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RESUMO




O carcinoma epidermoide oral representa a maioria das lesdes malignas da regido de
cabeca e pescoco. O comportamento de suas células é regulado pela ligacdo de moléculas
extracelulares aos receptores da membrana celular, que iniciam vias de transducdo de sinal. O
TKI-258 é um inibidor tirosina-quinase que blogueia os receptores de fatores de crescimento
de fibroblastos (FGFRs), derivados de plaquetas (PDGFRs) e endoteliais vasculares (VEGFRS),
0 que o torna atraente para o tratamento dessa neoplasia. Este estudo visou avaliar o efeito do
tratamento TKI-258 sobre a expressdo génica de seus receptores-alvo, a ativacdo de suas
efetoras GTPases Rho e a organizagdo da citoqueratina e da vimentina em carcinoma
epidermoide oral in vitro. Células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 a 5 uM foram
cultivadas por 24 horas para realizacdo dos ensaios: expressdo génica de FGFR3b, VEGFR1,
PDGFRa e PDGFRf; imunofluorescéncia para RhoA, RhoB, Racl e Cdc42 em culturas
tridimensionais; imunofluorescéncia para citoqueratina e vimentina. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. As células tratadas com TKI-258 apresentaram uma
tendéncia de diminuicéo da expressdo génica de FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa e PDGFRp. As
GTPases RhoA e RhoB foram vistas externamente ao cortex de actina (forma ativa) em células-
controle e tratadas com TKI-258. A GTPase Racl ndo foi vista externamente ao cortex de actina
em células controle, mas estavam presentes nas células tratadas com TKI1-258. Cedc42 ativa
ndo foi vista nas células controle e tratadas. O percentual de células tratadas positivas reduziu
para citoqueratina e foi similar para vimentina. Os resultados obtidos demonstraram que a
inibicdo das vias de transducdo de sinal com o tratamento com TKI-258 em células de
carcinoma epidermoide oral in vitro leva a uma tendéncia de diminui¢do da expressdo génica
de FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa, e PDGFRJ; no entanto, mantém as GTPases RhoA, RhoB
e Racl na sua forma ativa. Além disso, reduz a quantidade de células positivas para a

citoqueratina, enquanto a vimentina ndo é afetada.

Palavras-chave: GTPase Cdc42; GTPase Racl; GTPase RhoA; GTPase RhoB; cancer oral



ABSTRACT




Oral squamous cell carcinoma represents the majority of malignant lesions of the head
and neck region. The behavior of their cells is regulated by the binding of extracellular
molecules to cell membrane receptors, which initiate signal transduction pathways. TKI-258 is
a tyrosine kinase inhibitor that blocks the receptors of growth factors: fibroblasts (FGFRs),
platelet derivatives (PDGFRs) and vascular endothelials (VEGFRs), which makes it attractive
for the treatment of this neoplasm. This study aimed to evaluate the effect of TKI-258 treatment
on the gene expression of its target receptors, the activation of its Rho GTPases effectors and
the organization of cytokeratin and vimentin in oral squamous cell carcinoma in vitro. SCC-4
cells controlled and treated with TKI-258 at 5 uM were cultured for 24 hours for the following
assays: gene expression of FGFR3b, VEGFRI, PDGFRa and PDGFRf; immunofluorescence
for RhoA, RhoB, Racl and Cdc42 in three-dimensional cultures; immunofluorescence to
cytokeratin and vimentin. The differences were considered significant when p<0.05. The cells
treated with TKI-258 showed a tendency to decrease gene expression of FGFR3b, VEGFR-1,
PDGFRa and PDGFRf. The RhoA and RhoB GTPases were seen externally to the actin cortex
(active form) in control cells and treated with TKI-258. Racl was seen externally to the actin
cortex (active form) in cells treated with TKI-258, but not in control cells. Cdc42 was not seen
in control cells and treated with TKI-258. The percentage of positive treated cells decreased to
cytokeratin and was similar for vimentin. The results showed that inhibition of signal
transduction pathways with treatment with TKI-258 in oral squamous cell cells in vitro leads
to a trend of decreased gene expression of FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa, and PDGFRp.
However, it keeps the RhoA, RhoB and Racl GTPases in their active form. Also, it reduces the

amount of cells positive for cytokeratin, while vimentin is not affected.

