as combinacfes para ambas as linhagens foram estabelecidas com os
mesmos compostos, embora em concentracdes diferentes, 0 que sugere que 0s
mecanismos envolvidos na resposta aos farmacos utilizados conseguem superar as

alteracdes especificas de cada linhagem associadas ou ndo a resisténcia a cisplatina.
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Tabela 3 — Analise da viabilidade celular na linhagem Cal27wr apds incubacdo com as
diferentes combinac¢des dos farmacos: FTY720, CDDP, CQ e PTX.

Viabilidade (X% + DP) X +DP
Dose (uUM) Compostos Combinagdes (UM) CID

- Controle 100 CDDP 3.12 15,18+0,63**  (042+0,06

- DMSO 5% 10,48 + 0,83 FTY7202.5 2508+1,76** 0,40+ 0,05

25 BSA 96,07 + 0,41 CQ 20 FTY7205  2152+350** 0,37 +0,09

5 98,90 + 9,36 PTX0.001  17,31+1,14** 0,57 + 0,05

25 FTY720 92,57 + 5,76 PTX 0.01 15,59 + 1,42** 0,87 + 0,07

5 84,95 + 9,54 FTY720 2.5 CDDP 3.12 72,66 + 5,92 * 1,34 + 0,08

3.12 CDDP 57,78 + 4,28 ' PTX 0.001 31,10+ 6,82* 0,77 + 0,06

20 CcQ 65,89 + 7,62 FTy7205  CPDP3.12 58,94 + 10,40 1,18 + 0,16

0.001 bTX 44,97 + 4,61 PTX0.001 10,51 +1,64** 0,30+ 0,05
0.01 27,34+ 1,43

Tabela 4 - Anélise da viabilidade celular na linhagem Cal27cisr ap0s incubagédo com as
diferentes combinacdes dos farmacos: FTY720, CDDP, CQ e PTX.

Viabilidade (X% + DP) X+ DP
Dose (uM) Compostos Combinacgdes (UM) CID
- Controle 100 CDDP 3.12 18,63 £ 7,71 *** 0,36 + 0,06
- DMSO 5% 11,35+1,01 FTY72025 27,90 + 14,10 *** 0,39 +0,15
2.5 BSA 97,59+1,11 CQ 20 FTY7205 12,84 + 4,37 *** 0,23 + 0,05
5 99,14 + 4,93 PTX 0.001 24,94 + 7,35 ** 0,48 £0,17
25 ETY720 97,96 + 8,54 PTX0.01 23,60+ 12,36 1,14+ 0,18
5 75,79 + 14,07 ETV720 2.5 CDDP 3.12 53,95 + 4,58 1,05+£0,04
3.12 CDDP 60,69+ 11,24 ' PTX0.001 46,05 + 13,19 0,88 £ 0,04
20 CQ 72,64+7,74 FTY720 5 CDDP 3.12 15,12 + 3,48 *** 0,40 + 0,07
0.001 63,54 + 15,04 PTX 0.001 22,05 + 5,34 ** 0,53+0,17
PTX
0.01 26,97 + 6,65

As células Cal27wr e Cal27cisr apés pre-tratamento com CQ (20puM) ou FTY720 (2.5 uM e 5 uM)
seguido dos tratamentos com CDDP (3.12 uM), FTY720 (2.5 uM, 5 uM) ou PTX (0.001 e 0.01)
foram analisadas por resazurina para determinar a viabilidade. Os resultados séo apresentados
como média e desvio padrdo (X% * DP) de trés experimentos independentes realizados em
quintuplicada analisados pelo teste t de Student ou Dunnett (*** p<0.001; **p<0.01; *p<0.05). Os
valores com efeito sinérgico significativo (em negrito) foram considerados com CID <0.7 (CID
representativo de trés experimentos independentes realizados em quintuplicada).
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Tabela 5 - Andlise da viabilidade celular na linhagem SCC9wr ap6s incubagdo com as
diferentes combina¢des dos farmacos: FTY720, CDDP, CQ e PTX.

Viabilidade (X% + DP) X +DP
Dose (UM) Compostos Combinagdes (UM) CID

- Controle 100 CDDP 12.5 21,85 £ 3,47 *** 0,53+0,11
- DMSO 5% 32,25+ 1,32 FTY72025 34,86 = 7,66 *** 0,47 = 0,06
25 BSA 93,41+9,35 CQ 40 FTY7205 28,31+8,42**  0,48+0,14
5 98,57 + 13,98 PTX 0.001 41,30 + 5,60 * 0,73 + 0,003
2.5 FTY720 98,07 £ 12,31 PTX0.5 36,09 + 7,60 1,25+0,18
5 77,20 £ 9,67 PTX1 34,78 £ 8,07 1,20+ 0,19
125 CDDP 51,16 £ 7,28 CDDP 12.5 53,12 + 8,28 1,12 £ 0,08
40 CQ 74,67+861 FTY7202,5 PTX0.001 61,92 + 14,59 0,90+0,11
0.001 68,29 + 14,32 PTX0.5 40,17 + 10,10 1,12 + 0,09
0.5 PTX 42,26 + 10,01 CDDP 12.5 43,71+ 4,28 1,14 + 0,09
1 40,67 = 12,26 FTY7205 PTX0.001 42,80 £ 3,05 * 0,92 + 0,09
PTX 0.5 32,55 + 3,22 1,13+ 0,20

Tabela 6 - Andlise da viabilidade celular na linhagem SCC9cisr ap6s incubagdo com as
diferentes combinacdes dos farmacos: FTY720, CDDP, CQ e PTX.

Viabilidade (X% + DP) X+ DP
Dose (uUM) Compostos Combinagdes (UM) CID

- Controle 100 CDDP 12.5 14,38 + 4,97 *** 0,43+£0,12
- DMSO 5% 44,96 £ 5,72 FTY7202.5 28,09 £ 3,90 *** 0,42 + 0,03
2.5 BSA 92,58 + 2,94 CQ 40 FTY7205 20,32 + 3,73 *** 0,36 £ 0,04
5 100,02 £ 12,92 PTX 0.001 41,01+11,50**  0,60+0,10
25 ETY720 102,85 £ 6,49 PTX0.5 23,11 + 6,27 *** 0,57 +0,10
5 84,52 £ 6,75 PTX 1 26,62 + 4,09 *** 0,73+£0,03
12.5 CDDP 51,17 + 8,33 CDDP 12.5 52,87 £ 18,55 0,91 +0,12
40 CQ 75,02+12,40 FTY7202,5 PTX0.001 77,68 £ 11,36 0,89 + 0,04
0.001 83,23 +£9,61 PTX0.5 60,45 + 7,46 0,90 £ 0,09
0.5 PTX 60,79 £9,14 CDDP 12.5 17,36 + 2,99 *** 0,47 £0,09
1 56,92 +7,85 FTY7205 PTX 0.001 28,96 £ 6,97 *** 0,44 +0,12
PTX 0.5 19,96 + 2,63 *** 0,39 + 0,09

