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caveolinas em linhagem celular de carcinoma epiderméide de boca. 76f. 2019.
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RESUMO

A cavéola € um microdominio de membrana celular, rica em colesterol e
esfingolipidios, constituida por proteinas estruturais e regulatérias denominadas
de caveolinas (Cav-1, -2, e -3). Corresponde a um tipo de balsa lipidica e € um
local de ancoramento de receptores celulares e moléculas envolvidas nas vias
de transducdo de sinal intracelular, inclusive em células neoplasicas. O
desenvolvimento do cancer decorre da interrupgdo da homeostase entre a
proliferacdo celular e apoptose, sendo tais células caracterizadas ainda pela
elevada capacidade de invasédo tecidual e metastase, evento este dependente
do processo de transicdo epitélio-mesenquimal (TEM). Por meio deste, as
células sofrem alteragcbes em suas caracteristicas epiteliais, adquirindo um
fendtipo invasivo (mesenquimal). Dentre as moléculas sinalizadoras da TEM, a
Cav-1 tem sido descrita, porém pouco se sabe da sua participagdo no cancer de
boca, bem como em respeito a Cav-2 e Cav-3. Para avaliar a participacao de
caveolinas no carcinoma epidermoide de boca (CEB) e sua possivel relagdo com
a TEM, o presente estudo induziu a desestabilizacdo da estrutura caveolar
através do ensaio de deplecdo do colesterol em linhagem celular de CEB
(SCC9). A expressao das Caveolinas 1 e 2 (Cav- 1 e Cav-2) foi avaliada pré e
apos ruptura da estrutura caveolar. As expressdes génica e proteica foram
mensuradas através de gRT-PCR e Western blot, respectivamente, e a
sublocalizagao celular avaliada através de imunofluorescéncia. A deplecado do
colesterol resultou em alteragcdo da morfologia celular de CEB nas diferentes
concentracdées de MBCD, bem como diminuigdo das taxas de proliferacédo e
viabilidade celular e aumento das taxas de apoptose tardia. A analise da
expressao de transcritos de CAV-1 revelou a expressédo génica aumentada nas
SCCO9 tratadas no periodo de 24 horas em diferentes concentragdes de MBCD:
(5mM, 7,5mM, 10mM e 15mM) em relagdo SCC9 parental com diferenca
estatisticamente significativa (p= 0,0004, teste Kruskal-Wallis). Nao houve
diferenca estatistica para a mesma analise em CAV 2 (p= 0,1, teste Kruskal
Wallis), assim como na analise de associagao entre os transcritos CAV 1 e CAV2
(p= 0,88, teste de Mann-Whitney). A expressao proteica da Cav-1 mostrou-se
aumentada, com posterior diminuicdo dose-dependente. Apenas nas amostras
tratadas com MBCD a 5mM observou-se diferenca estatisticamente significante
(p= 0,02, teste Krukal-Wallis). O ensaio de imunofluorescéncia exibiu menor
intensidade de marcacéao citoplasmatica e membranar nas amostras tratadas,
tanto para Cav-1, quanto para Cav-3. Tais achados indicam a modulagao de
colesterol como possivel mecanismo subjacente a regulagcdo dessas moléculas
e ativacdo da TEM no CEB.

Palavras-chave: Cancer de boca, Caveolina, Transi¢cao epitélio-mesenquimal,
Adeséo celular, Cultura celular.
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ABSTRACT

Caveola is a microdomain of cell membrane, rich in cholesterol and
sphingolipidios, constituted by structural and regulatory proteins denominated
caveolinas (Cav-1, -2, and -3). It corresponds to a lipid raft type and is an
anchoring site of cellular receptors and molecules involved in intracellular signal
transduction pathways, including cancerous cells. The development of cancer
results from the interruption of homeostasis between cell proliferation and
apoptosis. These cells are characterized by high tissue invasion capacity and
metastasis, an event that is dependent on the epithelial-mesenchymal transition
(EMT) process. Through this, the cells undergo changes in their epithelial
characteristics, acquiring an invasive phenotype (mesenquimal). Among EMT
participation in oral cancer, Cav-1 had been described, but litlle is known about
it, as well as regarding Cav-2 and Cav-3. In order to evaluate the participation of
caveolins in oral squamous cell carcinoma (OSCC) and its relation to EMT, the
present study induced destabilization of the caveolar structure through the
cholesterol depletion assay in OSCC cell line (SCC9). The expression of
Caveolins 1 and 2 was evaluated before and after rupture of the caveolar
structure. Gene and protein expression were measured by qRT-PCR and
Western blot, respectively, and cell sublocalization assessed by
immunofluorescence. Cholesterol depletion resulted in alteration of OSCC cells
morphology at different concentrations of MBCD., as well as decreased cell
proliferation and viability rates. Analysis of CAV-1 transcript expression revealed
increased gene expression in the treated SCC9, over the 24 hours period, at
different concentrations of MBCD: 5 mM., 7.5mM, 10mM and 15mM, in relation
to parental SCC9. The analysis of the CAV 1 gene expression presented a
statistically significant difference (p = 0.0004, Kruskal-Wallis test). There was no
statistical difference for the same analysis in CAV 2 expression (p = 0.1, Kruskal
Wallis test), as well as for the association analysis between the CAV 1 and CAV2
transcripts (p = 0.88, Mann-Whitney test). Cav-1 protein expression was
increased, with subsequent dose-dependent decrease. Only in samples treated
with 5mM MBCD there was a statistically significant difference (p = 0.02, Krukal-
Wallis test). The immunofluorescence assay showed lower cytoplasmic and
membrane labeling intensity in the treated samples for both Cav-1 and Cav-3.
These findings indicate the modulation of cholesterol as a possible mechanism
underlying the regulation of these molecules and activation of EMT in OSCC.

Key Words: Oral Cancer, Caveolin, Epithelial-Mesenchymal Transition, Cellular
Adhesion, Cell Culture.
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1 INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o cancer de
boca engloba as regides de labios, subsitios da cavidade bucal (lingua, assoalho
de boca, palato, gengiva) e orofaringe, ocupando a 112 posi¢cao no ranking global
das neoplasias malignas (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/oral-
health, acesso em 15 de maio de 2019; LING et al , 2019 ). O Carcinoma
Epiderméide de Boca (CEB), constitui, neste contexto, a malignidade mais
comum da regiao de cabeca e pescogo, correspondendo a 90% dos diagndsticos
histologicos (AUZAIR et al, 2016). Por se tratar de uma doenga de
comportamento agressivo, de elevada capacidade de invasédo e metastase, com
diagndstico, na maioria das vezes, tardio, o CEB torna-se responsavel pelos
maiores indices de mortalidade e morbidade do cancer de boca, principalmente
em paises de menor desenvolvimento (CAPONIO et al, 2019, JOSEPH et al,
2018).

Com a finalidade de identificacdo de novos marcadores bioldgicos,
capazes de atuar como ferramentas auxiliares no diagndstico, prognostico e
tratamento do cancer, a modulacao de balsas lipidicas existentes na membrana
plasmatica (MP), em especial das cavéolas e seus integrantes, tem-se tornado
objeto de pesquisa (PATRA, S.K., 2007). As cavéolas correspondem a
microdominios estruturais da MP, amplamente envolvidas na sinalizagdo e
transducdo celulares, homeostase e transporte de colesterol, organizagao
citoesquelética, motilidade, polaridade e endocitose (ONODERA et al, 2013;
MARTINEZ-OUTSCHOORN, SOTGIA, LISANTI, 2015; LAMAZE et al, 2017;
KETTELER e KLEIN, 2018). Sendo assim, desempenham importante papel na
carcinogénese, uma vez que a ativagdo de cascatas de sinalizagdo nas mesmas
pode alterar a morfologia e o comportamento celulares (MARTINEZ-
OUTSCHOORN, SOTGIA, LISANTI, 2015; KETTELER e KLEIN, 2018).

As caveolinas (Cav) sao proteinas estruturais da cavéola e apresentam-
se em 3 isoformas: Cav-1, Cav-2 e Cav-3. O colesterol, juntamente com a Cav-
1, corresponde ao principal componente estrutural da cavéola, sendo ambos
indispensaveis para sua formagdao (MARTINEZ-OUTSCHOORN, SOTGIA,
LISANTI, 2015, PARTON e SIMONS, 2007). As caveolinas tém sido implicadas

em mecanismos da carcinogénese, como sinalizagdo celular, proliferagao,
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motilidade, capacidade de invasédo e metastase, sendo a Cav-1 a mais estudada,
com escassos trabalhos acerca do papel da Cav-2. Ambas as proteinas vém
sendo sugeridas como promotoras ou supressoras tumorais, sendo tais
caracteristicas tumor-especificas ( MASOOD et al, 2013; VERED et al., 2015,
AUZAIR et al, 2016; LEE et al, 2011; KAMIBEPPU et al, 2018; LIU et al., 2014,
JAAFARI-ASHKAVANDI e ASLANI, 2017; ARIANA et al, 2018; KETTELER e
KLEIN, 2018; JIANG et al, 2019).

No concernente ao CEB, estudos vém sendo conduzidos na tentativa de
elucidar o papel das caveolinas na carcinogénese de boca e de cabecga e
pescoco. A participagao da Cav-1 vem sendo relatada no CEB, com possivel
funcao dual na tumorigénese (promogao e supressao) (HUNG et al, 2003; HAN
et al , 2004; NAKATANI et al, 2005; ZHANG et al, 2008; XUE et al, 2010; BAU et
al, 2011; MASEULLI et al, 2012; MASOOD et al, 2013; VERED et al, 2015,
AUZAIR et al , 2016), necessitando assim de melhor compreensao do seu papel
nas diversas etapas da carcinogénese. Alusivo a Cav-2, ndo existem estudos,

a luz do nosso conhecimento, da sua expressdao em CEB.

Dentre os processos da tumorigénese, a transi¢cao epitélio-mesenquimal
(TEM) corresponde a aquisicdo de um fendtipo mesenquimal pelas células
epiteliais, conferindo as mesmas caracteristicas como perda de adesao celular,
aumento da mobilidade, capacidade de invasao, metastase. A participacdo das
caveolinas no processo de TEM ainda é pouco conhecida. Ecoy e colaboradores
(2019), relatam que o aumento da expressédo de Cav-1 em cancer de pulmao
esta associado a ativacdo de ambas as vias de sobrevivéncia celular Akt e Erk,
sendo a resisténcia anoikis uma caracteristica das células em TEM. Nohata e
colaboradores (2011) verificaram, por meio do silenciamento de CAV1, que a
expressao aumentada da CAV1 em carcinoma epidermoéide de cabeca e
pescogo (CECP) esta associada a regulagao de eventos de migragéo e invasao
celular, e, consequentemente, a TEM. Jung e colaboradores (2015), por sua vez,
observaram que a redugao na expressiao de Cav-1 induzia o processo de TEM
em células de CECP, possivelmente em consequéncia da liberagdo de TGFf

e/ou ativagao da via ERK 1/2.

Em virtude dos poucos trabalhos publicados, é escasso o conhecimento

sobre a relacdo entre os fendmenos observados no processo de TEM e a
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expressao destas proteinas, em especial no que concerne a fungéo bioldgica de
Cav-1 e -2 em CEB, necessitando-se, portanto, de maior elucidacdo. Sabe-se
que os aspectos clinicos e histopatolégicos de CEB nao representam parametros
fidedignos para se estimar o comportamento tumoral. Neste cenario, a analise
funcional de marcadores de TEM e de caveolinas, apds desestruturacao
caveolar, na carcinogénese de boca, pode revelar marcadores bioldgicos
confiaveis que consigam contribuir na compreensao bioldgica da progressao
tumoral, viabilizando a sua aplicagdo como possivel marcador de diagndstico,
prognoéstico e de resisténcia a drogas. Sendo assim, a investigacdo destes
eventos em CEB mostra-se de grande relevancia, sobretudo pela possivel
aplicabilidade em beneficio a pacientes de risco através do diagnédstico precoce,
em estagios iniciais da doenga, bem como para caracterizar tumores de maior

agressividade.

Por conseguinte, o presente trabalho objetiva contribuir com as pesquisas
de biomarcadores para CEB, avaliando o efeito da modulacdo da cavéola no
comportamento celular, nos niveis de expressao génica e proteica, bem como
da imunolocalizagéo, de caveolinas, em linhagem celular de CEB (SCC-9), por

meio da deplegao de colesterol com metil-B-ciclodextrina (MBCD).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARCINOMA EPIDERMOIDE DE BOCA

Neoplasia de desenvolvimento silencioso, comportamento agressivo e
com elevado poder de invasao e metastase, o CEB possui prevaléncia elevada,
sendo responsavel por numeros de morte superiores aos consequentes de
cancer cervical, melanoma e linfoma de Hodgkin. Histologicamente, corresponde
ao diagnostico mais comum das neoplasias malignas de cabeca e pescogo,
sendo sua deteccgéo clinica, na maioria das vezes, tardia (SCANLON et al, 2013;
BISWAS et al, 2019).

Os o6bices acerca do diagnéstico precoce do CEB contribuem para o
agravamento das lesGes e redugcdo na expectativa de vida dos pacientes
acometidos pela doencga, estando entre os mesmos o reduzido numero de
biomarcadores disponiveis (SHI et al, 2019). Muitos s&o os fatores que levam ao
diagndstico tardio, tais como exame clinico precario, ou até mesmo inexistente,
absenteismo de pacientes, treinamento profissional inadequado, falta de acesso
a ferramentas de diagnéstico por inexisténcia de suporte financeiro,
(GOLDSTEIN et al, 2019). Sendo assim, a identificacdo de mecanismos
moleculares relacionados a patogénese do CEB mostra-se crucial para avangos
nas técnicas de diagnostico e estratégias de tratamento (SHIMOMURA-
KURIHARA et al, 2019, SHI et al, 2019).

O CEB acomete principalmente homens numa faixa etaria acima de 40
anos, sem distincdo étnica, expostos aos principais fatores de risco: tabaco e
alcool (BISWAS et al, 2019). Apesar dos esforgos para o desenvolvimento de
novos mecanismos diagnosticos e terapéuticos, o surgimento de novos casos
continua consideravelmente alto e a taxa de sobrevida global do CEB permanece
ainda, na ultima década, de apenas 50% em média (NIKITAKIS et al, 2018;
JOSEPH et al, 2018). Em 2018, a estimativa de novos casos de cancer de boca
no Brasil foi, segundo o Instituto  Nacional do  Cancer
(https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer, acesso em 16 de maio de 2019),
de 11.200 para o sexo masculino e 3.500 para o sexo feminino. Ja nos Estados

Unidos da América, Siegel e colaboradores (2019) estimam o surgimento de
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53.000 novos casos de cancer de boca e 10.860 6bitos, no corrente ano, para

ambos 0s sexos.