Keywords: Cdc42 GTPase; Racl GTPase; RhoA GTPase; RhoB GTPase; oral cancer






LISTA DE ILUSTRACOES




Figura 1. Citoesqueleto e SEUS COMPONENTES. .......c.ueiiiiiiriiriiciieiei et 27

Figura 2. Receptores tir0SiNa-QUINASE. ........ccviueiieieeieiteeeieete st e steesee e e steeaesreesaeereereesreenee e 29
Figura 3. Mecanismos de agdo dos inibidores tirosina-quinase em células tumorais................ 30
Figura 4. Inibicdo do multiplos receptores-tirosina quinase pelo TKI 258..........cccccoovevvivenenne. 31
Figura 5. Regulacao das RNO GTPASES........cccueiieieiieiieie ettt sae e sne e 32

Figura 6. Efeito do TKI-258 sobre a expressdo génica dos receptores: FGFR3b, PDGFRa,
PDGFR e VEGFR-1 em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral..............ccccccevennnenen. 46

Figura 7. Efeito do TKI-258 sobre a ativacdo da proteina GTPase RhoA em células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel®.............cccovvvrevemesecceeeeeseee e, 47

Figura 8. Efeito do TKI-258 sobre a ativacao da proteina GTPase RhoB em células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel®............cocovvreeiriveceseee e, 48

Figura 9. Efeito do TKI-258 sobre a ativacao da proteina GTPase Racl em células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel®............cccovvvveeveeeieeceeeeeseee e, 49

Figura 10. Efeito do TKI-258 sobre a ativacdo da proteina GTPase Cdc42 em células SCC-4
de carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel®...........cccovvevvvivieeescececee s, 50

Figura 11. Efeito do TKI-258 sobre o percentual de células positivas para citoqueratina em
celulas SCC-4 de carcinoma epidermoide Oral...........cccoeieiriniiiiieeee e 51

Figura 12. Efeito do TKI-258 sobre o percentual de células positivas para vimentina em células
SCC-4 de carcinoma epidermoide Oral..........c.coiiiiiiiic i 52



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS




ANOVA - Anadlise de variancia

ATCC - American Type Culture Collection

ATP - Adenosina trifosfato

BrdU - 5-bromo-2'-deoxyuridine

BSA - Albumin solution from bovine serum

DAPI - 4’,6-diamidino-2-fenilindole

DMEM F-12 - Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
DMSO - Dimethylsulfoxide

DPBS - Dulbecco's salina tamponada fosfatada

FGFs - Fatores de crescimento de fibroblastos

FGFRs - Receptores dos fatores de crescimento de fibroblastos
FGFR1 - Receptor do fator de crescimento de fibroblastos 1

FGFR2 - Receptor do fator de crescimento de fibroblastos 2

FGFRS3 - Receptor do fator de crescimento de fibroblastos 3

FGFR4 - Receptor do fator de crescimento de fibroblasto 4

GAPs - Proteinas ativadoras de GTPases

GDls- Inibidores de dissociacao de nucleotideos guanina

GEFs — Fatores de troca dos nucleotideos de guanina

GPCRs - Receptores acoplados a proteina G

PDGFs - Fatores de crescimento derivados de plaquetas

PDGF A - Fator de crescimento derivado de plaquetas A

PDGF B - Fator de crescimento derivado de plaquetas B

PDGF C - Fator de crescimento derivado de plaquetas C

PDGF D - Fator de crescimento derivado de plaquetas D

PDGFRs - Receptores dos fatores de crescimento derivados de plaquetas
PDGFRa - Receptor do fator de crescimento derivados de plaquetas o
PDGFRp - Receptor do fator de crescimento derivados de plaquetas f3
PI3K - Proteina fosfoinositideo 3-quinase

PIP2 - Fosfatidilinositol 4,5-bi-fosfato

PIP3 - Fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato

PLK1 - Quinase tipo polo 1

PTEN - Fosfatase e homdélogo de tensinas

RTKSs - Receptores tirosina-quinases

SFB - Soro fetal bovino



UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro

VEGFs - Fatores de crescimento endoteliais vasculares

VEGFA - Fator de crescimento endotelial vascular A

VEGFB - Fator de crescimento endotelial vascular B

VEGFC - Fator de crescimento endotelial vascular C

VEGFD - Fator de crescimento endotelial vascular D

VEGFE - Fator de crescimento vascular endotelial E

VEGFRs- Receptores dos fatores de crescimento endoteliais vasculares
VEGFR 1 - Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 1
VEGFR 2 - Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2
VEGFR 3 - Receptor do fator de crescimento endotelial vascular 3