As células SCC9wr e SCC9cisr ap06s pre-tratamento com CQ (40uM) ou FTY720 (2.5 pM e 5 uM)
seguido dos tratamentos com CDDP (12.5 uM), FTY720 (2.5 uM, 5 uM) ou PTX (0.001 e 0.5uM)
foram analisadas por resazurina para determinar a viabilidade. Os resultados sédo apresentados
como média e desvio padrdo (X% * DP) de trés experimentos independentes realizados em
quintuplicada analisados pelo teste t de Student ou teste de Dunnett (*** p<0.001; **p<0.01;
*p<0.05). Os valores com efeito sinérgico significativo (em negrita) foram considerados como CID
<0.7 (CID representativo de trés experimentos independentes realizados em quintuplicada).
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Embora o mecanismo antitumoral da cloroquina ndo esteja claro, a inibicdo da
atividade lisossomal por esse composto, interrompe a Ultima etapa da autofagia
resultando na falha em fornecer energia ou protecdo celular via autofagia (KIMURA et
al., 2013), reforcando nossa hiptese de que o bloqueio da autofagia, seja pela
cloroquina ou outro inibidor, pode ser uma abordagem promissora no tratamento do
cancer. De modo similar, foi descrito que sob coadministracdo lipossomal, a captacao
celular de doxorubicina, aumentou com a CQ, ajudando a reduzir o valor de IC50 (GAO;
XU; QIU, 2017). Em outro estudo, a CQ foi capaz de agir sinergicamente com o acido
gamboico, melhorando a sua acdo contra o crescimento do tumor em cancer de
pancreas (WANG et al., 2019). De modo similar, a combinacdo sub-letal de um indutor
(ceramida C2) e inibidor de autofagia (CQ), resultou huma citotoxicidade aditiva, onde
os autofagossomos acumulados e ndo degradados, aumentaram o estresse em células
NSCLC, levando a morte celular (carateristicas de autofagia e apoptose aumentadas)
(CHOU et al., 2019). Dessa maneira, 0s nossos resultados foram consistentes com
esses trabalhos, sugerindo que a inibicdo da autofagia poderia mitigar os efeitos
celulares protetores induzidos pela quimiorresisténcia, potencializando a agédo de

FTY720 e PTX com reducéo significativa na viabilidade celular.

Nesse contexto, uma das condi¢fes escolhidas por nos, CQ+PTX, foi estudada
em outros modelos de cancer descritos na literatura. Confirmando um efeito
sensibilizador da CQ no PTX em CECO (KBV20C) com aumento acentuado da parada
do ciclo celular em G2 (CQ 100puM+PTX 75nM) (CHOI et al., 2016). Assim também, o
pré-tratamento com CQ preveniu a resisténcia a PTX mediada por autofagia,
potencializando o efeito do PTX no cancer endometrial (LIU; LI, 2015) e em NSCLC
(inducéo de apoptose mediada por ROS, atenuando a metastase pela modulagdo de
Akt e B-catenina) (DATTA et al, 2019). Outra estratégia descrita é a liberagédo
combinada por meio de nanoparticulas (MPEG-PLA) contendo PTX+CQ, que
demonstrou reducdo na viabilidade in vitro de células tumorais de ovario bem como
reducdo no volume tumoral com aumento na sobrevida em modelo de xenoenxerto em
camundongo (SHAO et al., 2018). Também, a hidroxicloroquina (HCQ) + PTX, inibiu o
crescimento de células de tumor de pulmdo resistente a EGFR-TKI (H1975) in vitro e
em camundongos (CHIN et al.,, 2020), sendo o primeiro relato da eficacia desta
combinagéo in vivo. Igualmente, dentro de um ensaio clinico de fase Il em pacientes
com cancer de mama avancado/metastatico com falha a terapia com antraciclinas
(ANAND et al., 2021) mostraram a eficacia do tratamento com CQ (250mg) junto a
agentes quimioterapicos baseados em taxanos (PTX 175mg/m?) e similares a taxanos,

mostrando que a combinacéo foi bem tolerada sem apresentar toxicidade significativa.
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Todos estes dados reforcam que a autofagia € um importante mecanismo de resisténcia
a quimioterapia em diferentes tipos de cancer, incluindo o CECO como demonstrado no

nosso trabalho.

4.4 Efeito da combinacdo de farmacos na capacidade clonogénica e proliferacao

celular

A capacidade de sobrevivéncia e proliferacdo das células CECO apoés
tratamento foi mimetizada in vitro pelo ensaio de formacdo de colbnias. Este ensaio
permite avaliar a capacidade de geracdo de uma col6nia a partir de uma Unica célula
isolada (capacidade de clonalidade e sobrevivéncia em baixa densidade celular)
(FRANKEN et al., 2006), permitindo-nos fazer a comparagéo do potencial clonogénico
das células tratadas com os compostos combinados em relagdo ao controle. Apos
exposicdo das células aos farmacos, as colénias foram coradas, e posteriormente,
gquantificadas no programa Image J. Conforme mostrado nas Figuras 7 e 8, apos
exposicao aos farmacos combinados nas linhagens Cal27cisr (CQ 20uM + FTY720 5uM,
CQ 20uM + PTX 0.001uM, FTY720 5uM + PTX 0.001uM) e SCC9cisk (CQ 40uM +
FTY720 2.5 pM; CQ 40uM + PTX 0.5uM, FTY720 5uM + PTX 0.5uM) houve auséncia
completa de colbnias (p<0.001), ou seja, as células ndo conseguiram sobreviver e
proliferar em todas as combinac¢des testadas (Figuras 7 e 8), enquanto no controle (sem
farmacos) foi observado a formacédo de colbnias (53 + 7.77 UFC, 16 + 1.73 UFC,
respectivamente). Interessantemente, as colbnias obtidas na SCCO9cisr controle
mostraram maior tamanho e uma distribuicdo celular mais distante dentro da colonia
guando comparadas a Cal27cisk. Mostrando assim, diferencas na capacidade
clonogénica e proliferativa entre as duas linhagens celulares. Nossos resultados,
confirmaram que todas as combinagdes utilizadas foram eficientes em inibir a formagéo
de colbnias em ambas as linhagens, ou seja, as células CisR tiveram capacidade

proliferativa e sobrevivéncia nula na presenca dos farmacos combinados.