Dentre as atuais metodologias de detecgcdo e diagndstico do CEB, a
maioria exige a realizagdo de biopsias, todavia novas tecnologias menos
invasivas e capazes de auxiliar o diagnostico em estagios iniciais vem sendo
desenvolvidas. Durante o processo de carcinogése, com o rompimento da
homeostase entre os processos de proliferacdo e morte celular, ocorre o
acumulo de alteragbes genéticas e epigenéticas. A pesquisa de biomarcadores
encontra-se neste cenario, possibilitando a avaliacdo de tecidos tumorais e ndo-
tumorais a partir de ferramentas gendmicas, molecular e de caracterizagao
fenotipicas (GOLDSTEIN et al, 2018; WILLIAMS et al, 2010; JOU e HESS, 2017).

Em se tratando de céncer de boca, ndo estdo estabelecidos, até o
momento, marcadores biolégicos confiaveis (VAN DER WAAL et al, 2009) e
validados (RIVERA et al., 2017). Em virtude da auséncia de estudos de
validacao, 41 moléculas foram identificadas, em revisao sistematica realizada
por Rivera e colaboradores (2017), como “possiveis biomarcadores” para CEB,
tornando-se crucial o desenvolvimento de estudos destinados a validagao dos

mesmos e identificacdo de novos marcadores.

2.2 CAVEOLA E CAVEOLINAS

A membrana plasmatica (MP) possui duas fung¢des principais: separagao do
meio intracelular do meio extracelular por meio de uma barreira lipido-proteica e
a provisdo de dominios celulares com capacidade de sinalizagao e de iniciagao
de eventos, tais como transporte celular, comunicagao intercelular e transducgao
de sinais, constituindo assim uma entidade dinamica (PATEL e INSEL, 2006;
HEAD et al, 2014).

Inicialmente, foi descrita por um modelo bidimensional, proposto por Singer-
Nicholson, composto por lipidios e proteinas homogeneamente distribuidos,
sendo sua especializagdo em dominios com fung¢des distintas uma caracteristica
peculiar das células eucaridticas (PARTON e DEL POZO, 2013; OWEN et al,
2012). A descoberta de balsas lipidicas mudou consideravelmente tal descrigéo
classica da MP (MARTINEZ-OUTSCHOORN et al, 2015).
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Cavéolas e balsas lipidicas sédo estruturas ordenadas dos microdominios
caracterizadas pela elevada concentragao de colesterol e de glicoesfingolipidios,
fundamentalmente envolvidos em fungdes celulares, tais como endocitose,
trafego protéico, transdugdo de sinais, mecano-transdugédo e homeostase do
colesterol. As balsas lipidicas séo classificadas como planares e nao-planares,
estando as cavéolas incluidas nesta ultima classificagdo (PARTON e DEL
POZO0, 2103; PATEL e INSEL, 2009; CALICETI, 2014; SCHLORMANN, 2010).

As cavéolas foram inicialmente descritas por microscopia eletrbnica como
invaginagdes da MP em forma de émega, com didmetro variavel entre 50-100
nm. Todavia, existe controvérsia quanto a forma destas estruturas se
semelhantes a garrafas ou émega, ou mais ainda como crateras ou tagas
tridimensionais (PARTON E DEL POZO, 2013; PARTON e SIMONS, 2007;
CHIDLOW e SESSA, 2010). Encontram-se presentes na maioria das células
animais, incluindo os queratinécitos, sendo mais abundantes em fibroblastos,
adipdcitos, pneumdacitos tipo |, células endoteliais, células de musculos liso e
estriado (SCHLORMANN, 2010; CAMPOS et al, 2019).

Existe certa variagdo na densidade caveolar nos diferentes grupos celulares.
Em algumas células, como por exemplo, as endoteliais e adipdcitos, as cavéolas
correspondem a mais de 1/3 da area superficial da MP, alcangando até 50% da
superficie. Enquanto nos adipdcitos verifica-se a presenga de até um milhdo de
caveéolas por célula, em algumas células, como as renais, tais estruturas n&o séao
detectadas (PARTON e DEL POZO, 2013; PARTON e SIMONS, 2007).

A manutencao dos niveis de colesterol € fundamental para a funcao caveolar,
e depende em parte de sua interagdo com o principal componente estrutural da
caveéola a proteina caveolina. Trés s&o as isoformas desta proteina estrututral
caveolar: caveolina-1 (cav-1), caveolina-2 (cav-2) e caveolina-3 (cav-3). Tais
proteinas desempenham diferentes papéis nos variados tipos celulares, desde
transporte vesicular, homeostase do colesterol e do calcio, a formagéao t-tubular
(CHIDLOW e SESSA, 2010; FRIDOLFSSON e PATEL, 2013).

Cav-1 e Cav-3 sdo essenciais para a formagao da cavéola. Conforme
demonstrado em alguns estudos, a ablagcéo genética da Cav-1 provoca a perda
caveolar em tecidos ndo-musculares. Ja a expressao desta proteina em células

desprovidas de caveolinas endoégenas, ou mesmo de cavéolas, promove uma
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espeécie de neoformacdo destas estruturas membranares (PARTON e DEL
POZO0, 2013).

A Cav-2, por sua vez, ndo possui um papel claro na formagao caveolar, nao
sendo necessaria, por exemplo, na formacao de cavéolas do endotélio pulmonar
e do tecido adiposo. Entretanto, tem sido sugerido que tal proteina possua um
papel coadjuvante na estruturagdo caveolar por meio de sua hetero-
oligomerizagdo com a Cav-1 (CHIDLOW e SESSA, 2010).

As trés isoformas de caveolinas expressam-se de maneira diferenciada nas
células. A Cav-1 é a mais amplamente expressa e localiza-se no cromossomo
7931.1, assim como a Cav-2. A Cav-3, por sua vez, expressa-se
predominantemente em musculos estriados, localizando-se em um diferente
cromossomo (3p25). Alguns tipos celulares, tais como cardiomiocitos,
determinadas células de musculo liso e notocorda do peixe-zebra, apresentam
a expressao dos trés tipos de caveolinas (PARTON e DEL POZO, 2013; PATEL
e INSEL, 2009).

Embora sejam relativamente proteinas de baixo peso molecular (21-24 kDa),
as caveolinas possuem uma distinta regido de arcabougo essencial a ligagao de
diversas proteinas sinalizadoras (PANI e SINGH, 2009). A compartimentalizagao
caveolar de moléculas sinalizadoras e sua interacdo com as caveolinas
fornecem um mecanismo para a regulagdo dos eventos de sinalizagdo, bem
como interagdo entre as diferentes vias de sinalizacdo (MARTINEZ-
OUTSCHOORN et al, 2015).

Além de constituir-se o principal componente estrutural da cavéola, a Cav-1
promove regulacdo negativa de diversos receptores e moléculas sinalizadoras
presentes nas caveéolas. A Cav-2 esta associada a regulacdo da quantidade
destas estruturas na MP, além de ser um regulador mitético através da
fosforilagdo da serina 36, processo este regulado pela Cav-1. Somada a seu
papel critico na formacéo da cavéola, a Cav-3, por sua vez, possui importante
atuacao na regulacado da sintese de 6xido nitrico endotelial (CALICETI, 2014,
CHIDLOW e SESSA, 2010).

A associagao da cavéola a diversos processos patoldgicos (aterosclerose,

processos inflamatérios no trato urinario, nos pulmbdes, doencas
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cardiovasculares e leucemia) vem sendo relatada na literatura. Peculiarmente, a
Cav-1 tem sido cada vez mais associada a multiplos processos ligados ao
cancer, desde transformacao celular, crescimento tumoral, invasao celular e
metastase (CALICETI, 2014; CHIDLOW e SESSA, 2010; FRIDOLFSSON e
PATEL, 2013; JAAFARI-ASHKAVANDI e ASLANI, 2017).

2.2.1 Caveolina 1 e cancer

Em sua organizagéo estrutural, a Cav-1 apresenta um dominio conhecido
como caveolinscaffoldingdomain (CSD) que possui a capacidade de ligar-se e
afetar a atividade de uma variedade de moléculas de sinalizagao celular. A
respeito das moléculas de sinalizagao associadas a iniciagao e progressao do
cancer, a Cav-1 participa da regulacdo da PI3K/AKT, cinase de ades&o focal,
EGFR e integrinas (LIANG et al, 2014).

Apresenta-se cada vez mais clara na literatura a implicacao desta caveolina
na regulacdo de multiplos processos associados aos diversos tipos de cancer,
desde transformacédo celular, crescimento tumoral, migra¢cdo, invasao,
metastase, resisténcia multidrogas e angiogénese (CALICETI, 2014; JAAFARI-
ASHKAVANDI, 2016)

O efeito da Cav-1 no desenvolvimento do cancer depende da sua expressao
em células neoplasicas ou estromais, sendo a expressao reduzida desta
caveolina, ou mesmo sua auséncia, em fibroblastos associados ao céncer
(CAFs), uma caracteristica comum a canceres agressivos (MARTINEZ-
OUTSCHOORN et al, 2015).

Em contrapartida, a Cav-1 pode estar altamente expressa em células
estromais, incluindo fibroblastos, e tal expressdo pode ser regulada via
degradacgao e autofagia em nichos de hipdxia e ma-nutricdo do microambiente
tumoral (SHEN et al, 2015). Tem-se relatado que expressao da Cav-1 varia em
resposta a exposi¢des toxicas durante a diferenciagdo e migragao celular e sob
condigbes de elevadas produgdes de espécies reativas a oxigéncio (ROS) e
nitrogénio (RNS) (HART et al, 2015).

Diversos oncogenes, como c-Myc, v-Abl, v-Src, H-Ras, Neu/ErB2, podem ser
constitutivamente ativados pela perda de Cav-1. Tal diminuicdo em fibroblastos

estromais resulta em conversao para miofibroblastos, sendo assim a perda de
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Cav-1 suficiente para induzir um fendétipo para CAF no microambiente tumoral
(SHEN et al, 2015).

Em tumores de coélon, pulmao, melanoma e ovarianos, a Cav-1 atua como
supressor tumoral (LIANG et al, 20141; QAYUMM et al, 2012). No carcinoma
ductal invasivo, observou-se que ocorre uma redugao precoce nos niveis de Cav-
1 durante a progressao tumoral, sendo mais acentuada em estagios mais
avangados e agressivos (HART et al, 2015).

Em contrapartida, elevados niveis de Cav-1 tém sido associados a alguns
tipos de céancer, tais como o hepatocelular, pancreatico, renal e de prostata
(LIANG et al, 2014). Em rabdomiossarcomas, tal elevagao promove um aumento
no crescimento tumoral e quimioresisténcia, enquanto que sua deplec¢ao limitou
a proliferagao, migracéo e invasao das células tumorais, além de sensibilizar tais
células para apoptose induzida por agentes quimioterapicos (FAGGI, 2015). Em
tumores de glandulas salivares, benignos e malignos, a expressao acentuada de
Cav-1 também sugere sua participagao na tumorigénese destas estruturas. Tal
aumento na expressao desta caveolina tem sido relatado em alguns outros
tumores malignos, como o adenocarcinomaductal pancreatico e o carcinoma
mucoepidermoide de glandulas salivares (JAAFARI-ASHKAVANDI, 2016).

Shen e colaboradores (2015), em estudo realizado em CAFs de estémago,
verificaram que a perda de Cav-1 contribui de forma distinta no estado de
ativagdo de fibroblastos no microambiente do cancer gastrico e da mucosa
gastrica, sendo a expressao da Cav-1 nos CAFs de cancer gastrico e em seus
correspondentes associados a inflamagcao um potencial biomarcador para a
progressao desta neoplasia.

A expresséo estagio-especifica tumoral de Cav-1 pode ser considerada como
potencial marcador para o prognéstico e proservagao do paciente (JAAFARI-
ASHKAVANDI, 2016). A influéncia da Cav-1 na progressao tumoral € tumor
especifica. Pode ser tanto negativa quanto positiva, agindo como supressor
tumoral ou oncopromotor, além de atuar como fator de pobre prognostico em
variados tipos de cancer, dependendo do seu estado de fosforilagdo, bem como
do estagio e tipo de tumor (CALICET., 2014; FAGGI, 2015; JAAFARI-
ASHKAVANDI, 2016; LIANG et al, 2014; QAYUMM et al, 2012).

Segundo Martinez-Outschoorn, Sotgia e Lisanti (2015), a diminuicdo da
expressdo de Cav-1 em CAFs tem sido associada a pobres prognosticos nos
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pacientes com cancer. Tal diminuicdo € mediada por estresse oxidativo, levando
a uma degradacao da Cav-1 via autofagia, que por sua vez resulta em estresse
oxidativo e autofagia em um mecanismo de retroalimentagao.

Ando e colaboradores (2007) revelaram que pacientes portadores de
carcinoma epidermoide de es6fago, que exibiram expressao positiva de CAV-1,
apresentaram redug¢ao na sobrevida, sugerindo esta proteina como um marcador
prognéstico potencial, corroborando com outros estudos que estabelecem a
CAV-1 como “gene tumoral e modificador de metastase” (WILIAMS e LISANTI,
2005).

Alguns estudos ja foram conduzidos na tentativa de elucidar o papel da Cav-
1 na carcinogénese de boca e de cabega e pescogco (HUNG et al, 2003; HAN et
al, 2004; NAKATANI et al, 2005; ZHANG et al, 2008; XUE et al., 2010; BAU et
al, 2011; MASEULLI et al, 2012; MASOOQD et al., 2013; VERED et al, 2015,
AUZAIR et al, 2016), e revisados por Routray (2014). O duplo papel da Cav-1 e
a variagao na sua expressao (alta e baixa) em CEB permanece controversa
nesses estudos.

Hung e colaboradores (2003) avaliaram a expresséo do perfil de Cav-1 na
carcinogénese bucal e sua correlagdo com as variaveis clinicopatoldgicas,
mucosa bucal normal (MBN), lesdes cancerizaveis (LC), carcinoma epidermdide
primario (CEBP) e carcinoma epidermdide metastatico (CEBM), por meio de
imunoistoquimica (IC). Dentre os achados do estudo, encontra-se o
comportamento bifasico da expressao de Cav-1, com aumento progressivo desta
nas sucessivas fases da progresséo tumoral (MBN= 8%, LC= 53%, CEBP=79%)
e diminuicdo na evolucdo de CEBP para CEBM. Apenas 38% dos CEBM
apresentaram imunorreagao.