Vps34- Proteina vacuolar 34



SUMARIO




1. INTRODUGAO . ...ttt en sttt sn ettt 20

2. REVISAO DE LITERATURA .....cooiiteeeeeeeeee ettt 22
2.1 IMIUCOSE O ...ttt b et e bbb e e b e s 23
2.2. Carcinoma epidermoite OFal .........c.cccuiiiiiiiiie et et re e sre e 24
2.3. Citoesqueleto e carcinoma epidermoide Oral ............ccoveiiiiicii e 26
T N S LY T SRR OTPRPRRN 28
2.5. GTPases Rho e carcinoma epidermoide 0ral ............ccociiiiieieiiiisce s 32

3. JUSTIRICATIVA et et bbbt 34

B, HIPOTESE ..ottt st 36

5. OBUIETIVOS ...ttt ettt st et e st e b e e beenteeneenteenee e 38
TN @ o1 AV 0N [=T -1 PSP 39
5.2. ODJEtIVOS ESPECITICOS .. .viiiiiiiiie et e e e e e areennee e 39

6. MATERIAL E METODOS.........ooiiieiieeeeieeeeeetsessesestssessessenesssn s sessesensessnessenenes 40
B. 1. CASUISTICA ...ttt bbbt bbbttt bbb 41
6.2. Avaliacdo do efeito do tratamento TKI-258 sobre a expressdo génica dos receptores: FGFR3b,
PDGFRa, PDGFRP € VEGEFR-L .. oottt ettt 41
6.3. Avaliagdo do efeito do TKI-258 sobre a ativacdo de GTPases Rho em células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel® ... 42
6.4. Ensaio de CItOdITEreNCIAGAD ........cveieiiiicieeiee ettt 43
R A I S - LA 1) o A ST 44

7. RESULTADOS ...ttt sttt sttt e st et e st e sbeebe s e sbeenbeeneennes 45

8. DISCUSSAD ...ttt 53

9. CONGCLUSAO ....oooiiiiiieeisst bbb 58

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......c.oiiieeeeeeeeevee e ses s 60



1. INTRODUCAO
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O carcinoma epidermoide oral se origina no epitélio de revestimento da mucosa oral,
sendo considerado o sexto tipo de neoplasia maligna mais prevalente no mundo (BINMADI;
BASILE, 2011; LOPEZ-CEDRUN; ANDRES DE LLANO, 2015) e representa estatisticamente
a maioria das lesdes malignas da regido de cabeca e pesco¢co (THOMSON, 2018). Acomete
preferencialmente o sexo masculino, sofrendo importante influéncia de fatores ambientais
mutagénicos (INCA, 2022). A lingua é o sitio mais frequente, com cerca de 20% a 40% dos
casos, seguido pelo assoalho da boca, regido ventral-lateral da lingua e o palato mole
(BROUMAND; LOZANO; GOMEZ, 2006).

O carcinoma surge em decorréncia de mutacdes espontaneas do DNA dos
queratinécitos, mas passiveis a sofrer influéncia de diversos fatores externos mutagénicos,
levando a progressdo de uma célula normal para células pré-malignas ou potencialmente
malignas, originando o carcinoma epidermoide oral (SCULLY; BAGAN, 2009). A célula
adquire um potencial de migragéo e invasdo, podendo atingir estruturas a distancia, por via
hematogénica, linfatica ou mesmo por contiguidade, formando metastases (ALBINI;
NOONAN, 2010). Esse comportamento das células é regulado pela ligacdo de moléculas
extracelulares aos receptores da membrana celular, ativando uma ou mais vias de sinalizacéo
intracelular, levando a ativacdo de proteinas efetoras (BELOV; MOHAMMADI, 2013;
DEMOULIN; ESSAGHIR, 2014).

Os inibidores tirosina-quinases sdo pequenas moléculas hidrofébicas capazes de
atravessar a membrana celular e competirem pelo sitio da adenosina trifosfato (ATP) no
dominio intracelular do receptor tirosina-quinase, impedindo a autofosforilacdo e a ativacéo
desse receptor e, consequentemente, a transducdo do sinal e a ativagao de suas efetoras GTPases
Rho (GOTINK; VERHEUL, 2010).