Outro ponto interessante € que o ensaio clonogénico demostrou maior
sensibilidade a estratégia de combinacéo dos farmacos do que o ensaio de viabilidade
celular por resazurina, provavelmente devido a baixa densidade celular, o que é
bastante relevante quando pensamos no tratamento do paciente, uma vez que a maioria
dos tratamentos convencionais reduzem os tumores, mas nao eliminam 100% das
células malignas, deixando ainda células residuais, CTT ou micrometastases, devido ao
fato de serem mais eficazes quando as células malignas estdo em alta taxa de

proliferacéo.
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Figura 7. Reducao da capacidade clonogénica na linhagem Cal27cisr ap0s

exposicdo a combinacdo de farmacos.
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As células foram plagueadas na densidade de 8x102 céls./poco e cultivadas na presenca dos
tratamentos combinados por 7 dias para formacdo das colénias (mantendo o esquema de
exposi¢do ao primeiro farmaco 24 hs antes do segundo fa&rmaco, e ambos continuaram na cultura
pelo periodo complementar de 7 dias). As imagens sao representativas de trés experimentos
independentes (A). Os graficos representam o nimero de coldnias (>50 células) nos grupos
tratados e controle. Cada barra representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em quintuplicata (Test T’student ndo pareado, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 8. Reducéo da capacidade clonogénica na linhagem SCC9cisg apés
exposicdo a combinacdo de farmacos
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As células foram plaqueadas na densidade de 4x10? céls./pogo e cultivadas na presencga dos
tratamentos combinados por 7 dias para formacdo das colbnias (mantendo o esquema de
exposi¢ao ao primeiro farmaco 24 hs antes do segundo farmaco, e ambos continuaram na cultura
pelo periodo complementar de 7 dias). As imagens sao representativas de trés experimentos
independentes (A). Os graficos representam o nimero de colénias (>50 células) nos grupos
tratados e controle. Cada barra representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em quintuplicata (Test T’student ndo pareado, **p<0.01, ***p<0.001).

4.5 Inducdo da morte celular nas linhagens Cal27cisr € SCC9cisr pela combinagéo

dos compostos

A analise da morfologia das células apds exposicdo as combinacfes
selecionadas dos farmacos foi realizada por microscopia de campo claro em contraste
de fase e PlasDic e esta mostrada na Figura 9. A incubacéo por 24 horas das linhagens
CisR com os dois compostos induziu mudancas significativas nas células quando

comparadas aos respectivos controles. Na condicdo de CQ+FTY, algumas células
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mesmo mantendo sua forma aparentemente normal, exibiram muitos vacuolos com
conteudo citoplasmatico, indicando acumulo excessivo de autofagolisossomos (cabeca
de seta branca), como esperado devido, em parte, a inibicdo da autofagia pela CQ.
Essas estruturas foram vistas de igual maneira em células tumorais de ovario apés
tratamento com FTY720 (ZHANG et al., 2010a) assim como identificado em células
CECO em trabalho anterior do nosso grupo (SANTOS; LEOPOLDINO, 2018), que
FTY720 induz autofagia e apoptose. Desta forma, foi possivel reconhecer também
nestas células, o processo de “plasma membrane blebbing” (ZHANG et al., 2018b) ou
também chamado de “budding” (ELMORE, 2007) (seta branca), carateristica tipica de

apoptose.

Contudo, na condicdo de CQ+PTX, além da presenca dos autofagolisossomos,
foi observado o desprendimento das células da placa de cultura (perda de células
viaveis, em suspensdo). A estrutura celular apresentou uma reducdo do tamanho
celular, mantendo a membrana intacta. Foi observado também o processo de “budding”
nesta condicdo (seta branca), com a protrusdo de corpos apoptéticos (cabeca de seta
preta) na Cal27cisr, considerado como um estagio avancado do apoptose. Este perfil
esta de acordo com estudo prévio, que mostrou efeito similar em outra linhagem de

carcinoma oral submetida ao tratamento isolado com PTX (HU et al., 2015).

Paralelamente na SCC9cisr, foi identificado uma formagé&o parecida como ‘anel’
ou ‘bolha’, sugerindo que o paclitaxel induziria a formacéo de feixes de microtibulos
perinucleares (cabeca de seta preta), como foi observado anteriormente em células de
cancer de mama (NAKAYAMA et al., 2009). Podendo ser confundida também, com a
condensacdo da cromatina em torno da periferia nuclear, onde ambos mecanismos

estariam implicados com o processo do apoptose.

Por fim, na condicdo de FTY+PTX, a morfologia celular foi a mais afetada de
todas para ambas as linhagens, observando maior quantidade de células mortas
arredondadas no sobrenadante e em algumas células a membrana plasmatica esta
guase imperceptivel, presenca de muitos ‘debris’ celulares, sugerindo além de autofagia
e apoptose, presenca de necrose. Do mesmo modo, que a combinagéo anterior, foi visto
a presenca de ‘bolhas’ citoplasmaticas, resultando na desmontagem da célula em
vesiculas fechadas por membrana (cabeca de seta preta), presumivelmente pelo efeito
do PTX.



Controle

CQ + FTY720

CQ+PTX

FTY720 + PTX

60
Resultados e discussoes

Figura 9: Avaliacdo da morfologia celular de linhagens CECO ap6s tratamento
com as combinagdes de farmacos selecionadas.

2%

Ap6s 24h de co-incubagdo com os quimioterapicos, as carateristicas morfoldgicas das linhagens
Cal27cisk € SCC9cisk foram avaliadas por microscopia em campo claro com contraste de fase e
PlasDic. Aumento 200X original. A barra de escala indica 100 pm.
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4.6 Avaliacdo do fluxo autofagico nas células expostas as combinacfes dos

farmacos

Durante o processo da autofagia ocorre formacdo de organelas vesiculares
acidas (AVO) como autofagolisossomos, esses compartimentos acidos podem ser
detectados pela marcacdo com o corante acridina orange (AO) (TRAGANOS;
DARZYNKIEWICZ, 1994). Este agente lisossomotrdpico consiste numa base fraca e
sem carga, a qual é capaz de passar livremente pelas membranas bioldgicas. No pH
acido e ja na sua forma protonada, a concentracdo progressiva do corante de AO nos
granulos lisossomais/AVOs resulta no efeito fluorescente. Contrario a isso, em pH
neutro, o corante AO se comporta como uma molécula hidréfoba verde, emitindo a
fluorescéncia verde brilhante (forma monomérica do corante) (MURUGAN;
AMARAVADI, 2017; TRAGANOS; DARZYNKIEWICZ, 1994).