Em 2004, Han e colaboradores avaliaram o papel da Cav-1 na patogénese
do CEB, por meio da investigagao das sequencias de exon-1 e 3 de Cav-1 em
linhagens celulares de 74 casos de CEB e 15 casos de cancer de boca. Foram
identificadas mutacdes na Cav-1 em 05 casos de cancer de boca, sendo todas
no exon-3. Por meio deste estudo, os autores sugeriram haver evidéncia
genética de que a inativagdo da Cav-1, devido a uma mutagéo ou diminuigao de
sua expressao, pode desenvolver um significante papel na patogénese do

cancer de boa.
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Em 2005, Nakatami e colaboradores avaliaram a correlacdo entre a
cisplatina, utilizada em tratamentos quimioterapicos e a expressao da CAV-1 em
30 casos de CEB, por meio de RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction). A correlagdo encontrada foi estatisticamente significante (p=
0,02), sugerindo os autores que a superexpressao do gene CAV-1 pode propiciar
o surgimento de novos marcadores de diagndstico associados a cisplatina em
casos de CEB.

Zhang e colaboradores (2008) avaliaram, por meio de modelo de
xenoenxerto ortotdpico, a regulagdo negativa de Cav-1 em linhagens de células
metastaticas M4. Foram utilizadas para tanto, clones celulares estaveis de M4
portadoras de Cav-1 humana (CavS) com células expressando vetor vazio. Os
autores encontraram uma correlagao inversa entre a expressao de Cav-1 e o
desenvolvimento metastatico. Em estudo realizado por Xue e colaboradores
(2010), investigou-se o perfil de expressao da Cav-1 na carcinogénese e no
desenvolvimento de CECP, por meio de IC e IF de pontos quanticos. Devido ao
aumento da expressao da Cav-1 durante as etapas da carcinogénese, desde a
mucosa normal até o tumor de lingua primario, os autores sugeriram que o Cav-
1 pode ser um oncogene no desenvolvimento do carcinoma epiderméide de
lingua.

O cancer de boca destaca-se por suas caracteristicas proliferativas
incontrolaveis, bem como por sua capacidade de migracédo e invasdo. Assim
sendo, genes ativos envolvidos na metastase tumoral podem ser considerados
como potenciais marcadores de prognéstico e tratamento do carcinoma
epidermoide de boca (CEB) (AUZAIR et al, 2016).

A associagao entre a susceptibilidade ao cancer de boca e os genotipos da
Cav-1 foram avaliados por Bau et al (2011). Neste estudo, os autores concluiram
que CAV-1 G14713A e CAV-1 T29107A estdo associados com uma maior
susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer de boca, de metastases e pobres
taxas de sobrevida. Além disso, os genoétipos podem se tornar potenciais
biomarcadores para a detecg¢ao precoce da doenca e predicdo de metastases.

Maseulli e colaboradores (2012) analisaram, em uma coorte de CECP, a
existéncia de associagao entre a superexpressao de Cav-1 e a ruptura do
complexo E-Caderina/Cateninas e a superexpressiao simultanea de receptores
ErbB, bem como uma possivel correlacdo entre os modelos de expresséo
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dessas moléculas e a metatase linfonodal. Os autores observaram a associacao
entre a expressdo aumentada de Cav-1 e a presencga de metastase linfonodal, e
com a superexpressao de EGFR e ErbB54, e expressdo anormal do complexo
E-caderina/cateninas. Os achados in vivo do referido estudo foram todos
comparados in vitro com a linhagem celular de tumor hipofaringeal humano
(FaDu), no qual a expressdao acentuada de Cav-1 comprovadamente
compromete o crescimento e sobrevivéncia celulares.

Em trabalho realizado em modelo murino ortotépico, Masood e colaboradores
(2013) avaliaram a correlagao entre os genes CAV-1, TLR-4 (Toll-like receptor
4), MMP-7 (matrix metalloproteinase 7), ALDH1A3, OCT-4 e TRIM-29 e a
presenca de metastase linfonodal. Foram realizadas analises por microarranjos,
WB e IC. Os autores identificaram um aumento progressivo da expresséo de
CAV-1 por meio de WB, demonstrando que tal gene pode apresentar um
importante papel no desenvolvimento de metastases de CECP.

Em 2015, Vered e colaboradores foram os primeiros a avaliar, por meio de
IC, a expressao de Cav-1 em células tumorais e no microambiente tumoral (MAT)
de carcinoma epidermdide de lingua e sua associagdo com os resultados
clinicos. O estudo demonstrou uma maior expressao da Cav-1 no MAT do que
nas células tumorais, com um impacto negativo no desenvolvimento clinico.

Em estudo realizado por Jung e colaboradores (2015), relatou-se, pela
primeira vez, a baixa expressdo de Cav-1 em tumores primarios de carcinoma
epidermdide em cabecga e pesco¢o em pacientes com alto risco de desenvolver
metastases distantes.

Até o presente momento, o estudo de Auzair e colaboradores (2016) foi o
primeiro a identificar, por meio de IC, a superexpressdo da Cav-1 como um

marcador de progndstico independente para o CEB

2.2.2 Caveolina-2 e cancer

Proteina estrutural da caveéola, apresentando 20 kDa , a Caveolina 2 possui
trés isoformas relatadas: Cav-2a (comprimento total) e Cav-23 e Cav-2y
(isoformas truncadas), também citada como Cav — 2c. (COHEN et al, 2004;

ARIANA et al, 2018). Assim como a Cav-1, localiza-se geneticamente no
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cromossomo humano 7q31.1. Todavia, embora com distribuicdo celular
semelhante, e apesar da mesma localizagao cromossdmica, suas sequéncias de
aminoacidos s&o apenas 38% idénticas e 58% similares, sugerindo o
desempenho de diferentes fungdes. (LIU et al, 2014; COHEN et al, 2004;
SCHERER et al, 1996; LEE et al, 2011). De Almeida (2017) sugeriu, inclusive,
apos extensa revisao da literatura, o desempenho de papéis antagbnicos para a

Cav-1 e Cav-2, principalmente no processo inflamatario.

Diversos autores relatam a expressao da Cav-2 como dependente da Cav-
1, que, por sua vez, vem sendo estudada em maior proporcao. Apesar da menor
disponibilidade de estudos sobre a Cav-2, seu papel na carcinogénese vém
sendo relatado como tumor especifico, com expressdes reguladas positiva e
negativamente.(LEE ef al, 2011; KAMIBEPPU et al, 2018; LIU et al, 2014)

Ando e colaboradores (2007) analisaram a expresséo de Cav-1 e Cav-2, por
meio de qRT-PCR e imunomarcagao. Os resultados mostraram-se regulados
positivamente nos tecidos tumorais de carcinoma de células escamosas de
esbfago (ESCC), ambos com expressdo de mRNA aumentada. De acordo com
os autores, a maior imunoexpressao de Cav-1 e Cav-2 foi associada com o
género feminino. Os resultados obtidos no estudo inferem que a
imunomarcacédo, de ambas proteinas, seja mais representativa do que a

expressdo de mRNA na determinacdo do potencial de malignidade do ESCC.

Lee e colabores (2011), avaliaram a expresséo da Cav-2 em diversos tipos
de células neoplasicas, por meio de ensaio de proliferacdo celular, ensaio de
formacdo de colénia e analise de citometria de fluxo. Seus resultados
demonstraram que a Cav-2 desempenha um significativo papel modulador da
progressdo tumoral, independentemente da expressdo de Cav-1. Em
consequéncia do silenciamento génico mediado por siRNA, a diminuicdo na
expressao proteica de Cav-2 resultou no aumento da proliferagdo de linhagem
celular de cancer epitelial cervical (HeLa) e adenocarcinoma pulmonar (A549), e
no atenuamento em linhagem C6 de glioma. Ja a re-expressao da Cav-2 em
linhagem celular SH-SYS5Y de neuroblastoma e sua deplegdo em células A549
de adenocarcinoma pulmonar promoveram a proliferacdo celular nas mesmas.
A expressdo de Cav-2 exdgena em linhagem de carcinoma hepatocelular

humano (HepG2) promoveu redug¢ao na proliferagdo celular. Em conclusao, os
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autores sugerem que a Cav-2 exdgena pode ser utilizada como agente

anticancer em carcinoma hepatocelular humano.

Em estudo realizado com camundongos knockout (KO) para Cav-2, Liu e
colaboradores (2014) sugeriram que tal caveolina atua como promotora do
carcinoma pulmonar. Pioneiramente, a implantacdo de células de carcinoma
pulmonar de Lewis nos murinos KO apresentou comprometimento na
angiogénese e crescimento tumorais, promovendo a Cav-2 como possivel alvo

da terapia antiangiogénica.

Codenotti e colaboradores (2016) avaliaram a expressdo das proteinas
caveolares Cav-1, Cav-2 e Cavin 1 no lipossarcoma. Em células diferenciadas
de lipossarcoma, as trés proteinas foram exibidas agrupadas e co-localizadas,
tanto na IF quanto na IC. Cav-1, Cav-2 e Cavin 1 foram consideradas pelos
autores como marcadores confiaveis para a identificacdo de tumores bem
diferenciados, configurando inclusive como possiveis marcadores de

prognastico.

A expressdo génica acentuada de CAV2 foi associada por Liang e
colaboradores (2018) com wum pobre prognéstico de adenocarcinoma
pancreatico ductal, especialmente em pacientes que apresentavam niveis
normais de antigeno de cancer 125 (CA 125). Os autores utilizaram em sua
metodologia: cultura celular, IC, WB e qRT-PCR, ensaios de cicatrizagao,
proliferagdo e invasao celular, ensaio de luciferase repérter. A regulacdo
negativa de CAV2, correlacionada com a expressdo de miRNA-29a, e
positivamente relacionada com os niveis de CA 125, mostrou-se associada a

melhores progndsticos clinicos, destacando seu potencial valor preditivo.

Ariana e colaboradores (2018), avaliaram o padrédo de expressao dos
transcritos de Cav-2 no cancer de mama, associado a expressao de Cav-1. Os
autores relataram pela primeira vez a presenga do transcrito 11l da Cav-2, cujos
resultados n&o detectaram ou validaram uma proteina correspondente,
sugerindo-o como um candidato a RNA nao-codificante. A regulagéo negativa da
expressdo das Cav-1 e Cav-2 (transcritos | e Il), além da expressao tardia de
Cav-2 (transcrito Ill), foi associada pelo estudo a incidéncia e promogao do

cancer de mama, principalmente nos estagios iniciais. Observou-se também que
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a expressao simultdnea destas caveolinas possui um papel protetor contra o

aparecimento de células neoplasicas, especialmente nos tecidos mamarios.

Gertersberguer e colaboradores (2018) estudaram a correlagdo entre a
expressao estromal de CAV1 e CAV2 e o cancer de pulm&o. Foram analisadas
amostras do tumor primario e de linfonodos humanos em Tissue Microarray
(TMA). Assim como os resultados obtidos da CAV1, a expressao estromal de
CAV2 nas células do tumor primario ndo apresentou correlacdo com parametros

clinicos, incluindo a taxa de sobrevida.

Em 2018, Liu e colaboradores, avaliaram, in vitro e in vivo, a expressao de
Cav-2 em carcinoma de células renais (RCC), por meio de qRT-PCR, IC e WB.
A mesma apresentou-se aumentada no RCC quando comparada ao tecido renal
normal. Ainda, o silenciamento da Cav-2 promoveu inibigdo da proliferacao,
migracao e invasao, inibindo também a expressdo de EGFR, PI3K e AKT, e
sugerindo a Cav-2 como promotora do crescimento tumoral de RCC associada

a esta via de sinalizagao (LIU et al, 2018)

O papel da Cav-2 na tumorigénese do CEB ainda n&o foi relatado na

literatura até o momento, constituindo um dos objetivos do presente estudo.

2.3 DEPLECAO DE COLESTEROL

O colesterol esta presente nas células animais, sendo imprescindivel para a
viabilidade e desenvolvimento das mesmas (GARCIA et al, 2019). Assim como
a Cav-1, o colesterol é essencial para a formacgao da cavéola, sendo responsavel
por manter a estabilidade e arquitetura da membrana. (BADANA et al, 2016).
Sua concentracao esta intimamente ligada a quantidade de cavéolas na célula e
a forma invaginada das mesmas, além de participar da regulacéo da expressao
da Cav-1 em células estromais. A presencga de colesterol e de esfingolipidios
promove ainda a cavéola insolubilidade em detergentes anidnicos, como o Triton
X-100, sendo essa propriedade util na purificagdo e caracterizagdo destes
dominios. (MARTINEZ-OUTSCHOORN et al, 2015; SCHLORMANN et al, 2010;
LAURENTIIS et al, 2007).

Diversos estudos tém avaliado as consequéncias da modulagéo do colesterol

de membranas plasmaticas de células neoplasicas, uma vez que tais células tém
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apresentado uma maior concentragao deste nas balsas lipidicas. (LI et al, 2006;
BADANA et al, 2016; SARKAR et al, 2017). Dentre os agentes disruptores de
colesterol, encontram-se a nistatina, a filipina Ill e a MBCD. Esta ultima tem sido
aplicada na maioria dos estudos por sua alta sensibilidade em ligar-se ao
colesterol, sem interferéncia nos demais lipidios e componentes da MP.
(GARCIA et al, 2019; LEE et al, 2018)

Sohn e colaboradores (2018) avaliaram os efeitos da manipulagédo da
homeostase do complexo colesterol/Cav-1/cavéola em membranas plasmaticas
de células tronco da medula éssea. Dentre os testes aplicados, os autores
utilizaram a deplecao de colesterol com MBCD a 10mM, por 60 min. Segundo os
mesmos, o estudo evidenciou pioneiramente a direta e funcional ligagao entre a
Cav-1 e o colesterol em membranas plasmaticas em células tronco da medula
o0ssea humana, incluindo alteragdes na rigidez, fluidez e adeséo celulares. A
deplecgéo do colesterol, acarretou na redugao das expressdes génica e proteica
de Cav-1, do numero de cavéolas, nas taxas de adesdao ao colageno e
fibronectina, bem como na concentragdo de integrinas de superficie, e em

consequéncia, no aumento da fluidez da membrana.

Badana e colaboradores (2016) avaliaram o efeito da extragéo de colesterol
mediada por MBCD na proliferacao, adesao, invasao e angiogénese em células
de céncer de mama. Foram utilizados diferentes disruptores de colesterol
(MBCD, nistatina e filipina Ill), em diferentes concentragdes: 0.1,0.2, 0.3, 0.4, e
0.5 mM, por 01, 24 e 48 horas. Uma significante redugdo de colesterol foi
observada nas células submetidas a MBCD (0.05mM/48h). Esta também
promoveu significante inibigdo na proliferacdo, migracéo e adeséo celulares de
maneira dose e tempo-dependente.