O TKI-258 ¢ um inibidor tirosina-quinase que bloqueia trés diferentes familias de
receptores de fatores de crescimento: receptores de fatores de crescimento de fibroblastos
(FGFRs), receptores de fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFRS) e receptores
de fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGFRs) (PORTA et al., 2015). No
carcinoma epidermoide oral, hd uma amplificacdo e/ou superexpressdo de FGFRs (XIE et al.,
2016), PDGFRs (CIERPIKOWSKI et al., 2018) e VEGFRs (TROELTZSCH et al., 2015), o

que os torna alvos atraentes para o tratamento dessa neoplasia.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Mucosa oral

A cavidade bucal é a porta natural de entrada de alimentos para 0 organismo e a abertura
do sistema digestorio. E constituida por uma cavidade virtual, o Vestibulo (regifo das gengivas
e arcadas dentérias), e uma cavidade real, a cavidade oral propriamente dita. Tem fungbes
basicas e essenciais, como a mastigacdo, fonacdo e degluticdo (AZEVEDO et al., 2016) .
Localiza-se anatomicamente no tergo inferior da face e comunica-se com o0 exterior pela
abertura oral e com a parte oral da faringe (orofaringe) através de uma abertura ampla
denominada istmo da garganta ou das fauces. Tem como limites anterior e lateralmente 0s
labios e bochechas; posteriormente o istmo da garganta; superiormente o palato e inferiormente
o0 assoalho da boca, onde encontramos a lingua (MADEIRA,; LEITE; RIZZOLO, 2016). A
mucosa oral é constituida por epitélio estratificado pavimentoso, podendo ser classificado em
queratinizado, ndo queratinizado e paraqueratinizado. O tecido conjuntivo que forma a lamina
propria é composto por fibras colagenas, fibroblastos, células de defesa, vasos sanguineos e
nervos. Os dois tecidos interagem por meio das papilas conjuntivas da lamina propria e as

cristas epiteliais que se formam no epitélio sobrejacente (SPERBER, 2018).

A divisdo da mucosa em trés grandes grupos esta relacionada ao tipo de epitélio que
reveste o tecido conjuntivo subjacente. Nas regides nas quais sdo maiores os impactos sofridos
pela mastigacdo, a mucosa deve ser mais firme e resistente e, portanto, recoberta por um epitélio
que pode variar entre o paraqueratinizado e o queratinizado. Nas areas nas quais a demanda
mastigatoria ndo é tdo grande, o epitélio de revestimento é normalmente bastante fino e
composto por células ndo queratinizadas. A regido lingual distingue-se das demais areas da
cavidade bucal por apresentar uma grande quantidade de botdes gustativos e, por esta razéo, a
regido do dorso da lingua é classificada como mucosa especializada (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2018).
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2.2. Carcinoma epidermoide oral

O carcinoma epidermoide € o tipo principal das neoplasias do labio e da cavidade oral,
representando mais de 95% dos casos. As caracteristicas histopatolédgicas incluem a invaséo
progressiva em profundidade (que se correlaciona com o risco de metastase ganglionar no
carcinoma de lingua), bordas infiltrativas, tumores pouco diferenciados e invasdo perineural e
linfovascular. A lingua € o sitio mais frequentemente acometido, seguido pelo palato mole e
assoalho da boca (DE MORAIS et al., 2017). Mundialmente, é considerado o sexto tipo de
cancer mais comum, correspondendo a aproximadamente 6% dos casos, e esta associado a altas
taxas de mortalidade (ECONOMOPQULOU et al., 2016). O Instituto Nacional de Céancer
(INCA) declara gque para cada ano do triénio 2020/2022 foram diagnosticados no Brasil 15.190
novos casos de cancer de boca e orofaringe, sendo 11.180 em homens e 4.010 em mulheres
(INCA, 2019; INCA, 2022).

A fisiopatologia do carcinoma epidermoide oral é complexa e multifatorial. O
tabagismo e o etilismo sdo os principais fatores de risco. O numero de casos em fumantes chega
a ser de duas a trés vezes maior que entre ndo fumantes. Evidéncias demonstram haver
sinergismo entre tabagismo e etilismo, o que potencializa o risco (PORTER et al., 2018). Em
relacdo a bebidas alcodlicas, evidéncias mostram que o acetaldeido, o principal e mais toxico
metabdlito do alcool, interrompe a sintese e o reparo do DNA e, portanto, pode favorecer a
carcinogénese. Além disso, maior exposicdo ao etanol também induz o estresse oxidativo por
meio do aumento da producdo de oxigénio com potencial reativo e genotoxico. Sugere-se,
ainda, que o alcool possa funcionar como um solvente, favorecendo a penetracdo celular de
carcindgenos dietéticos ou ambientais (por exemplo, tabaco) ou interferindo nos mecanismos
de reparo do DNA. Pessoas que consomem bebidas alcoolicas em altas quantidades também
podem ter dietas carentes de nutrientes essenciais, como o folato, tornando os tecidos-alvo mais
suscetiveis aos efeitos carcinogénicos do alcool. O excesso de gordura corporal (definido pelo
IMC, circunferéncia de cintura e relacdo cintura/quadril elevados) aumenta o risco de
desenvolver cancer de boca. Os mecanismos especificos para descrever essa relacao ainda nao
estdo esclarecidos. No entanto, o excesso de gordura corporal estd associado a alteracGes
metabdlicas e endocrinas, como hiperinsulinemia e niveis elevados de estrogénio. A insulina e
0 estrogénio estimulam a multiplicacdo celular e inibem a apoptose, levando a proliferacéo
celular aumentada. Além disso, a obesidade também estimula a resposta inflamatoria,