Sendo assim, para confirmar a presenca de AVOs associados com autofagia
nas condi¢gbes testadas no presente trabalho, foi utilizado o método de fluorescéncia
com a coloragdo de AO na linhagem Cal27cisr, apds 48 horas de incubagédo com os
farmacos (Figura 10). Nesse sentido, a baixa concentragdo de AO utilizada, permitiu
observar uma fluorescéncia verde brilhante que delimitava o citoplasma e o nucleo de
todas as células avaliadas. Assim, foi visto que nas células do controle, poucos AVOs
foram detectados (fluorescéncia vermelha pontilhada e difusa), presumivelmente devido
a acridina se acumular em compartimentos acidos como em vesiculas endociticas e no
aparelho trans-Golgi bem como a autofagia basal da célula (MURUGAN; AMARAVADI,
2017). No entanto, nas células incubadas com CQ (20 uM), se evidenciaram acumulos
maiores de AVOs em forma de depodsitos granulares no citoplasma (fluorescéncia
vermelha brilhante), indicando um acumulo significativo de vesiculas lissosomais,
endossomos e autofagolisossomos. A partir disso, foi possivel afirmar que houve um
incremento nos niveis de autofagia como consequéncia da combinacdo dos farmacos
com CQ, além de observar uma proporcionalidade entre a intensidade de fluorescéncia
com o grau de acidez e volume das estruturas vesiculares (HAN; BURGESS, 2010). Foi
observada uma diferenca entre as condi¢cdes CQ + PTX e FTY + PTX, sendo que na
ltima a marcagédo com AO foi menos intensa, o que era de certa forma esperado devido
a CQ ser inibidor de autofagia e induzir acimulo de AVOs (na etapa final do processo).
Por outro lado, o FTY720 j& foi descrito como indutor da morte celular por meio de
permeabilizacdo da membrana lisossomal, um mecanismo relatado na citotoxicidade
em células de linfoma do manto (MCL) (ALINARI et al., 2011).
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Figura 10. Deteccao da autofagia pela coloracdo com acridina orange.

Controle CQ + FTY720 cQ + PTX FTY720 + PTX

Coloracao por acridina orange para visualizagao de vesiculas acidas/AVOs/autofagolisossomos (fluorescéncia vermelha) relacionados a autofagia, bem como
do citosol e nucleoplasma (fluorescéncia verde) em células Cal27cisr controle e expostas as condigdes de CQ + FTY720, CQ + PTX e FTY720 + PTX. O
primeiro farmaco foi adicionado 24 hs antes do segundo, e as células foram mantidas por mais 24 hs. Aumento 20x original. Barra de escala indica 100 um.
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4.7 Efeito da combinacdo de farmacos nas principais vias de sinalizagdo que

participam da sobrevivéncia e proliferacdo nas células Cal27CisR e SCC9CisR

Os niveis das proteinas LC3-1l (proteina autofagica), SET, c-Myc (proteinas
oncogénicas), caspase-3, caspase-9, Bcl2 (proteinas anti-apoptética), Stat3, NFkB, Akt
(proteinas envolvidas com a proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacao celular) foram
analisadas por Western blot (WB) nas linhagens tumorais apos 24 horas da exposicao
a combinacéo dos farmacos (Figura 11 e 12). Analisando ambas as linhagens, podemos
ver que as células quimiosensibilizadas com CQ, tiveram maiores niveis de LC3-1l em
comparacdo com a condicdo sem tratar e com o controle, assim como em relacao a
condicdo FTY+PTX. O monitoramento e a renovacdo da LC3-Il induzida pela inibicdo
lisossdmica podem ser utilizados como uma medida do fluxo autofagico (KLIONSKY et
al., 2021). Além disto, esses resultados corroboraram os resultados de microscopia de
campo claro em contraste de fase e 0 ensaio da AO.

Independentemente da combinacgdo realizada, foi visto que os niveis das
proteinas c-Myc e SET foram reduzidos em ambas as linhagens (Figura 11 e 12). A
proteina fosfatase 2A (PP2A) é uma enzima supressora de tumores envolvida na
regulagéo negativa de oncoproteinas como c-Myc (YEH et al., 2004), sendo esta ultima
mais expressa em estadiamentos avancados (Il / 1V) de pacientes CECO e em
associacdo com outras oncoproteinas (LIN et al.,, 2019; PALLAVI; NALABOLU;
HIREMATH, 2018). Inibidores biol6gicos de PP2A como 12PP2A/SET (LI; MAKKINJE;
DAMUNI, 1996) ou CIP2A (JUNTTILA et al., 2007) podem modular a fungéo de c-Myc.
Nesse sentido, a ativagdo de PP2A (shSET, shCIP2A, OPP449 e FTY720) pode levar a
reducdo na atividade de c-Myc, aumentando a supressdo tumoral e induzindo a
apoptose ou necroptose (JANGHORBAN et al.,, 2014; SADDOUGHI et al., 2013;
SANTOS; LEOPOLDINO, 2018). A partir disso, é possivel inferir que em nossas
condigbes sob tratamento com FTY720 (CQ+FTY e FTY+PTX), ha reducdo de
I2PP2A/SET, disponibilizando e reativando a PP2A, o que leva a uma queda de c-Myc,
o gual foi observado com maior énfase na linhagem SCC9cisr.

Por outro lado, foi descrito que a superexpressao de c-Myc tornou células
tumorais mais propensas a inibicdo do crescimento apds exposicdo ao PTX, em
comparagcdo com as células silenciadas (siRNA c-Myc) (CERQUETTI et al., 2015).
Sendo sugerido que o tratamento com PTX em baixas doses (1 nM e 3 nM), consegue
regular negativamente a expressao nuclear de c-Myc total e fosforilado, inibindo o ciclo

celular em GO/G1 no cancer colorretal (LI et al., 2018).
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Figura 11. Andlise de vias de sinalizagdo para apoptose, sobrevivéncia e
proliferacdo em células Cal27cisr ap0s exposicéo aos farmacos combinados.
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Apos exposicdo das células Cal27cisr @as combinagdes sinérgicas dos farmacos, as proteinas
foram extraidas para andlise por Western blot. Utilizou-se anticorpos primarios para proteinas
envolvidas em diversas vias da sobrevivéncia, apoptose e proliferacdo. A 3-tubulina foi utilizada
como controle de carregamento de proteinas no SDS-PAGE. Imagem representativa de trés
experimentos independentes.
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Figura 12. Andlise de vias de sinalizagdo para apoptose, sobrevivéncia e
proliferagcdo em células SCC9cisr ap0s exposicdo aos farmacos combinados.
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Apos exposicdo das células SCC9cisr as combinagdes sinérgicas dos farmacos, as proteinas
foram extraidas para analise por Western blot. Utilizou-se anticorpos primarios para proteinas
envolvidas em diversas vias da sobrevivéncia, apoptose e proliferacdo. A calnexina foi utilizada
como controle de carregamento de proteinas no SDS-PAGE. Imagem representativa de trés
experimentos independentes.