Westermann e colaboradores (2005), analisaram o efeito da deplegcédo de
colesterol na estrutura caveolar e na distribuicdo de Cav-1 na membrana
plasmatica. Os autores utilizaram fibroblastos murinos 3T3-L1, por apresentarem
alta concentragdo de cavéolas. As amostras foram submetidas a MBCD na
concentracdo de 15mM. Com a redugado do colesterol pela MBCD, a cavéola
adquiriu formato plano, com dispersao da distribuicdo de Cav-1, demonstrando

a importancia do mesmo para a estrutura caveolar.
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Onodera e colaboradores (2013) avaliam o potencial da MBCD como droga
anti-tumoral. Foram utilizadas, para tanto, linhagens celulares de CEB (KB),
melanoma (lhara) e colangiocarcinoma (M213). Na concentragao de 20mM, em
tratamento por duas horas, observou-se atividade citotdxica intensa da MBCD
nas trés linhagens celulares. Os autores sugerem que a MBCD é capaz de induzir
apoptose mitocOndria-dependente por meio da deplecdo de colesterol das
balsas lipidicas de células neoplasicas, agindo como potencial droga anti-

tumoral, incluindo células de CEB.

Segundo SARKAR e colaboradores (2017), a modulagdo do colesterol
mostra-se uma ferramenta importante no estudo dos papéis das proteinas
presentes na MP, especificamente nas balsas lipidicas, justificando desta forma
a importamcia da analise do efeito da deplecdo do colesterol no comportamento
celular e na expressao das caveolinas em celular de CEB, e sua possivel relacédo

com o fendbmeno de TEM.

2.4 TRANSICAO EPITELIO-MESENQUIMAL E CAVEOLINAS

A TEM corresponde a um processo gradual, por meio do qual as células
epiteliais transformam-se em células mesenquimais, perdendo suas

caracteristicas e funcionalidade originais (STONE et al, 2016).

Por meio deste, as células epiteliais sdo submetidas a diversos processos
bioquimicos, assumindo o fendtipo de células mesenquimais, tais como perda
da polaridade, ganho de motilidade, com capacidade de invasdo e migragao,
resisténcia a apoptose, aumento da produgdao de componentes da matriz
extracelular (MEC), além de assumir caracteristicas de células-tronco (OH et al,
2019;LI e LI, 2015; KALLURI e WEINBERG, 2009).

A TEM é um processo biolégico fundamental para o desenvolvimento de
diversos tecidos e 6rgaos, assim como seu processo reverso conhecido com
transicdo mesenquimal-epitelial (TME) (HAN et al, 2004; NAKATANI et al, 2005;
MASEULLI et al., 2012). Os diversos ciclos de TEM e TME sao fundamentais
para a diferenciacdo final das células especializadas e conformacéao

tridimensional da estrutura interna dos 6rgaos (HAN et al, 2004).
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Pode ser classificada em trés tipos. Além de seu importante papel na
embriogénese (TEM tipo I), tem sua participagéo reconhecida nos processos de
cicatrizagao, regeneracao tecidual e fibrose de 6rgaos (TEM tipo Il) e progresséo
tumoral maligna (TEM tipo Ill) (HAN et al, 2004; NAKATANI et al, 2005;
MASOOQD et al, 2013; VERED et al, 2015).

Os eventos da TEM tipo | ocorrem primariamente durante a implantacao
embrionaria, iniciacdo da formagao placentaria, gastrulagcido e a formagéao da
crista neural. Previamente a implantagdo, a TEM ocorre durante a formacao do
endoderma parietal. Durante a gastrulagdo, uma série de células € originada, tais
como células musculares, 6sseas, e do tecido conjuntivo, culminando em um
evento mais tardio de TEM com a delaminacéo da crista neural e formacao do
tubo neural. Este ultimo evento, por sua vez, origina células gliais e neuronais,
além de células do tecido glandular adrenal, células epidérmicas pigmentares e
dos tecidos conjuntivo e esquelético (MASEULLI et al, 2012; MASOOQOD et al,
2013; VERED et al, 2015; JAAFARI-ASHKAVANDI e ASLANI et al, 2017,
MARTIN et al , 2016). Em se tratando da cavidade bucal, a TEM tipo | participa
também do processo de formacgao do palato e labio, com a fusdo de camadas
epiteliais, perda de adesdo celular, colapso da lamina basal e aumento da
mobilidade. (KANG et al, 2005)

O processo de TEM é também fundamental para o reparo e cicatrizacdo
tecidual, uma vez que durante o0 mecanismo de re-epitelizacdo ha necessidade
de migracao dos queratindcitos, caracterizando a TEM do tipo II. Tal migragéo é
possibilitada por meio da perda de aderéncia celular dos mesmos, com
alteragdes nos complexos juncionais, redugao do numero de desmossomos e
juncdes aderentes, ruptura de ligamentos intermediarios e reorganizagao
citoesquelética. (STONE et al, 2016)

Thiery e colaboradores (2009) descrevem que tais queratinécitos adquirem
por meio da TEM tipo Il um fendtipo intermediario conhecido com estado
“metaestavel’, no qual sua migragao néo se da de forma celular individual, e sim,
em um movimento conjunto no qual as jungdes celulares se encontram num
estado diminuido, mantendo um contato celular relaxado durante a migracgéao.

Além de sua participacdo no processo de cicatrizagao tecidual em resposta a
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uma injuria, a TEM tipo Il atua também no reparo da superficie epitelial ovariana

a cada ciclo menstrual durante a cicatrizacado pos-ovulacéao.

A TEM tipo Ill ocorre associada ao crescimento e progressao tumoral, os
quais caracterizam-se pela conversdo das células neoplasicas malignas em
células com perfil mesenquimal e capacidade de invasao acentuada. As
alteragcdes genbmicas sofridas por tais células facilitam a indugédo da TEM,
promovendo a motilidade celular e disseminagao sanguinea e linfatica das
mesmas para sitios distantes, caracterizando o processo de metastase
(KALLURI e WEINBERG, 2009; RADISKY et al, 2008; DONGRE e WEINBERG,
2019).

Diversas sao as fungdes exercidas pela TEM tipo Il na tumorigénese. Desde
sua origem, por meio de células-tronco tumorais; manutengdo, por meio de
mecanismos de resisténcia terapéutica; e expansao promovida por angiogénese
e metastase. (NANTAJIT v, 2015; DONGRE e WEINBERG, 2019)

Durante o processo de TEM, marcadores mesenquimais sS40 expressos em
maior numero, concomitantemente com a diminuicdo de expressao de
marcadores epiteliais. O acumulo de N-caderina e a degradagao de E-caderina
constituem, assim, caracteristicas marcantes da TEM (NANTAJIT, 2015) e
representam o fendmeno de cadherin switching (KRISANAPRAKORNKIT e
IAMAROON, 2012).

A TEM pode ser induzida pela exposigéo a algumas citocinas, tais como TGF-
B1 ou pela expressao exdgena de diversos fatores de transcri¢cao, tais como os
das familias SNAIL e TWIST (RADISKY et al, 2008; DERYNCK et al, 2014).
Outros marcadores vém sendo estudados recentemente no processo de
elucidacdo da participagcdo da TEM na carcinogénese, inclusive do CEB, e
desenvolvimento de metastase tumoral, tais como Vimentina, B-catenina, Slug
(ALOCQUE et al, 2009; JUNG et al, 2015; DA SILVA et al, 2015, NANTAJIT et
al, 2015).

Considerando-se ainda o envolvimento das caveolinas no processo de TEM,
poucos sao os estudos em CEB. Todavia diversos estudos vém avaliando a
expressao das caveolinas e seu envolvimento na TEM em outras neoplasias
(HOLLESTELLE et al, 2013; YAMAZAKI et al, 2013; ZHU et al, 2017; KAMIBEPPU
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et al, 2018)

2.4.1. Caveolinas e TEM no cancer

Em estudo de carcinoma de células renais, Yamasaki e colaboradores (2013),
observaram que a regulagédo negativa de miR-128 contribui com a promog¢ao de
invasdo tumoral e metastase por meio da regulagdo positiva de genes
relacionados a TEM. Os autores analisaram a influéncia deste miRNA na
expressdo de CAV2, cujo silenciamento génico promoveu a inibicdo da
proliferagdo, migragao e invaséo celular em ensaio XTT, cicatrizagdo e Matrigel.

Segundo Hollestelle e colaboradores (2013), a Cav-1 corresponde a um
promissor marcador para a TEM. Em linhagens celulares de cancer de mama, a
Cav-1 identificou um subconjunto de cancer de mama basal, particularmente de
patologia metaplastica, sendo que apenas 50% destes apresentaram diminuigao
na expressdo de E-cad, demonstrando assim o excelente potencial da Cav-1

como marcador do processo de TEM.

Zhu e colaboradores (2017) avaliaram a relagéo entre a Cav-1 e NDRG1 e
seus papeéis na progressdo do carcinoma colorretal (CCR). De acordo com os
autores, a NDRG1 interage com a Cav-1 e reduz sua expressao, promovendo sua
ubiquitinacado e subsequente degradagao via proteassoma nas células de CCR.
Soma-se ainda, a acdo mediadora da Cav-1 na funcio supressiva da NDRG1 na
TEM, migracéo e invasdo celulares in vitro, bem como metastase in vivo. A
modulagcdo de Cav-1 e NDRG1, tanto expressdao quanto silenciamento,
influenciaram a regulagédo da expressao de marcadores da TEM (ZEB1, TWIST1,

snail, slug).

Kamibeppu e colaboradores, 2018 demonstraram que a supressao de Cav-1
e Cav-2 em cancer de prostata promove diminuigdo na migragao e expressao de
vimentina, sugerindo a participagao celular no processo de TME, processo de

fendtipo contrario a TEM.

A correlagao entre a expresséo do Fator Kruppel-like 4 (KLF4) e seus efeitos
reguladores na expressdo e fungdo da Cav-1 no carcinoma pancreatico foi
avaliada por Zhu e colaboradores em 2018. O silenciamento da expressao de

KLF4 promoveu a TEM e a proliferacao celular, bem como metastase in vitro e in
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vivo. Uma correlagdo negativa entre o KLF4 e a Cav-1 foi observada na IC.
Elevados niveis de Cav-1 foram associados pelos autores a pobre diferenciagao
tumoral, estagio avancado da doenca e metastase. Sendo assim, uma nova via
de sinalizacdo da TEM e metastase foi identificada, sugerindo uma nova
abordagem terapéutica.

Além de sua importancia na identificacdo de possiveis biomarcadores de
prognéstico de agressividade tumoral e resisténcia terapéutica a agentes quimio
e radioterapicos, a elucidagao da participagdo da TEM na tumorigénese pode vir
a destacar novas estratégias terapéuticas de melhoramento na agao de agentes
antineoplasicos convencionais. (FINDLAY et al, 2014; DONGRE e WEINBER,
2019)

Biomarcadores da TEM no CEB vém sendo estudados no intuito de identificar
pacientes que possam ser beneficiados com terapias inovadoras, evitando-se
assim tratamentos mais agressivos e possibilitando melhor qualidade de vida
aos mesmos. (JUNG et al, 2015; CHAW et al, 2012, ZHOU et al, 2014)

Zhou e colaboradores (2014) analisaram o envolvimento do processo de TEM
e CAFs no carcinoma epidermoéide de lingua (CEBL). Os autores utilizaram
linhagens celulares SCC9, além de tumores ressecados de 16 pacientes. Em co-
cultura de CAFs e SCC9, houve inducdo de TEM nas células de CEB, com
regulagéo positiva de vimentina e fibronectina, e redugéo na regulagéo de E-cad,
além do aumento da capacidade de proliferacéo e invasao celular de SCC9, fatos
estes que, segundo os autores, devem ser considerados no tratamento de
pacientes com CEBL com relagdo a participagao na progressao maligna dos

mesmos..

Em 2015, Jiao e colaboradores avaliaram os efeitos e papéis do Fator de
Crescimento de Fibroblastos e seu Receptor (FGF1 e FGFR 1) na metastase de
CEBL, bem como o envolvimento da TEM na progressao tumoral. Os autores
observaram que a expressao ectopica de FGFR1 em CEBL e alta expressao de
FGFR1 foram associadas a pobre diferenciacdo e desenvolvimento de
metastase, além do aumento da capacidade metastatica das células
neoplasicas, através da modulacdo da TEM. Foram realizadas analises por WB
e gRT-PCR em linhagem de células de CEBL Cal27, além de silenciamento

génico por RNA interferéncia (siRNA). Na auséncia do FGF1, a E-cad teve sua
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expressdo aumentada, obtendo-se efeito contrario no momento da sua adigéo,
onde ocorreu severa diminuicdo de E-cad e consequente aumento na expressao

de vimentina e N-cad.

De modo a analisar o papel da Cav-1 no desenvolvimento metastatico em
CECP, incluindo o CEB, Jung e colaboradores (2015) investigaram mecanismos
moleculares em diversas linhagens celulares (SCC9 inclusive). Os autores
demonstraram que baixos niveis de Cav-1 foram expressos em tumores
primarios de pacientes com alto risco de metastase. A regulagdo negativa e até
mesmo a nao-expressao de Cav-1 foram associadas a pobres prognosticos. Os
autores associaram a TEM a auséncia de Cav-1, o que possibilitou o aumento
na motilidade, migragédo e invasao celulares. Tal indugdao da TEM, seguida da
reducdo na expressao de Cav-1 foi sugerida no presente estudo como
consequéncia a liberacdo de TGF( e/ou as vias de sinalizacdo das ERK1/2,

consideradas as principais indutoras deste processo de transicéo celular.

da Silva e colaboradores (2015) investigaram a relagao entre a expresséao de
marcadores da TEM, caracteristicas clinicopatolégicas e probabilidade de
sobrevivéncia em pacientes com tumores primarios unicos e multiplos de CEB.
O potencial do processo de TEM foi destacado como possivel marcador para a
progressdo de CEB com multiplos tumores. As regulagbes negativas de E-
caderina, B-catetina e APC na membrana e positiva de vimentina foram
significativamente associadas a presengca de tumores primarios multiplos,
quando comparadas a tumores primarios unicos A expressao E-caderina, por
exemplo, foi citada pelos autores como auxiliar na predigdo progndéstica, além de

participar no planejamento de cirurgias extensas.