66
Resultados e discussoes

Os dados citados acima estdo de acordo com a reducéo significativa de c-Myc
nas condicbes com PTX observada no nosso trabalho, sendo maior a diferenca na
condicdo CQ+PTX do que FTY+PTX. Neste sentido, embora a SET esteja associada
com a resisténcia a PTX devido ativacao da via PISK/Akt (ZHANG et al., 2015), o PTX
em combinacao com FTY720 foi eficaz de causar reducdo dos niveis de I12PP2A/SET
nas células com resisténcia a cisplatina, sobretudo na SCC9¢isr (Figura 11 e 12).

As neoplasias de cabeca e pescoc¢o surgem a partir de células transformadas
com alteracdes genéticas e epigenéticas em protooncogenes ou genes supressores de
tumor (p53, p16, PTEN e RB) (FORASTIERE et al., 2001), assim como alteracbes em
vias de sinalizacdo promotoras de crescimento (EGFR) (KALYANKRISHNA; GRANDIS,
2006). No entanto, mecanismos independentes de EGFR como o transdutor de sinal do
fator de transcricdo e ativador da transcricdo 3 (STAT3), o fator nuclear k B (NFkB) e g
quinase Akt sdo também afetados na doenca, participando na ativacdo de vias de
sinalizagdo chave, sendo recentemente implicados na evasao imune e representando
alvos promissores para facilitar a resposta na imunoterapia em HNSCC (SQUARIZE et
al., 2006; WONDERGEM et al., 2021). Nesse sentido, nossos resultados mostraram que
todas as condic¢des de tratamento combinado induziram uma diminuigdo da fosforilagdo
(atividade) de NFkB (Ser536), Stat3 (Tyr705) e Akt (Ser473), apresentando maior
reducdo na p-Stat3 em ambas as linhagens, onde diferente da Cal27cisr, as células
SCC9cisr apresentaram também alteragdes no seu nivel de expressao. Por outro lado,
mesmo ndo se observando diferengas na diminuicdo do nivel da caspase-3 nas
linhagens, as proteinas Bcl-2 e caspase-9 foram claramente reduzidas, indicando assim
uma possivel ativacdo da via de indugdo a morte celular por apoptose em CECO. A
I2PP2A ou SET regula tanto a fosforilacdo da proteina Akt, que € desfosforilada pela
PP2A (LEOPOLDINO et al., 2012), quanto p-STAT3 e NFkB (GOTO et al., 2020), que
refor¢a sua relevancia como alvo em CECO.

Nossos resultados estédo de acordo com ZHANG et al (2014) que sugerem que
o FTY720 regula negativamente a via PI3K/Akt/mTOR/p70S6K, sendo chave na
reducdo da migracdo e invasdo de células tumorais de glioblastoma. Mais ainda, o
FTY720 foi capaz de suprimir o crescimento e a progressdo do tumor pela indugéo
seletiva de apoptose via regulacdo negativa de p-Akt (ser473) e positiva da caspase-3
clivada, junto com diminuicdo da quinase adeséo focal (NG et al., 2007). CRISTOBAL
et al (2015) sugeriu que a inibicdo de PI3K/Akt induzida por FTY720 é mediada pela
desfosforilagdo de PP2A, assim como pela inibicdo da SphK1 (PCHEJETSKI et al.,
2010). Além da regulacao negativa de Akt induzida por IL-6, os niveis de Stat3 e MAPK
também foram desregulados em células de mieloma multiplo (YASUI et al., 2005). Onde

o FTY720, eliminou a cascata de amplificacdo NFKB/IL-6/Stat3 pela diminuicdo de
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Sphkl1 e S1PR1, inibindo o desenvolvimento de cancer de colon em pacientes com colite
ulcerosa (LIANG et al., 2013). Nesse contexto, a diminuicdo significativa de p-Stat3 pelo
FTY720 inibiu a proliferacdo e EMT induzindo a parada na fase G1 e apoptose (clivagem
de caspases 3, 8 e 9, diminuicdo de Bcl-2 e Bcl-xL) nas células tumorais de
colangiocarcinoma (LU et al., 2014b).

Stat3 tem outras fungBes ndo baseados na transcricdo, visto que Stat3
fosforilado em tirosina foi encontrado fora do nucleo, em aderéncias focais de células
tumorais de ovario, sugerindo que a sinalizacdo de quinase/STAT ativada por Janus
pode contribuir na invasdo (SILVER et al., 2004). NG et al (2006) propuseram que a
migracdo é promovida pela interacdo entre Stat3 e microtibulos (MT) competindo com
a stathmin (proteina desestabilizadora de MT). Desse modo, foi visto que a
guimioterapia baseada em MT (PTX) inibe a ativacdo de Stat3 induzida por citocinas,
mostrando perda na p-Stat3 e interrompendo a interacdo de Stat3 com a tubulina em
cancer de mama, ovario e prostata (WALKER et al., 2010). Recentemente, foi descrito
gue a apoptose induzida por PTX (aumento na clivagem de PARP e caspase-3),
aumenta a liberacdo de citocromo C mitocondrial por meio da regulacdo negativa de
Stat3 e p-Stat3 (Ser727) no carcinoma epiderméide de es6fago (ZHANG et al., 2017).
Por fim, foi descrito que o PTX aumentou a apoptose e a sensibilidade a lobaplatina
devido a inibi¢cdo da via PI3K/Akt em cancer de pulméo (MA et al., 2018).

4.8 Andlise dos niveis de expressao de genes de resisténcia a farmacos apés

exposicéo das células CisR as combinac¢des de farmacos selecionadas

A aquisicdo da resisténcia a diferentes farmacos antitumorais tem sido, em
parte, fundamentada na expressdo de um ou mais genes transportadores ABC (ATP-
binding cassette) dependentes de ATP, os quais transportam diversas moléculas
através de membranas bioldgicas, incluindo os quimioterapicos (CHOI, 2005). Para
entendermos melhor a resposta das células Cal27cisr € SCCcisk frente as condicdes
antitumorais testadas nesse estudo, os niveis de RNAm de 3 genes de resisténcia:

MDR1, MRP e BCRP, foram analisados por PCR em tempo real.