Vered e colaboradores (2015) investigaram a associagédo entre a expressao
de Cav-1 em carcinoma epidermdide de lingua, dados clinicos e a possibilidade
de acumulo in vitro desta no microambiente tumoral (MAT). De acordo com o0s
autores, uma das vias de acumulo da Cav-1 no MAT €& a secrecao destas por
exossomos e sua fagocitose por células em processo de TEM, por CAF’s ou
outros tipos celulares. A expressao da CAv-1 foi observada em maior
concentracdo no MAT quando comparada a expressdo nas células tumorais,

sendo sugeridos novos estudos sobreo papel da Cav-1 no processo de TEM.
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Considerando-se o carater agressivo do carcinoma epidermoide de boca em
seus estagios avancados esta comumente associado ao tratamento por
ressecgao mutiladora. A detecgao da doenga em seus estagios iniciais, promove
ao paciente aumento nas chances de cura, minimiza a necessidade de
tratamentos radicais e traumaticos, otimizando a reinsercdo do paciente a sua
rotina. Sendo assim, a possibilidade de identificacdo de novos fatores de
prognostico proposta pelo presente trabalho torna-se urgente para a oferta de
tratamentos inovadores e mais conservadores, com consequente enriquecimento

da qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares.
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3 PROPOSICAO

3.10BJETIVO GERAL
O presente trabalho visa avaliar a participagdo das caveolinas em linhagem
celular de CEB (SCC-9) submetida a deplegao de colesterol.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a expressao génica e proteica e imunolocalizagdo das
caveolinas (Cav-1, -2 e -3) na linhagem SCC-9 por gRT-PCR, western blotting e
imunofluorescéncia, respectivamente;

b) Avaliar a expressao génica e proteica e imunolocalizagdo das
caveolinas (Cav-1, -2 e -3) na linhagem SCC-9 apo6s a deplecao do colesterol
utiizando a metil-beta-ciclodextrina por qRT-PCR, western blotting e
imunofluorescéncia, respectivamente

c) Avaliar os parametros celulares de morfologia, capacidade de
formacédo de colbnias, proliferacdo e apoptose antes e apdés a deplecdo do

colesterol, utilizando a metil-beta-ciclodextrina na linhagem SCC-9.
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTIVO CELULAR

A linhagem celular de CEB (SCC9) foi cultivada em frascos plasticos de
25 ou 75cm? (NUNC, Dinamarca) em meio de cultura DMEN/F12 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB,
Invitrogen), 400 ng/ml de hidrocortisona (succinato sédico de hidrocortisona —
Eurofarma, Brasil) e solugdo antimicética e antibidtica 1% (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA). As células foram cultivadas a 37°C em atmosfera contendo 5%
de CO:2 e 95% de umidade até que atingissem uma confluéncia de 60-70%. O
crescimento celular foi monitorado diariamente e o meio de cultura trocado a

cada dois ou trés dias, de acordo com o metabolismo celular.

4.2 DEPLECAO DE COLESTEROL POR METIL-B-CICLODEXTRINA (MBCD)

A MBCD é um composto quimico que nao penetra na célula, mas liga-se
ao colesterol e o remove da membrana celular, rompendo as balsas lipidicas e
cavéolas. A linhagem celular SCC9 foi plagueada em placas de 150 mm (2x10°
céls/placa) e a deplegao de colesterol realizada tratando as células em diferentes
concentragdes (5mM; 7,5mM, 10mM e 15mM) de MBCD (C4555, Sigma-Aldrich)
por 1 hora a 37°C, seguida de lavagem e, posteriormente, a amostra preparada

para os ensaios. Foram realizadas duas condigbes experimentais:

(N Meio MBCD (utilizado para a deplegao do colesterol): DMEM sem soro
fetal bovino e sem bicarbonato de sddio + 20 mM HEPES, solucao a
2% de MBCD, pH 7,4 (sonicagdo necessaria para completa
solubilizag&o);

(1)} Meio veiculo MBCD (utilizado como controle negativo): DMEM sem

soro fetal bovino e sem bicarbonato de sddio + 20 mM HEPES, pH 7,4.

Ap0s o tratamento, foram avaliados os parametros celulares (morfologia,
formagdo de coldnia, proliferacdo e viabilidade celular, e apoptose) e a

expressao génica, proteica e imunolocalizagcéo das caveolinas.
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4.3 ENSAIO DE FORMAGCAO DE COLONIA

As células foram semeadas em 4 diferentes placas P60 (1 x 10° células)
e, apos 24h, depletadas com concentragdes crescentes de MBCD (5, 7.5, 10 e
15 mM). Apds 24h da deplegdo, o volume total da populagdo de células
flutuantes foi dividida em 3 partes e colocado em 3 pogos de placas P6. A
populagdo de células aderidas foi tripsinizada, contada e plaqueada (100
células/pogo), em triplicata. Apds 17 dias em cultura, cada pogo foi incubado com
a solugdo 1:1 de cristal violeta 0,5% (1.159.40.0025, Certistain®, Merck) e
glutaraldeido 6% (383, Vetec) por 30 min sob agitacdo em temperatura ambiente.
Em seguida, as placas foram cuidadosamente submergidas em um bécker com
agua, para remocado do excesso do corante e secagem em temperatura
ambiente. A analise e a captura da imagem foram realizadas em microscopio
optico invertido (Observer D1, Zeiss). Colénias medindo ao menos 2mm de
didmetro foram contadas visualmente, utilizando-se o software de acesso livre
ImageJ® (NIH, EUA), conforme metodologia de Rodrigues e colaboradores
(2018).

4.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULAR

4.4.1 Curva de proliferagao

Foi realizado plagueamento de 5x103 células em 1 ml de meio DMEM/F12
contendo 10% de FBS em cada poco de placas para cultivo celular de 24 pogos
(Nunc). Apés 16 horas, os pogos foram lavados com PBS, o meio trocado por
DMEM/F12 livre de FBS e as células submetidas ao ensaio de deplecdo. Para
estimular o crescimento celular, ao término deste ensaio, foi novamente
colocado o meio DMEM/F-12 contendo 10% de FBS. Nos periodos de 24, 48, 72
e 96, apo6s a adicao do meio com FBS, as células de trés pocos de cada placa
foram lavadas com PBS e incubadas com 0,3 ml de tripsina a 37°C, até que
todas estivessem completamente separadas do fundo da placa. A tripsina foi
inativada com 1 ml de meio DMEM/F12 com 10% de FBS e aliquotas de 100 pl
foram utilizadas para contagem. Todas as contagens foram feitas em triplicata

utilizando-se camara de Neubauer e os experimentos repetidos trés vezes. Apos
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obtencdo dos valores médios de cada periodo, foram construidas curvas de

proliferacao.

4.4.2 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio de redugédo de MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-
difeniltetrazolio, Sigma-Aldrich) foi aplicado para mediar a viabilidade celular
apos o tratamento com diferentes concentragdes de MBCD por 1h, determinando
os efeitos causados pela atividade da enzima desidrogenase mitocondrial nas
células utilizadas no estudo. Para isto, foram semeadas 3x10* células em estufa
a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2, em estagio de semiconfluéncia por
poco em 1,0 mL de DMEN adicionado de 10% SFB. Apds incubagao de 48h, as
células foram expostas a MBCD, nas diferentes concentragdes, por 1h. O meio
foi entdo removido e as células expostas a uma solugédo de 0,5mg de MTT/mL
de DMEN F12 sem SFB, por 4h a 37°C. Foi realizada a remocao desta solugcao
e a extragdo do pigmento insoluvel reduzido intracelularmente com 1 mL de
etanol/pogo, sob agitagao suave por 10 min em mesa agitadora. Em seguida, a
leitura da solugdo extraida dos pocgos foi feita em espectrofotbmetro, no
comprimento de onda de 570 nm. As células submetidas a diferentes
concentragdes do MBCD foram entdo ranqueadas de acordo com a porcentagem
de fungdo mitocondrial, considerando-se o grupo controle n&o tratado como
100%. Quanto maior a fungcdo mitocondrial, maior a viabilidade celular e menor

a citotoxicidade.

4.5 ENSAIO DE APOPTOSE

A linhagem celular SCC-9 foi mantida em cultura até uma confluéncia de
50-60%. Em seguida, o grupo tratado recebeu meio de cultura DMENF12
associado a MBCD por 1h e o grupo néao tratado foi incubado somente com meio
de cultura contendo o veiculo de diluicdo do MBCD. O grupo controle (linhagem
SCC9 parental) ndo recebeu tratamento. O ensaio de apoptose foi realizado
utilizando-se o Single Channel Annexin V/ Dead Cell Apoptosis Kit (Invitrogen),
de acordo com as instrugcdes do fabricante. As células foram tripsinizadas,

lavadas em PBS e ressuspendidas em um tampao de ligagao contendo Anexina



37

V-FITC (1:500) e DAPI (1pg/ml) (SIGMA). O indice de apoptose foi determinado
em citbmetro de fluxo (BD Bioscience) e analisado com o software FACS Diva
versao 6.1.1 (BD Bioscience). Dez mil eventos foram analisados para cada

amostra.

4.6 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.6.1 Extracao de RNA

O experimento de expressdo génica foi realizado na linhagem celular
SCC-9 nao-tratada e tratada por MBCD nas concentracées de 5mM, 7,5mM,
10mM e 15mM. O RNA total das linhagens celulares foi isolado utilizando o
PureLink™ RNA Mini Kit (Applied Biosystems). A pureza do RNA extraido foi
verificada por meio de leitura em espectrofotdbmetro NanoDrop™ através da

analise das razoes A2e60/280 € A260/230.

4.6.2 Ensaio TagMan RT-qPCR

A transcricdo reversa foi realizada através da SuperScript™ VILO™
transcriptase reversa (11755500, Invitrogen™). Em seguida, foi realizado
tratamento com DNase | (18068015, Invitrogen™) e RNaseOUT Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (10777019, Invitrogen™). Os produtos da transcrigdo
reversa serviram de molde para a amplificagao pelo ensaio de expresséo génica
TagMan PCR, gerando dados quantitativos, para determinar as diferengas de
expressao para os genes propostos no estudo (CAV1, assay Hs00971716_m1;
CAV2, assay Hs00184597_m1; CAV3, assay Hs00154292 _m1) nas linhagens
celulares. O gene constitutivo 78S rRNA (assay Hs03003631_g1) foi utilizado
para controle de normalizacido de massa. O protocolo experimental TagMan®
Array Standard, 96-well Plate (Applied Byosistems) foi realizado em
termociclador ABI PRISM 7500. As reacdes foram realizadas a um volume final
de 20 pl reaction contendo uma mistura contendo 10 yl de TagMan Universal
PCR Master Mix (4440038, Applied Biosystems), 100ng de cDNA em agua livre

DNAse para completar o volume de 10uL. As condi¢des de termociclagem foram
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2 minutos iniciais a 50C e 10 minutos a 95T, seguida de 40 ciclos de
denaturagao a 95C por 15 segundos e associagao/extensao a 60 ‘C por 1 min. A
expressao génica relativa foi analisada. Todas as reagdes foram preparadas em
duplicata e em condigbes de ciclagem especificas para cada gene, sendo a curva
de dissociagao analisada para assegurar a especificidade da reagao. A analise
dos dados foi realizada através de quantificacdo da expressao relativa pelo
Método do Ct comparativo (2-24¢). Os dados foram apresentados por média e
Desvio Padrédo (DP). Todas as reagdes de qRT-PCR foram realizadas no
Laboratdrio de Patologia Molecular da FOUSP.

4.7 ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA

A expressao das proteinas Cav-1, Cav-2 e Cav-3 foi analisada por meio
dos ensaios de Western-blotting e por imunofluorescéncia, utilizando-se
anticorpos especificos para cada proteina citada na linhagem SCC-9 nao-tratada

e tratada por MBCD na concentragao 6tima por 1h.

4.7.1 Extragcao de proteinas e western blotting

O experimento quantitativo de expressao proteica foi realizado na
linhagem SCC-9 nao-tratada e tratada por MBCD na concentragao 6tima por 1h.
Os pellets de células para a extracdo proteica foram obtidos por meio de
tripsinizagdo celular. As proteinas foram extraidas em um tampao de lise
contendo 10% de sacarose, 1% de Triton-X, 20 mM de Tris pH 8,0, 137 mM de
NaCl, 10% de glicerol, 2 mM de EDTA, 1 mM de NaF e inibidores de proteases
(P8340, Sigma-Aldrich). Todos os extratos protéicos foram imediatamente
congelados em gelo seco e transferidos para freezer -80 °C. A quantidade de
proteina total dos extratos protéicos foi determinada pelo kit de quantificacéo
proteica BCA (BCA Protein Assay Kit, 23225, Pierce Biotechnology, Rockford,

IL, USA) em comprimento de onda de 562 nm.

Trinta microgramas de proteinas de cada extrato celular foram misturadas

com um tampao de amostra redutor 4x concentrado (2% de SDS, 125 mM de
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Tris-HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,001 % de azul de bromofenol, 2% de R-
mercaptoetanol), aquecidas a 95°C por 5 minutos e separadas
eletroforeticamente em géis de poliacrilamida-SDS . Em seguida, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Invitrogen), bloqueadas por
1 hora a 4°C em uma solugéo contendo 10% leite em p6 desnatado dissolvido
em tampéao contendo 20 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de NaCl e 0,1 % de
Tween 20 (TBST). As membranas foram incubadas por 16 horas a 4°C com os
anticorpos primarios anti-Cav-1 com diluigdo de 1:1500 (3238, Cell Signaling :
Danvers, Massachusetts, EUA), anti-B-Actina clone AC-74 com diluicdo 1:5000
(A2228, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA); anti-Cav-2 na diluicdo de
1:1000 (AF5788, ReD Systems, Minneapolis, MN, EUA) e anti-Cav-3 (AB2912,
1:1000, Abcam, Cambridge, UK). Apds incubacédo overnight, as membranas
foram lavadas trés vezes por 15 minutos com TBST 1x. Posteriormente foram
incubadas em anticorpos secundarios anti-mouse (B-actina), anti-rabbit (Cav-1 e
-3), anti-goat (Cav-2), conjugados com peroxidase (HRP) e diluidos a 1:2000,
1:3000 e 1:1000 respectivamente, em uma solugdo contendo 5% de leite em
tampéao contendo 20 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de NaCl e 0,1 % de Tween
20 (TBST), por 1 hora a temperatura ambiente. As membranas foram reveladas
através de quimioluminescéncia, utilizando-se o kit de deteccdo ECL -
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) e o sistema de imagens ImageQuant LAS 500

(GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, Reino Unido).