De acordo com nossos resultados, a expressdo de BCRP foi reduzida
significativamente na presenca de todas as combinacfes em ambas as linhagens,
exceto na Cal27cisks CQ+PTX (que ndo alterou). O nivel de RNAm de MRP1 apresentou
um perfil semelhante em ambas as linhagens, néo diferindo consideravelmente entre os

diferentes grupos. Por outro lado, os niveis de MDR1 foram aumentados em todas as
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condi¢cdes, com excecdo da combinagdo de CQ+FTY na Cal27cisk onde apresentou

reducao (Figura 13).

Outro gene avaliado que esta indiretamente associado com a acdo do FTY720
foi SPHK2, que apresentou uma tendéncia de aumento na expressao em todas as
condicdes, exceto na FTY720+PTX (fold change, FC<2). Esse resultado pode ser
explicado como uma tentativa das células compensarem a reducdo na via de sinalizacéo
S1P/SphK1. No geral, pudemos verificar que os niveis de RNAm dos 4 genes seguiram
perfis similares nas duas linhagens, com excec¢éo do gene MDR1 que apresentou maior
nivel na linhagem SCCO9cisr. ISto sugere que a linhagem SCC9cisr teria um potencial
maior para resisténcia a farmacos do que a Cal27cisr, € mesmo assim as combinagdes

selecionadas por nos foram eficientes na indugéo da morte celular nas duas linhagens.

Vérios estudos sugerem a MRP2 como a principal ATPase responsavel na
resisténcia a cisplatina no cancer através do efluxo de conjugados de platino-GSH
(HINOSHITA et al., 2000; KORITA et al.,, 2010; YAMASAKI et al., 2011). Porém,
especificamente em CECO, diversos autores evidenciaram que os 3 transportadores:
MDR1, MRP1 e BRCP poderiam ser regulados positivamente. Por outro lado,
FRIEDRICH; PUNKE; REYMANN (2004) reportaram que apenas a BCRP teve relagéo
com estagios mais avancados (SG Ill e IV) e periodos de sobrevida mais curtos em
pacientes com carcinoma oral, além de uma co-expressdo entre MDR1 e MRP1. Da
mesma maneira, linhagens resistentes a cisplatina (YD-8/CIS, YD-9/CIS, YD-38/CIS)
incrementaram a expressdo de BCRP em comparacdo com suas células parentais
(CHOI; KIM; YUN, 2019).

Contréario a isso, outros trabalhos se focaram apenas na atividade de MRP.
NAKAMURA et al (2005) indicaram uma maior expressdo de MRP1 e MRP2, comparado
com MDR1 na linhagem H-1R (resistente a cisplatina). Esta afirmacéo foi corroborada
por SUZUKI et al (2011) que mostraram auséncia de MDR1 comparada com uma alta
expressao de MRP1 e MRP2 em todos os clones de célula Unica obtidos a partir de
amostras de pacientes com carcinoma de lingua. Entdo, de acordo com nossos achados
€ possivel afirmar que a regulacao negativa do BCRP e a ndo alteracdo de MRP1 (genes
principalmente expressos em CECO) séo bons indicadores de que a terapia combinada
testada no nosso estudo consegue eliminar células com potencial mais agressivo e

resistente.
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Figura 13. Perfis de RNAm de marcadores de quimiorresisténcia e SPHK2 nas

linhagens Cal27cisr € SCC9cisr ap0s exposicao a combinacdo dos farmacos.
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A andlise de RT-gPCR foi realizada para avaliar os niveis de expressao relativa dos genes de

resisténcia a mudltiplos farmacos, sob a terapia combinada. Dados representativos de trés
experimentos (média do fold change em cada quadrado).
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Por outro lado, foi demostrado que varias drogas antimalaricas afetaram as
interacdes com a proteina de transporte mediada por BCRP (sulfato de estrona, E1S) e
MRP1 em membranas isoladas de células HEK293, entre elas a CQ (100 pM) que inibiu
o0 31% da atividade de transporte de BCRP, sem diferengcas na MRP1 (RIJPMA et al.,
2014). De modo similar, GAO; XU; QIU (2015) indicaram que o efeito inibidor da CQ
atingiu a atividade transportadora de P-gp (=100uM) e MRP1 (300uM - 1,000uM) em
linhagens tumorais de pulmao e ovario resistentes a PTX. Portanto, essas descobertas

sdo consistentes com nossos resultados, onde o efeito nas condigdes CQ+PTX e

CQ+FTY desregulou eficientemente a expressdo de BCRP sem diferengas significativas

em MRPL1. Sugerindo que o efeito da CQ na expresséao desses genes poderia ser obtido

com menor concentracdo (20 UM e 40 uM) em terapia combinada para uso em células

previamente expostas a ciclos de terapia com cisplatina.

Os substratos de P-gp (MDR1) abrangem uma ampla gama de compostos.
Assim a P-gp é responsavel pela extruséo ativa de 27 familias de compostos, entre eles
o paclitaxel (taxol) (SILVA et al., 2015). Deste modo, foi descrito que o PTX induz a
expressao de MDR1 em linhagens de cancer gastrico, de mama e pulméao (LUQUE et
al., 2012). Igualmente, biopsias de cancer de pulmdo avangcado mostraram uma
correlagd@o entre a resposta da quimioterapia baseada em taxol e a expresséo de P-gp
(CHIOU et al., 2003). Por outro lado, a superexpressao de P-gp foi observada de igual
forma em mitocéndrias de células tumorais de cancer de ovario resistentes e sensiveis
a PTX (GUO et al.,, 2019). Outros trabalhos, no entanto, afirmam que ndo existe
implicAncias na quimiorresistencia e saida do PTX (IKUTA et al., 2005; ROLFF et al.,
2009). Deste modo, os nossos dados sugerem uma regulacdo positiva de RNAm de
MDR1 sob o tratamento com CQ+PTX, sendo ainda maior na condi¢do de FTY+PTX na
linhagem SCC9cisr, mas que de fato ndo foi capaz de impedir os efeitos sinérgicos dos
farmacos na indugdo da morte celular em ambas as linhagens.

HONIG et al (2003) relataram que o FTY720 (15uM) melhora o fluxo da
atividade de Abcb1 “MDR1” e Abcc1 “MRP1”. Por outro lado, CANNON et al (2012)
demostraram que o FTY720 e FTP720p reduziram a atividade basal de P-gp
(proporcionalmente a concentracdo e tempo) in vitro, aumentaram a captacdo de
farmacos substratos da glicoproteina P (verapamilo e paclitaxel) in vivo em até 5 vezes,

em capilares cerebrais de rato. Nesse sentido, 0s nossos resultados seriam coerentes
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com HONIG et al (2003) onde o FTY720 poderia ter aumentado os niveis de MDR1 e
SPHK2 nas condicdes de FTY+PTX e CQ+FTY, tendo maior efeito na SCC9cisr. Com
base nestes dados, podemos especular que a SPHK2 pode ter um papel importante no
desenvolvimento de resisténcia a cisplatina, bem como na eficicia de tratamentos
guimioterapicos devido a modulacao da expressédo de MDR1. Sendo assim, a sugestao
do uso de inibidores de SPHK2 poderia favorecer a resposta a farmacos, inibindo a
regulacdo positiva de MDR1. Até 0 momento, nossos resultados representam a primeira
evidéncia de que a SPHK2 pode estar de alguma forma envolvida na regulacdo de
MDR1 na quimiorresistencia em carcinoma oral. Outros experimentos ja estdo em
andamento para avaliarmos esta possivel relacdo da SphK2 com genes de resisténcia

a multiplas drogas.

4.9 Efeito da combinacéo de farmacos na capacidade de formacéao de células

tronco-tumorais

A células-tronco tumorais representam pequenas subpopulagbes no cancer
oral, que estdo associadas com a autorrenovacgao, progressao do tumor, recorréncia,
metastase e resisténcia a terapia (GHAZI et al., 2019). Desta forma, é necessario
identificar marcadores confidveis de CTT associado a CECO que possam inclusive atuar
como alvos terapéuticos. A cultura tridimensional (3D) exibe com maior precisdo os
tumores in vivo, em relagdo as interagdes célula-célula, célula-matriz, complexidade
estrutural, crescimento e proliferacdo celular, perfis de expressdo génica e proteica,
assim como sensibilidade a farmacos e esta diretamente relacionada a presenca de
CTT (BIGHETTI-TREVISAN et al.,, 2019). Nesse sentido, a aplicacdo de terapias
combinadas com alvos nas CTT tem ganhado notoriedade e impacto em estudos atuais
in vitro e in vivo, por ser melhor do que a terapia antitumoral convencional e a
monoterapia (BIGHETTI-TREVISAN et al., 2019).

Portanto, adicionalmente aos ensaios realizados, realizamos os ensaios de
formacéo esferas tumorais nas linhagens CECO CisR. As células Cal27cisr € SCC99cisr
foram plaqueadas em condi¢cdes de cultura ndo aderente (3D) utilizando placas de
ultrabaixa adesdo, a qual permite a formacdo de esferas tumorais em suspensao
(subpopulacdo com carateristicas de CTT). O ensaio de formacdo de esferas foi
realizado na presenca das combinacdes dos farmacos em ambas as linhagens e na
auséncia dos farmacos (Figuras 14A e 15A). A quantidade de esferas formadas foi
reduzida nos grupos tratados de ambas as linhagens quando comparado ao controle,
apresentando uma queda mais drastica no tratamento de FTY720 + PTX, obtendo
56.6% na Cal27cisr (p<0.01) e 53.22% na SCC9cisr (p<0.001) dessas estruturas
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(Figuras 14B e 15B). A morfologia das células/esferas nesta combinacéo foi a mais
afetadas, observando a perda da estrutura das esferas, maior nimero de debris
celulares, assim como uma tonalidade mais clara nas formag6es celulares resultantes.
Estas carateristicas foram vistas de igual forma no tratamento com CQ + PTX, o qual
diminuiu significativamente o nimero das esferas tumorais em 65.4% (p<0.05) e 78.49%

(p<0.01) na Cal27cisr € SCC9cisr, respectivamente.

Figura 14. Efeito da combinacéo de farmacos na geracao de esferas tumorais de

células Cal27cisr.
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As células CECO (1x103cels) foram semeadas em placas ULA e tratadas com a combinagéo de
farmacos para permitir a formagdo de estruturas celulares em suspensdo durante 8 dias de
incubacéo antes da avaliagcdo microscépica. A. Os painéis de cima mostram as fotografias dos
pogos representativos (Estrela: Formagéo solida circular considerada como esfera; Seta
completa: Formacgdes solidas em desenvolvimento; Seta tracejada: Massa de células em
processo de desintegracdo; Asterisco: Células isoladas). B. Os valores nos gréficos foram
apresentados como média + SD de 2 repeti¢Bes (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001).

Figura 15. Efeito da combinacéo de farmacos na geracao de esferas tumorais de
células SCC9cisr.
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As células CECO (1x1083 cels) foram semeadas em placas ULA e tratadas com a combinacéo de
farmacos para permitir a formagéo de estruturas celulares em suspensdo durante 8 dias de
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incubacéo antes da avaliagdo microscépica. A. Os painéis de cima mostram as fotografias dos
pocos representativos (Estrela: Formagdo soélida circular considerada como esfera; Seta
completa: Massa de células em processo de desintegracao; Seta tracejada: Formacéo solida em
desenvolvimento; Asterisco: Células isoladas). B. Os valores nos graficos foram apresentados
como média + SD de 2 repetigbes (*: p<0.05; **; p<0.01; ***: p<0.001).

Nossos resultados estédo de acordo com outros estudos, onde a combinagéo
de CQ+PTX atenuou a subpopulagéo CTT (células CD133", esferoides e expresséo de
Oct4) de forma mais eficientemente que o PTX isolado em NSCLC (DATTA et al., 2019).
Também, a CQ inibiu a formacéo de mamosferas e reduziu a populagédo CD44*2%@?/CD24
baxa em células de cancer de mama triplo negativas (TNBC), sendo que o efeito foi
melhor quando foi combinado com PTX, presumivelmente pela inibicdo da via Jak2-
Stat3 (CHOI et al., 2014). Por outro lado, o tratamento apenas com o PTX apresentou
maior efeito na area periférica (maior proliferacéo) das esferas de carcinoma cervical
(LUKINA et al., 2018), mas sem reducado de tamanho dos mesmos; contrario a perda de
tamanho observada das esferas na nossa condi¢éo testada (CQ+PTX). Isto sugere que
essa combinacao tem maior potencial contra as estruturas esferoides.