4.7.2 Imunofluorescéncia

Para a realizagao da reacao de imunofluorescéncia, a linhagem SCC-9 foi
plagueada em lamina de cultura celular (Lab Tek, Nunc, Naperville, IL, EUA) e
mantidas a 37°C por 72 horas. Em seguida, um grupo das células foi tratado por
MBCD na concentragdo 6tima por 1h previamente a fixagao, e o grupo controle
nédo recebeu o tratamento. As células foram lavadas com PBS e fixadas com
etanol a 70% por 15 min. Apds bloqueio com 3% BSA em PBS por 1 h para
prevenir ligagcdes inespecificas, as células foram incubadas com os anticorpos

primarios anti-Cav-1 com diluicdo de 1:200 (3238, Cell Signaling), anti-Cav-2
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com diluicdo 1:50 (AF5788, ReD Systems) e anti-Cav-3 (AB2912, Abcam) a 4°C
por 24h, lavadas em PBS e incubadas novamente em camara umida com
anticorpo secundario conjugado com o fluoréforo Alexa Fluor® 488 (Invitrogen)
por 1 h. As laminas foram montadas em meio Vectashield-DAPI (Vectorlabs,
Peterborough, UK). O material foi protegido da luz at¢é o momento da
visualizacdo em microscopio invertido de fase. A documentacgao foi realizada por
captura fotografica das imagens em camera acoplada a microscopio. A
expressao proteica foi avaliada quanto a presenca, ao compartimento celular e
ao padrao de marcacéo.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados através do programa GraphPad
Prism 8.1.1 (GraphPad software Inc., San Diego, California, E.UA.). Utilizou-se,
para tanto, o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de
Dunn para analise de proliferacéo, e analise da expressao proteica. O teste One
way Anova foi utilizado ensaio de apoptose (pos teste de Tukey) e na analise de
expressao génica, sendo o teste de Wilcoxon executado na analise de
associacao entre a expressao de CAV1 e CAV2. A correlacéo foi testada por
Spearman, com significancia estatistica considerada em valores de p<0,05 para

todas as analises.
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5 RESULTADOS

5.1 MORFOLOGIA CELULAR

As células de linhagem SCC9 foram submetidas a deplecao de colesterol
com tratamento com metil-beta-ciclodextrina (MBCD) a 5mM, 7.5mM, 10mM e
15mM. A amostra parental exibiu fenétipo mais proximo do epitelial, com células
de aspecto poliédrico, presenca de adesdo célula-célula e discretos
pleomorfismos celular e nuclear, além de raras células de formato arredondado

sem adeséo a placa, consideradas sobrenadantes (floating cells). (Figura 1)

Uma vez tratadas, parte das células passou a exibir um formato fusiforme,
semelhante a fibroblastos, com aumento do pleomorfismo celular e nuclear
proporcional ao da concentragdo de MBCD (Figuras 2A — 5mM, 2B — 7,5mM, 2C
—10mM, 2D — 15mM), considerada perfil TEM. Prolongamentos citoplasmaticos
foram também observados, conferindo a algumas células um aspecto ameboide,
nas amostras tratadas com MBCD a 10mM e 15 mM, inclusive com predominio
das células sobrenadantes (asteriscos) e ameboides (setas) nesta ultima
concentragdo. A Figura 2 (A a D) exemplifica SCC9 nas concentragbes

progressivas de MBCD em 24 horas pés-tratamento.

Nas amostras com 96h pds-deplecdo, observou-se que a células
passaram a exibir novamente o aspecto poliédrico, com fendtipo tipicamente
epitelial, aderidas a placa, com proporg¢ao inversa a concentracao de MBCD,
considerada perfil TME. Nas amostras com maiores concentracées de MBCD é
possivel ainda a visualizacdo de um maior numero de células com aspecto
mesenquimal e a presencga de células com forma ameboide (asteriscos), com
aglomerados mais espagados de células com aspecto epitelial (seta). (Figura 3
A-D)
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Figura 1 - Fotomicrografia da morfologia celular da linhagem SCC-9 parental apés 24h. Célula sobrenadante

em detalhe.
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Figura 2 - Fotomicrografia da morfologia celular da linhagem SCC-9 em diferentes concentragées apés 24h
de tratamento com o MBCD (A - 5mM, C - 7,5mM, D - 10mM e E - 15mM), onde se observa uma maior
pleomorfismo celular conforme maior a concentracdo de MBCD, se assemelhando um perfil mesenquimal.

Em destaque células ameboides (setas) e células sobrenadantes (asteriscos).

Figura 3 - Fotomicrografia da morfologia celular da linhagem SCC-9 em diferentes concentragdes apds 96h
de tratamento com o MBCD (A - 5mM, B - 7,5mM, C - 10mM e D - 15mM), onde se observa retorno das

células a um formato poliédrico, com perfil epitelial.
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5.2 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIA

Apods deplecao de colesterol, observou-se que as linhagens celulares do
sobrenadante aumentaram em fung¢do do aumento da concentracido do MBCD,
e se assemelhavam a células flutuantes (floating cells). No entanto, ao serem
replaqueadas, parte destas células do sobrenadante voltou a se aderir a garrafa
de cultivo e retomaram sua atividade metabdlica de forma semelhante aquelas
que nao se desprenderam no poés-deplecdo. Foram realizados, entdo, ensaios
complementares de formag&o de colénia com as células aderidas e com as
células do sobrenadante, uma vez observado tal comportamento das células em

cultura.

No ensaio de colénia, a linhagem SCC9 parental sem deplegao
demonstrou uma quantidade de formacao de colénia equivalente entre células
aderidas e células do sobrenadante, ambas, formando populacdo com
morfologia predominantemente epitelial (Figura 4). Apos deplegao com 5mM de
MBCD (Figura 5), as células do sobrenadante formaram muito mais colbnias
celulares com fendtipo mesenquimal (Figura 5 I, J e K) adjacente a populagéo
epitelial, em relagcédo as células aderidas (Figura 5 B-G). Em 7,5mM de MBCD
(Figura 6), notou-se aumento de formacdo de colbnias das células do
sobrenadante (Figura 6E), em relagdao a 5mM de MBCD, bem como exuberante
populagcdo de fendtipo mesenquimal (Figura 6F), na qual se notou foco de
diferenciacado epitelial emergindo do epicentro da populagdo de células
mesenquimais, sugerindo assim uma reversao de fen6tipo mesenquimal-epitelial

(transicdo mesénquimo-epitelial).

Ja na deplecdo em 15mM de MBCD (Figura 7), notou-se que as células
do sobrenadante formaram maior quantidade de colénias (Figura 5B) do que as
células aderidas (Figura 7A). As células do sobrenadante assumiram um fenétipo
misto mesenquimal e epitelial. O retorno ao fenodtipo epitelial foi mais rapido
nessa ultima concentracdo de MBCD. Esses achados foram dependentes da
concentragao de MBCD.

A contagem de colbnias no grupo de células aderidas apresentou

diminuicdo do numero de unidades formadoras de colbnia com o aumento da
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concentragao de MBCD (Média Relativa: SCC9= 32,67 / Desvio Padrédo= 3,51; 5
mM= 26,67/ DP=2,31; 7,5 mM= 24,67 / 4,93; 10 mM= 21,33/ 1,52 e 15 mM= 15
| DP=5,29), todavia sem diferenga estatisticamente significante (p= 0.4060). Ja
no grupo de ceélulas do sobrenadante, houve aumento do numero de colbnias
diretamente proporcional a concentracdo de MBCD (MR: SCC9= 27,67 / DP=
1,52; 5 mM= 19 / DP= 3,60; 7,5 mM= 22,33 / DP= 8,62; 10 mM= 25/ DP= 10,44
e 15 mM= 29,67 / DP= 5,68), com auséncia de significancia estatistica (p=
0.4060). Submetendo-se os resultados a analise de variancia One Way ANOVA,
nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante entre os grupos de

células aderidas e os grupos de células do sobrenadante (p= 0.6427).

CONTAGEM DE COLONIAS
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Grafico 1. Andlise de variancia One Way ANOVA da quantificacdo do nimero de coldnias existentes.
Linhagem SCC9 parental e submetidas ao tratamento com MBCD nas diversas concentragdes nos
grupos de células aderidas e sobrenadantes. p= 0.6427.
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SCC9 Parental (100 células/po¢o)

Figura 4 - Ensaio de unidades formadoras de colénias (UFC) da linhagem SCC9 parental. (A) Imagens e
fotomicrografias representativas das coldnias formadas pelas células plaqueadas na densidade de 100
células/pogo, obtidas a partir das células aderidas (A-G) e das células coletadas do sobrenadante (H-K).
Vista macroscopica da formagéo de UFC mostrando que as células aderidas (A) formaram colénias UFC
igualmente as do sobrenadante (H). Fotomicrografias revelam agregados de morfologia epitelial (B, C,D e
E) e por vezes com pleomorfismo e células satélites (F e G). Fotomicrografia das células do sobrenadante
revelam a populagao de fendtipo epitelai predominante (1), com células arranjo mais frouxo (J) ou formando
lencol (K).
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Pés-Deplegado / 5mM (100 celulaslpogo)

Figura 5- Ensaio de unidades formadoras de colénias (UFC) da linhagem SCC9 submetida a deplecao de
colesterol a 5mM de MBCD. (A) Imagens e fotomicrografias representativas das coldnias formadas pelas
células plaqueadas na densidade de 100 células/pogo, obtidas a partir das células aderidas (A-G) e das
células coletadas do sobrenadante (H-K). Vista macroscdpica da formagédo de UFC mostrando que as
células aderidas (A) formaram mais coldnias UFC do que as do sobrenadante (H). Fotomicrografias revelam
agregados de morfologia epitelial (B, C, D e E) e por vezes com intenso pleomorfismo e até de formato
fusiforme (G). Fotomicrografia das células do sobrenadante revelam a populagéo de fenétipo mesenquimal
predominante (I, J e K) adjacente a colbnias epiteliais (I).
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Pdés-Deplecao / 7.5mM (100 células/pogo)

Figura 6- Ensaio de unidades formadoras de colénias (UFC) da linhagem SCC9 submetida a deplecao de
colesterol a 7,5mM de MBCD. (A) Imagens e fotomicrografias representativas das coldnias formadas pelas
células plaqueadas na densidade de 100 células/pogo, obtidas a partir das células aderidas (A-D) e das
células coletadas do sobrenadante (E-G). Vista macroscopica da formagdo de UFC mostrando que as
células aderidas (A) formaram mais coldénias UFC do que as do sobrenadante (E). Fotomicrografias revelam
agregados de morfologia epitelial (B, C e D) formando cordées que se anastomosam, entremeados por
células frouxamente arranjadas (B e C). Fotomicrografia das células do sobrenadante revelam a populagéo
de fendtipo mesenquimal exuberante (F), cujo epicentro emerge colbnia epitelial.
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Pé6s-Deplecao / 15mM (100 células/poco)
L] b
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Figura 7- Ensaio de unidades formadoras de colénias (UFC) da linhagem SCC9 submetida a deplecao de
colesterol a 15mM de MBCD. (A) Imagens e fotomicrografias representativas das colénias formadas pelas
células plagueadas na densidade de 100 células/poco, obtidas a partir das células aderidas (A) e das células
coletadas do sobrenadante (B-D). Vista macroscopica da formagado de UFC mostrando que as células
aderidas (A) formaram menos colénias UFC do que as do sobrenadante (B). Fotomicrografias revelam
agregados de morfologia mista epitelial e mesenquimal (C e D).
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5.3 TAXAS DE PROLIFERACAO E VIABILIDADE CELULARES

Avaliando as diferentes concentragdes com relacdo aos diferentes
tempos, em ambas as analises realizadas (contagem de células e MTT), a
amostra relativa a parental (controle), apresentou o maior aumento da
proliferacdo de forma linear nas analises realizadas através de MTT e um pico
de proliferagao no tempo de 72 h correspondente a cerca de 3 vezes mais que
no periodo inicial na analise feita por contagem de células (curva de
proliferagdo). Dentre as amostras tratadas, todas apresentaram proliferacéo
inferior aquela observada na amostra parental, sendo que a relativa a 5mM de
tratamento apresentou a maior proliferacdo e a relativa a 15mM apresentou a

menor. A analise estatistica apresentou diferenga significante com p= 0,0028.

Por meio do ensaio de MTT com MBCD, foi observada redugdo na
viabilidade celular, de forma dose dependente, nas células tratadas quando
compararadas as parentais. Ou seja, foi menor quanto maior a dose da
substancia administrada, em todos os tempos avaliados, 24 h, 48 h, 72 he 96 h

(Gréfico 2). Houve significancia estatistica, com p=0,0177.
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Gréfico 1: Curva de proliferacao por contagem de células (A). Analise estatistica One Way
ANOVA, p= 0,0028 (B).
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Grafico 2: Curva de ensaio de MTT (A). Analise estatistica One Way ANOVA, p= 0,0177 (B).

5.4 ENSAIO DE APOPTOSE

Os ensaios com Anexina V/FITC e DAPI foram utilizados para determinar
a porcentagem de células apdpticas em linhagem SCC9 submetida ao
tratamento com MBCD. Os mesmos foram realizados em duplicata e analisados
por citometria de fluxo, com resultados expressos em percentual, conforme
Quadro 1. Células coradas positivamente para Anexina V/FITC e negativas para
DAPI foram consideradas em apoptose em estagio precoce e apresentaram
valores percentuais médios de 17,05% (células parentais), 19,55% (5 mM)
17,43% (7,5 mM), 11,54% (10 mM) e 6,41% (15 mM). Todavia, avaliando-se as
células com coloragao positiva para Anexina V/FITC e DAPI, simultaneamente,
0 que sugere os eventos de necrose ou apoptose tardia, observou-se um
aumento dose dependente das taxas, com valores percentuais médios de 8,20%
(células parentais), 4,31% (5 mM) 7,86% (7,5 mM), 25,35% (10 mM) e 49% (15
mM). A necrose isolada (células positivas para DAPI e negativas para Anexina
V) foi observada em 0,43% das células parentais, 0,36%, 1,64%, 10,81% e
5,04%, respectivamente, nas células tratadas com MBCD nas diversas
concentragdes (5 mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM). A viabilidade celular mostrou-
se dependente da concentragdo de MBCD, diminuindo proporcionalmente com
0 aumento desta, exceto no grupo tratado com 5 mM, onde observou-se um
discreto aumento médio de 1,45% da viabilidade quando comparado ao grupo
parental.