Na condi¢do CQ + FTY foi visto a formagé&o de esferas menores, onde apenas
a linhagem SCC9cisk mostrou uma redugdo no numero de esferas (71.16%, p<0.001),
comparado com o leve aumento na mesma condig&o nas células Cal27cisr. Neste caso,
o incremento de esferas pode estar relacionado ao efeito do FTY720, como foi visto no
aumento em numero e tamanho de neuroesferas de células tronco-neurais em resposta
ao composto, o qual foi relacionado com uma maior capacidade proliferativa (TAN et al.,
2016).

Portanto, podemos concluir que a inibicdo da autofagia mediada por CQ em
combinagdo com 0s quimioterapicos, diminuiu consideravelmente a capacidade de
formacgdo de esferas dentro da populacéo heterogénea de CECO. A nossa afirmacéo
ganha forca como o estudo de WANG et al (2018), que mostrou que a autofagia é
ativada de forma sustentavel nos esferoides de céncer de ovario, a inibicdo desta
(shAtg5), impediu a entrada dos esferoides no estado quiescente, abolindo assim a
capacidade de auto-renovacdo. Em consequéncia, os niveis de autofagia estariam
associados positivamente com as caracteristicas de autorrenovacao e pluralidade das
células tronco tumorais.

Para avaliarmos a viabilidade das células das estruturas 3D (esferas), foi
realizado o ensaio da capacidade de aderéncia e sobrevivéncia das esferas apoés
crescimento em condic¢des de ultrabaixa adesé&o. Para isso, as esferas obtidas no ensaio
anterior, foram coletadas e transferidas para placas de ades&o convencional de 96
pocos (flat bottom) e mantidas durante 48 h. No final, as células e/ou colbnias

resultantes foram fixadas, coradas e analisadas por microscopia de campo claro. Como
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resultado, foi observado a dissociacao das esferas, o qual derivou na presenca de uma
subpopulagdo de células e colonias aderentes apenas nas condigbes sem tratamento
(Controle) de Cal27cisr € SCC9cisr (Figura 16), sendo visto um maior volume de células
aderidas na linhagem SCC9cisr (Figura 17).

Em resumo este ensaio mostrou que, mesmo observando a presenca de
estruturas tipo “esferas” nas condi¢fes tratadas (Figuras 14 e 15), as células derivadas
das tumoresferas ndo estavam mais vidveis, sendo incapazes de aderir a placa e
proliferar novamente. Este esquema de avaliagdo de viabilidade e plasticidade das
células tumorais ap6s a transferéncia de 3D para 2D, tem sido utilizado em outras
linhagens tumorais com a finalidade de avaliar a capacidade clonogénica de células
derivadas de tumoresferas frente as células parentais aderentes (CALVET; ANDRE;
MIR, 2014; SHRESTHA et al., 2021; ZHANG et al., 2018a). Por fim, estes resultados
confirmaram que as combinacdes testadas induziram a morte das células presentes nas
esferas, eliminando assim as subpopulagbes de CTT em ambas as linhagens CisR de
CECO.

Figura 16. Efeito da combinagéo de farmacos na aderéncia de esferas tumorais
de Cal27cisr.

As esferas resultantes do ensaio de formacéo de esferas, foram re-plaqueados em placas de
adesdo convencional (96 pocos) durante 48 horas e posteriormente avaliadas no microscépio de
campo claro. A. Controle B. Tratamento: CQ 20uM + FTY720 5uM C. Tratamento: CQ 20uM +
PTX 0.001pM D. Tratamento: FTY720 5uM + PTX 0.001puM.
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Figura 17. Efeito da combinacéo de farmacos na aderéncia de esferas tumorais
de SCC9cisr.

As esferas resultantes do ensaio de formacéo de esferas, foram re-plaqueados em placas de
adesdo convencional (96 pogos) durante 48 horas e posteriormente avaliadas no microscépio
de campo claro. A. Controle B. Tratamento: CQ 40uM + FTY720 2.5uM C. Tratamento: CQ
40uM + PTX 0.5uM D. Tratamento: FTY720 5uM + PTX 0.5uM.
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Figura 18. Esquema representativo dos efeitos da terapia combinada em linhagens CECO CisR in vitro.
\I,Caspase 9
J,Bclz
Morte
celular
‘ -

l

Autofagia . J- Autorenovacdo CTT /
J- Viabilidade de tumoresferas
A LC3-11 / AVOs _..[ 4 c-Myc / & SET J
™ SET
4{ - Clonogenicidade J

4.[ J Stat3, Akt, NfkB J

A aquisi¢cdo de resisténcia a cisplatina em CECO ativa 0 mecanismo de autofagia a qual promove a manutencéo das CTTs dentro da populagéo heterogénea
de CECO. Em nosso trabalho, foi corroborado o aumento da autofagia nas linhagens CECO CisR através do aumento de LC3-II, SET e da presenca de AVOs
(acridina orange). Frente a isso, 0 sinergismo da terapia combinada baseada em medicamentos existentes na clinica (CQ, FTY720, PTX), afetou vias paralelas
conhecidas no desenvolvimento e progressdo tumoral (diminuicdo de c-Myc, SET, Stat3, Akt, NfkB). Identificando a apoptose (diminuicdo da marcacédo de
caspase 9 e Bcl2) e a necrose como principais mecanismos de morte celular. Outros mecanismos afetados nas células CECO CisR foram a troncalidade e a

viabilidade das células com carateristicas de CTTs (esferoides), além da perda de clonogenicidade.
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5. Concluséao

Nossos resultados mostraram que as linhagens CECO (Cal27 e SCC9) com
resisténcia a CDDP apresentam aumento do fluxo autofagico, o que indica a
quimiosensibilizagdo terapéutica com alvo na autofagia combinada a farmacos
convencionais como potencial estratégia antitumoral em CECO para impedir recidivas
e tratar pacientes que ndo respondem a cisplatina.

A Cloroquina (CQ), inibidor de autofagia, em baixas concentra¢des in vitro
possui sinergismo com os farmacos antitumorais testados (CDDP, FTY720 e PTX),
sendo essa a primeira evidéncia experimental do sinergismo entre CQ + FTY720 e
FTY720 + PTX no modelo in vitro de carcinoma epidermaide oral.

Por fim, as combinacdes de farmacos testadas foram capazes de reduzir o
potencial de formacéo de esferas tumorais nas linhagens CECO CisR bem como induziu
a morte das células dessas estruturas, provavelmente devido a relacdo entre a

autorrenovacao das CTTs e autofagia.
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