As porcentagens das taxas foram submetidas a analise de variancia One
Way ANOVA, seguida do teste de Tukey (multiplas comparagdes). Os resultados
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percentuais de células positivas para Anexina V/FITC e DAPI, em necrose ou
apoptose tardia, mostrou diferenca estatisticamente significante (p= 0,0119),
conforme o grafico 6. Nao houve significAncia estatistica (p= 0,3627) entre as
taxas de necrose (células positivas para DAPI), vide grafico 7. Entre as taxas de
apoptose (células positivas para Anexina V/FITC), observou-se diferencga
estatistica entre os grupos submetidos ao tratamento com MBCD a 5 mM e 15
mM (gréfico 8). Apesar de apenas 39,30% das células tratadas a 15 mM
apresentarem-se viaveis, ndo houve diferenca estatisticamente significante (p=

0,0528) entre as amostras.

Quadro 1 — Dados percentuais, com média e desvio padrdo, da analise por citometria de fluxo com
marcagéo de Anexina V/FITC e DAPI em linhagem celular SCC9 tratada com MBCD nas concentracdes 5
mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM.

AMOSTRAS NECROSE MEDIA DP  ANEXINA MEDIA DP  NEC/ANEX MEDIA DP  VIAVEL MEDIAS DP

0, 0, [ 0,
CONTROLEL 0,48% 0,43%  0,08% 17,10% 17,05% 9,21% 8,20% 1,02% 73,20% 74,30%  1,56%
CONTROLE2 0,37% 17,00% 0,05% 7,18% 75,40%

0, 0, 0, 0,
SmM 1 0,40% 0,36%  0,06% 19,40% 19,55% 4,40% 4,31% 0,09% 75,80% 75,75%  0,07%
5mM 2 0,31% 19,70% 0,15% 4,22% 75,70%

0, 0, 0, 0,
7,5mM 1 2,24% 1,64%  0,86% 17,40% 17,43% 9,36% 7,86% 1,51% 71,00% 73,10%  2,97%
7,5mM 2 1,03% 17,45% 0,025% 6,35% 75,20%

0, 0, 0, 0,
10mM 1 2,72% 10,81% 11,44% 16,10% 11,54% 12,60% 25,35% 12,75% 68,20% 52,10% 22,77%
10 mM 2 18,90% 6,98% 4,56% 38,10% 36,00%

0, 0, 0, 0,
15mM1 2,63% 5,04%  3,41% 7,64% 6,41% 49,40% 49,00% 0,40% 40,30% 39,30% 1,41%
15mM 2 7,45% 5,18% 1,23% 48,60% 38,30%
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Grafico 6 - Taxa de necrose/apoptose tardia (células positivas para Anexina/DAPI) nas amostras
parentais e tratadas com MBCD concentragdes de 5 mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM, em duplicata.
Andlise de varidncia One Way (ANOVA) e Teste de Tukey, P=0,0119.
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Grafico 7 - Taxa de apoptose (células positivas para Anexina/FITC) nas amostras parentais e
tratadas com MBCD concentragdes de 5 mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM, em duplicata. Analise de
variancia One Way (ANOVA) e Teste de Tukey, P= 0,0331.
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Grafico 8 - Taxa de necrose (células positivas para DAPI) nas amostras parentais e tratadas com
MBCD concentragoes de 5 mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM, em duplicata. Andlise de variancia

One Way (ANOVA) e Teste de Tukey, P=0,3627.
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Grafico 9. Taxa de células viaveis (negativas para Anexina/FITC e DAPI) nas amostras parentais
e tratadas com MBCD concentragdes de 5 mM, 7,5 mM, 10 mM e 15 mM, em duplicata. Analise
de variancia One Way (ANOVA) e Teste de Tukey, P= 0,0528.
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Figura 8 - Graficos Dotplot da analise de apoptose com Anexina V-FITC/DAPI, por citometria de
fluxo, da linhagem SCC9 submetida a deplecéo de colesterol com MBCD. Duplicata parentais 1
e 2 (A e B), Amostras em duplicata 1 e 2 tratadas com MBCD 5 mM (C e D); 7,5 mM (E e F); 10
mM (G e H); 15 mM (I e J), controle negativo (K).
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5.5 ENSAIO TAQMAN RT-QPCR

A expressao génica foi determinada através de experimento de TagMan
RT-gPCR das linhagens celulares SCC9 tratadas com MBCD a 5mM, 7,5mM,
10mM e 15mM no tempo de 24h em relacdo a SCC9 parental, utilizada como
calibradora.

A analise da expressao de transcritos de CAV-1 revelou a expressao
génica aumentada nas SCC9 tratadas, em triplicata, no periodo de 24 horas em
diferentes concentragcdées de MBCD: 5mM. (Média=-:0,88 e Desvio Padrao= 0,3),
7,5mM (Média=1,25 e DP= 0,83), 10mM (Média= 0,75 e DP= 0,21) e 15mM
(Média= 0,27 e DP=0,21), em relagdo SCC9 parental, utilizada como calibradora
(Gréfico 3). Os valores das médias de expressao nas diferentes concentragdes,
no periodo de 24 horas, foram comparados pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo
pos-teste multiplo de Dunn, revelando-se diferenga estatisticamente significativa
(p=0,0004) entre os grupos, especificamente entre as concentragdes de 5mM e
7,5mM.

A analise da expressédo de transcritos de CAV-2 também revelou a
expressao génica aumentada nas SCC9 tratadas, em triplicata, no periodo de 24
horas em diferentes concentragcbes de MBCD: 5mM. (Média=-:1,15 e Desvio
Padrao= 0,17), 7,5mM (Média=1,35 e DP= 1,26), 10mM (Média= 0,69 e DP=
0,51) e 15mM (Média= 0,24 e DP= 0,64), em relagcdo SCC9 parental, utilizada
como calibradora (Grafico 4). Os valores das médias de expressao nas
diferentes concentracdes, no periodo de 24 horas, foram comparados pelo teste
de Kruskal-Wallis, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa

(p=1,002) entre os grupos.

A expressao génica de Cav-3 foi negativa para as amostras estudadas.



56

CAV1
CAV2

a il
: [ e
J

2 -2 T T T T T
Cor:trol 5nI|M 7,5:'nM 10:nM 15:nM Parental 5mM 7,5mM 10mM 15mM

Expressao relativa
o
Expressao relativa

Concentragao de MBCD Concentragéao de MBCD

A B

Grafico 3: A - Expressao génica de CAV1 em linhagem SCC-9 em diferentes concentragdes apos
24h de tratamento com o MBCD. Anadlise Kruskal-Wallis - Ensaio TagMan RT-gPCR.. B -
Expressdo génica de CAV2 em linhagem SCC-9 em diferentes concentragdes apds 24h de
tratamento com o MBCD. Analise Kruskal-Wallis - Ensaio TagMan RT-qPCR.

A associagao entre a expressao de transcritos de CAV1 e CAV2 fol
analisada pelo teste de Mann-Whitney, com média (0,34) e DP (0,91) para CAV1
e média (0,28) e de DP (1,06) para CAV2, ndo sendo detectadas diferencas

estatisticamente significativas entre ambas, como demonstrado no Grafico 5.
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Grafico 5: Expressao génica diferencial de CAV1 e CAV2 em linhagem SCC-9 em diferentes
concentragdes apos 24h de tratamento com o MBCD. Analise de Mann-Whitney
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5.5. ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA

5.5.1. Western-Blotting

A expressao proteica de Cav-1 em células de linhagem SCC9 parentais e
submetidas a deplecio de colesterol com MBCD a 5 mM, 7,5 mM e 10 mM, em
trés tempos experimentais (24h, 48h e 72h), foi analisada por meio do software
ImageJ® (NIH, EUA). Os valores obtidos foram normalizados com os valores da
expressao de B-actina, apresentando, a razdo desta expressao normalizada, os
seguintes valores: 24 horas (Parental=1,0; 5 mM= 5,44; 7,5 mM= 2,47; 10 mM=
1,17), 48 horas (Parental=1,0; 5 mM= 5,59; 7,5 mM= 1,81; 10 mM= 2,47) e 72
horas (Parental=1,0; 5 mM= 4,94; 7,5 mM= 2,58; 10 mM= 2,25) . Todos os
grupos de células tratadas apresentaram aumento na expressdo de Cav-1
quando comparadas as ceélulas parentais. Todavia, submetidos os resultados ao
teste de Kruskal-Walis, seguido do pos-teste de Dunn, apenas nos grupos
tratados com MBCD a 5mM, observou-se diferencga estatisticamente significante
(p= 0,02) (Figura 9).

A expresséao proteica de Cav-2 e -3 ndo alcangou éxito na normalizagao

dos experimentos realizados.
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Figura 9. Distribuigcdo dos valores de expressao proteica de Cav-1 nas células SCC-9 parentais e tratadas
com MBCD em diferentes concentragdes (5mM, 7,5 mM e 10mM). Teste de Kruskal-Wallis (p= 0,02) (A).
Western-blotting realizado com proteinas extraidas das células SCC9, utilizando-se anticorpo especifico
para Cav-1 e B-actina. Pode-se observar variagdo da expressao de proteina Cav-1 nas linhagens SCC-9
parental e tratadas, em referéncia ao anticorpo contra -actina.
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5.5.2 Imunofluorescéncia

Na analise da imunomarcacgao de Cav-1, observou-se um padrao de IF
pontilhado membranar na SCC-9 parental um dia apos a depleg¢ao, além de
marcagao citoplasmatica glanular (Figura 10A). Nas células tratadas com MBCD,
em diferentes concentragbes (5mM, 7,5 mM e 10mM), notou-se menor
intensidade de marcagao citoplasmatica e membranar (Figura 10B, C e D
respectivamente). Por vezes, a SCC-9 tratada a 10 mM exibiu marcagao nuclear
(Figura 10 D).

Assim como na analise por WB, IF da proteina Cav-2 nido alcancou éxito
nas tentativas de padronizagéo do anticorpo, sendo atingida a diluicgdo maxima

recomendada de 1:50.

A expressao proteica de Cav-3 por IF revelou padrao de expressao similar
na SCC9 parental (Figura 11A), em relagao as amostras tratadas a 5mM, 7,5mM
e 10mM (Figura 11 B, C e D respectivamente), caracterizado por discreta

expressao citoplasmatica e eventual marcagao nuclear.
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Figura 10: Fotomicrografia da imunomarcagéo de Cav-1 por imunofluorescéncia da linhagem SCC-9
parental (A) e nas concentragdes de 5mM, 7,5mM e 10mM apds 24h de tratamento com o MBCD (B, C e
D, respectivamente).

Figura 11: Fotomicrografia da imunomarcacao de Cav-3 por imunofluorescéncia da linhagem SCC-9
parental (A) e nas concentragdes de 5mM, 7,5mM e 10mM apds 24h de tratamento com o MBCD (B, C e
D, respectivamente)
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6 DISCUSSAO

Componente de suma importancia das balsas lipidicas, em especial das
cavéolas, o colesterol vem sendo objeto de manipulagdo em diversos estudos
com células neoplasicas, peculiarmente por sua maior concentragdo nestas
quando comparado a células normais (SHARMA et al, 2019; BADANA et al,
2016). Dentre as metodologias estudadas, destaca-se a deplegao do colesterol
pela MBCD, uma vez que esta, ao formar complexos de inclusdes especificos
com o0 mesmo, apresenta minima interacdo com os demais lipidios da MP.
(GARCIA et al, 2019; SOHN et al, 2018; PORTILHO et al, 2012). O presente
trabalho propds-se a analisar o efeito da deplecao de colesterol na expressao
das caveolinas em linhagem celular de carcinoma epidermaoide de boca. Apds o
tratamento das células com MBCD, em variadas concentragdes, modificagcoes
nos parametros celulares avaliado foram observadas. Alteragdes nas
expressdes génica e proteica das caveolinas 1 e 2, e na imunolocalizagdo das
Cav-1 e -3 foram observadas, demonstrando assim que a modulacdo do

colesterol interfere na expressao de Cav-1 e -2.

A anadlise da morfologia celular de linhagem de CEB revelou, em nossos
resultados, um aspecto poliédrico na linhagem SCC9 parental, enquanto que as
células SCC9 tratadas com MBCD apds 24h assumiram uma morfologia de
fusiforme a fibroblastoide, em conformidade com o aumento progressivo da
concentracdo de MBCD em 5mM, 7,5 mM, 10mM e 15mM. Além disso, de acordo
com o aumento da concentragao de MBCD, outras células passaram a adquirir
um aspecto ovoide e destacaram-se das placas. Possivelmente, este
comportamento esta relacionado a morte celular por apoptose devido a perda de
adesao de celular, como consequéncia da exposi¢cao ao depletor de colesterol.
Este ultimo achado corrobora com o estudo de Li e colaboradores (2006) no
qual células de Carcinoma Epidermoide Humano (A431) foram tratadas com 5
mM de MBCD, observando-se que estas alteraram seu formato de espalhado
para arredondado, destacando-se da placa 6h apds o tratamento, e constataram
apoptose devido a perda de adesdo (Anoikis). No mesmo estudo, os autores
relacionaram a alteragdo na morfologia a alteragdo da organizagdo do
citoesqueleto de actina e foram capazes de reverter tais alteracbes com o

restabelecimento do colesterol. Resultados semelhantes apds replegcdo do
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colesterol foram obtidos por Park e colaboradores (2009). Adicionalmente, os

autores atribuiram as alteragdes ao tempo de tratamento.

Vale ressaltar que esses achados também foram observados em
linhagens celulares distintas. Em estudo recente realizado por Zhang e
colaboradores (2019), a MBCD foi utilizada, em duas concentragbes (5mM e
10mM) em fibroblastos de ovario Hamster chinés (CHO-K1). Por meio de
microscopia de forga atdbmica, os autores observaram um padrao de retragao
celular nas células tratadas, bem como destacamento das mesmas da placa,
sugerindo a perda de adesao celular. Este mesmo padrdo de retragao celular e
destacamento das placas foi observado por Guerra e colaboradores (2016) em

linhagem celular de cancer de mama MDA-MB 231.

No presente trabalho, as amostras tratadas com maiores concentragdes
de MBCD, 10mM e 15mM exibiram células com prolongamentos citoplasmaticos
aumentados e aspecto ameboide foram observadas. De acordo com Ladani e
colaboradores (2011), células de fenétipo mesenquimal presentes no processo
de TEM podem exibir aspecto amebdide, deslocando-se com maior velocidade
e apresentando variagbes morfoldgicas durante o movimento. Tal caracteristica
confere as mesmas elevada capacidade de migragdo e invasao e,
consequentemente, poder de metastase. Segundo Liu e colaboradores (2015)
células neoplasicas de fendotipo mesenquimal podem, sob condigbes de baixa
adesao e forte confinamento, adquirir um fenotipo de aspecto amebdide que Ihes

permite rapido e espontaneo deslocamento da area do tumor primario.

O carater invasivo e agressivo do CECP, além de seu elevado potencial
metastatico, esta associado a ativagao da motilidade mesenquimal e amebdide
de suas células (KAKURINA et al, 2018). As alteragdes no fendtipo epitelial de
células poliédricas e unidas, para um fendétipo fusiforme, menos diferenciado, é
compativel com maior agressividade tumoral (MASUELLI et al, 2012). Assim, a
alteragcdes morfologicas observadas no fendtipo celular da linhagem de CEB
estudada (SCC9) sugerem a capacidade da deplecéo de colesterol por MBCD
de induzir a TEM. Foi possivel detectar uma populacdo de células do
sobrenadante pds-deplecdo que aparentam exibir maior potencial ativado de

TEM, devido a alternancia de fendtipo observada, além da presencga do fendtipo
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amebodide.

Apesar de realizado em linhagem celulares de tecidos distintos, nossos
resultados corroboram com os encontrados por Sharma e colaboradores (2019),
no qual a deplecdo de colesterol com MBCD, em variadas e crescentes
concentragdes, promoveu diminuicdo da viabilidade celular, aumento da
migracdo e inducdo de TEM em células de cancer de mama humano. O
tratamento das amostras celulares, também de cancer de mama, com MBCD,
em diferentes concentragdes, promoveu alteragdes na morfologia e na
viabilidade celular, avaliada por ensaio de MTT, observando-se reducdo da
mesma na concentragao de 10mM, ndo havendo alteracdes na viabilidade em
menores concentragdes (LI et al, 2006). Nossos resultados, todavia, exibem
alteracbes dose-dependentes na viabilidade celular desde a concentracdo de
5mM, tanto no ensaio de viabilidade por MTT, quanto da analise da viabilidade

pelo ensaio de apoptose Anexina V/FITC e DAPI.

Diversas concentragbes de MBCD vem sendo empregadas na literatura
recente, avaliando citotoxicidade, efeitos sobre a viabilidade e proliferacao
celulares, e inducao de apoptose. Badana e colaboradores (2016) observaram,
em estudo com linhagens celulares de cancer de mama humano, menores taxas
de proliferagdo e migragao, e maior indice de apoptose, apos a deplegao de
colesterol com MBCD a 0.5 mM por 48 horas. Tais achados corroboram com os
do presente estudo, com reducdo na proliferacdo celular, na formagao de
colénia, bem como na viabilidade celular, associado ao aumento da
concentragdo de MBCD, a despeito da linhagem celular. Salienta-se que as
nossas amostras tratadas com MBCD a 15mM apresentaram reducéo
significativa na viabilidade celular nos ensaios por MTT e uma tendéncia

significativa no percentual de células viaveis no ensaio de apoptose.

Sohn e colaboradores (2018) listaram as condi¢des ideais de deplegéo de
colesterol por MBCD em células tronco mesenquimais humanas, evidenciando
que o tratamento com na concentragdo de 10mM diminuiu em torno de 50% o
colesterol da MP. Contudo, o grau de deplegao varia também de acordo com a
concentracao, tempo de incubagao, a temperatura e o tipo celular.
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Devido a importante participacdo do colesterol na sinalizagdo celular,
particularmente na morte celular por apoptose, autores como Onodera e
colaboradores (2013) avaliaram a agao da MBCD na aceleragao deste processo
de morte celular como uma das estratégias de terapia antitumoral. De acordo
com os achados de Li e colaboradores (2006), células neoplasicas, que
apresentam maior numero de cavéolas, sdo mais sensiveis a morte por deplecao
de colesterol. A MBCD vem sendo amplamente estudada associada drogas
antineoplasicas, no intuito de promover apoptose celular em células tumorais de
forma especifica (YAMAGUCHI et al., 2015; LEE et al., 2018).

Durante o processo de apoptose, ocorrem diversos eventos bioquimicos,
fundamentalmente ligados a ativagdo de caspases, que promovem alteragdes
moleculares e estruturais nas células. Liberagdo de citocromo-c mitocondrial
para a o citoplasma, inversao da fosfatidilserina, presente no interior da MP, para
0 meio extracelular e danos na membrana nuclear (MN) com liberagdo de
material genético, estdo dentre os eventos decorrentes da ativacdo de uma das
vias de apoptose. (LI et al., 2006; YAMAGUCHI, PERKINS e HIROTA, 2015;
RATHORE et al., 2017).

A apoptose precoce esta associada a alteracdes, inclusive perda, no
potencial da membrana mitocondrial, além da translocagao da fosfatidilserina da
MP. Tais eventos podem ser identificados por meio de ensaios colorimétricos,
utilizando-se, respectivamente, JC-1 (corante seletivo para mitocondrias) e
Anexina V, que se liga a fosfatidilserina. Danos na MP e MN promovem a
exposicdo de material genético, indicativos de apoptose tardia ou necrose
celular. A identificagao destas entidades de morte celular pode ser realizada por
meio de corantes especificos como o iodeto de propidio (IP) e o DAPI (4°6°-
diamino-2-phenylindole), que possui forte afinidade a regides do DNA ricas em
adenina e timina. (BRENTNAL et al., 2013; RATHORE et al., 2017).

Estudos como o de Onodera e colaboradores (2013), nos quais avalia-se
o efeito da deplecao de colesterol em linhagens de CEB, séo escassos. Esses
autores utilizaram a MBCD na concentragdo de 20 mM, em distintas linhagens
de células neoplasicas, dentre estas células KB de CEB humano, e observaram

a associacao de citotoxicidade celular a capacidade de deplecao de colesterol,
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bem como a inducao de apoptose celular. Nos ensaios de apoptose realizados
em nosso trabalho, observamos que o tratamento das células com MBCD nao
parece estar associado a morte celular por apoptose precoce. Todavia, as taxas
mais elevadas de células coradas por Anexina V/FITC e DAPI simultaneamente,
atingido até 49% na concentracao de 15 mM, sugerem que o agente depletor de

colesterol utilizado esta relacionado a morte celular por apoptose tardia.

Tais resultados corroboram com os encontrados por Li e colaboradores
(2006), onde foram observados os fenbmenos de apoptose precoce e tardia
associados ao tratamento com MBCD (5mM) em linhagem de carcinoma
epiderméide A431. Todavia, apesar de corresponder a carcinoma epidermaoide
humano, tal linhagem nado representa células de cancer de boca.
Adicionalmente, a MBCD na concentracédo de 5 mM foi utilizada por Park e
colaboradores (2009) em linhagem de carcinoma epidermdide humano (A431).
Os autores observaram a inducdo de apoptose relacionada com perda de

adesao (Anoikis) associada a internalizagao das cavéolas.

Estudo realizado por Jung e colaboradores (2015) em linhagem celular de
CECP relatou alteragdo de formato cuboide das mesmas para um aspecto
fibroblastico, associado a uma diminuicdo na expressao de Cav-1, conforme
nossos resultados, onde tais alteragdes na morfologia celular, com a deplecéo
de colesterol, encontram-se associadas a diminui¢ao na expressao génica (CAV-
1 e -2) e proteica (Cav-1) das caveolinas. Os autores ainda verificaram aumento
na expressao de marcadores da TEM, tais como Snail, Slug, E-caderina
associados a reducdo na expressdo de Cav-1, sugerindo, inclusive, que a
auséncia de Cav-1 induz as células ao processo de TEM. O presente trabalho é
integrante de um macroprojeto de pesquisa onde marcadores da TEM (Snail,
Slug, E-caderina, N-caderina, Vimentina e 3-catenina) vém sendo estudados,
nos mesmos moldes apresentados para as caveolinas, de modo a melhor
embasar os achados morfolégicos que sugerem a indugéo da TEM em linhagem
celular SCC-9, por meio da deplecao de colesterol por MBCD, e a participacao

das caveolinas neste processo.

O papel bifasico da Cav-1 na carcinogénese oral foi sugerido pela primeira

vez em 2003 por Hung e colaboradores. No estudo, os autores observaram
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aumento progressivo na expressao proteica de Cav-1 em amostras de mucosa
normal, lesdes orais potencialmente malignas, CEB primario e CEB metastatico,
sugerindo a associagao deste aumento ao envolvimento linfonodal. Em nosso
estudo, as expressdes génica e proteica de Cav-1 e -2 apresentaram-se
aumentadas nas células submetidas a acao da MBCD, quando comparadas as
amostras parentais. Tal aumento na expressdo, associado as alteracdes
fenotipicas, sugestivas de um perfil TEM ativado, sugere um papel promotor
tumoral das caveolinas. Apesar de avaliarmos o efeito da deplecéo de colesterol
em diferentes concentragbes de MBCD, nossos resultados referem-se a
comparagao entre as células tratadas e as parentais. Em continuidade a este
trabalho, objetivamos contribuir com pesquisas comparativas da expressao de

caveolinas em queratinécitos de mucosa oral normal.

A expressao aumentada de CAV1 foi observada em estudo realizado por
Auzair e colaboradores (2016) em células de CEB e mucosa normal, indicando
sua participagdo na tumorigénese. Os autores observaram a auséncia de
associagao da expressdo de CAV1 com parametros clinicopatologicos, porém
verificaram que o aumento da mesma estava associado a pobres prognosticos.
A expressao de Cav-1 e -2 em células tumorais e CAFs tem sido associada a
agressividade tumoral em diversas neoplasias epiteliais (Liu et al, 2014; Nwosu
et al, 2016; Gertensberguer et al, 2018). Os resultados obtidos por
Gertensberguer e colaboradores (2018), todavia, foram muito heterogéneos e,
portanto, os autores nao encontraram associacao entre a expressao destas duas
proteinas e parametros clinicos. A expressao reduzida encontrada em estroma
linfonodal, todavia foi relatada pelos autores com auséncia de associagdo com
prognésticos sombrios, contrariando os resultados obtidos por Auzair e
colaboradores (2016) em CEB.

Em recente estudo clinico, Zorrilla e colaboradores (2019) avaliaram a
correlagao entre os niveis plasmaticos de exossomos de Cav-1 (EXO-CAV1) em
pacientes com CEB em estagio T4, sem metatase. Os niveis plasmaticos de
EXO-CAV1apresentaram-se maiores apos o tratamento cirurgico. Maiores taxas
de EXO-CAV1, por sua vez foram associadas a menores taxas de sobrevida. O
acumulo de Cav-1 em MAT de CEB foi estudado por Vered e colaboradores

(2015), onde os autores verificaram a associagao de elevagdo do mesmo a
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pobres prognosticos. A expressdo da Cav-1 como biomarcador tumoral
apresenta-se, neste cenario, com maiores possibilidades além da sua expressao

restrita ao compartimento celular.

Em se tratando da imunolocalizacdo das caveolinas nas células SCC-9,
foi analisada no presente estudo por IF, observando-se marcacgao citoplasmatica
e membranar para a Cav-1. Tal resultado corrobora com os achados de Auzair
e colaboradores (2016) e Hung e colaboradores (2003). Quanto as discretas
marcagodes para Cav-3 em citoplasma e nucleo encontradas no presente estudo,
nao foram encontrados resultados comparativos na literatura de CEB. A
avaliagao da imunolocalizacdo tecidual e no MAT né&o foi realizada, sendo

portanto uma possibilidade para novos estudos.

O carater agressivo do CEB, somado a auséncia de ferramentas que
auxiliem no seu diagnostico precoce, tornam o tratamento desta neoplasia, na
maioria das vezes, mutilador. Consequentemente, compromete-se a qualidade
de vida dos pacientes e de seus familiares, uma vez que o impacto de
tratamentos desta natureza na reinsergao social e profissional possui magnitude
significativa. A identificagdo de moléculas capazes de permitir a detec¢ao de
desordem oral potencial maligna e de carcinoma in situ em seus estagios iniciais,

e sua validagdo como biomarcadores, torna-se cada vez mais urgente e crucial.

Conforme observado em recente revisao da literatura, escassas sao as
publicacdes acerca da expressao de caveolinas em CEB. Até o presente
momento, apesar de as Cav-1 e -2 apresentarem-se como biomarcadores de
diagnostico e progndstico nas diversas neoplasias, apenas publicagbes sobre a

participagcdo da Cav-1 na carcinogénese bucal encontram-se disponiveis.

A modulagao da estrutura caveolar, por meio da deplecédo de colesterol
com MBCD, apresentou impactos na expressao das caveolinas e nos parametros
celulares da linhagem de CEB estudada (SCC-9). O tratamento com a
substancia depletora promoveu aumento das expressdes génica (Cav-1) e
proteica (CAV-1 e -2), com subsequente redugdo dose-dependente nas
diferentes concentracdes; diminuicdo do percentual de células aderidas e
aumento do de células sobrenadantes; além de modificacbes na morfologia

celular, sugerindo um perfii TEM ativado. Promoveu, ainda, redugdo na
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proliferacdo e viabilidade celulares, de maneira dose-dependente; além de
elevagdo das taxas de apoptose tardia. Sugere-se, assim, a modulagdo do
colesterol como um mecanismo consentaneo para o estudo das caveolinas na
patogénese do CEB e sua possivel participagdo no processo de TEM. Estudos
longitudinais de validagdo clinica das caveolinas como biomarcadores de
diagndstico e prognésticos sdo de suma importancia para o incremento na

qualidade de vida dos pacientes acometidos com o cancer de boca.
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7 CONCLUSAO

Por meio do presente trabalho, concluiu-se que o tratamento das células
com MBCD, em variadas concentragdes, altera as expressdes génica e proteica
das caveolinas 1 e 2, e interfere na imunolocalizagao das Cav-1 e -3. Ainda,

pode-se concluir que:

- A deplecgéo de colesterol aumentou a expressédo génica e proteica de
caveolinas 1 e 2 da SCC9, em relacao a parental, com diminui¢do dos niveis de
expressao de forma dose-dependente de MBCD;

- A deplegdo de colesterol modificou a morfologia da SCC9 com o
aumento a concentragdo de MBCD, com ganho de aspecto fibroblastoide e

ameboide;

- A deplecgao de colesterol diminuiu o percentual de células SCC9 aderidas
e aumenta o percentual de células SCC9 flutuantes de forma dose-dependente
de MBCD;

- A deplecgéo de colesterol diminuiu a proliferacéo e viabilidade celular das
SCC9 de forma dose-dependente de MBCD;

- A deplecédo de colesterol diminuiu a apoptose precoce e aumentou
apoptose tardia das SCC9 de forma dose-dependente de MBCD.
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