favorecendo a carcinogénese (INCA, 2018; INCA, 2022). Outro fator determinante para o
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desenvolvimento do carcinoma epidermoide oral é a idade, visto que essa neoplasia € mais
frequente em individuos a partir dos 50 anos (MORO et al., 2018; TANDON et al., 2017). A
maior incidéncia é observada entre a quinta e sexta década de vida (NAZIR et al., 2016). Além
disso, a idade também desempenha um papel crucial na sobrevida, uma vez que pacientes mais
jovens apresentam uma melhor taxa de sobrevivéncia em relacdo aos pacientes mais velhos
(MAHMOOD et al., 2018).

O diagnostico do cancer oral pode ser realizado pelo exame clinico, seguido pela bidpsia
da lesdo ou por exame de imagem. O estadiamento baseia-se principalmente na oroscopia, na
palpacédo dos linfonodos cervicais e nos exames de imagem, para avaliar a extensdo do tumor
para tecidos profundos, acometimento de estruturas locais, presenca de linfonodos metastaticos
e metastases a distancia. A forma internacionalmente aceita para o estadiamento das lesdes
segue a classificacdo TNM (tumor-node-metastasis) da American Joint Commitee on Cancer
(CSERNI et al., 2018).

Geralmente, tumores em estagio inicial sdo tratados com cirurgia ou radioterapia; ja 0s
tumores em estagios mais avancados requerem uma combinacdo entre cirurgia, radioterapia
e/ou quimioterapia (MACHIELS et al., 2014). Apesar dos avancos, o carcinoma epidermoide
oral ainda é um cancer agressivo, com propensao para gerar metastases e associado a um grande
numero de mortes (THOMSON, 2018). Sendo assim, ha a necessidade do desenvolvimento de
farmacos que bloqueiem as vias de sinalizacdo envolvidas na carcinogénese dessa neoplasia
(YING et al., 2006).
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2.3. Citoesqueleto e carcinoma epidermoide oral

O citoesqueleto é uma rede complexa de fibras proteicas localizada no citoplasma das
células, que participa dos processos de plasticidade, transporte e sinalizacdo celular, além de
ser o principal determinante da morfologia celular (BRAY; GILBERT, 1981). Ele é constituido
por microtubulos, filamentos de actina (microfilamentos) e filamentos intermediarios. O
citoesqueleto é uma estrutura dindmica, sendo mantida por interagdes fracas, o que permite que
se decomponha em uma regido da célula e reestruture em outra. Por serem constituidos por
subunidades pequenas, 0 seu processo de associacdo e distribuicdo ocorre de maneira rapida
(HALL, 2009) (Figura 1).

Os microtubulos sdo constituidos por moléculas da proteina o e B tubulina e formam
tubos ocos de 25 nm de didmetro. Estdo presentes no citoplasma e em prolongamentos celulares
como cilios e flagelos. Entre as suas func@es, podemos citar a manutencédo da célula, formacao
do fuso mitético, formacgédo e movimentacdo dos cilios e flagelos e 0 movimento das organelas

e dos cromossomos durante o processo de mitose (EITZEN, 2003).

Os filamentos de actina também s&o chamados de microfilamentos e sdo constituidos
por actina formando espirais que medem cerca de 7 nm de didmetro. Dentre as funcdes,
destacamos a manutencdo, bem como a alteracdo da forma e da movimentacdo da célula e, no
citoplasma, contragdo e divisdo celular (MENG; MOROISHI; GUAN, 2016).

Os filamentos intermediarios apresentam diametro entre 8 e 12 nm e sdo constituidos
por mais de 50 tipos diferentes de proteinas, como a queratina, vimentina e desmina. Esses
filamentos sdo menos dindmicos que os demais e estdo relacionados com a manutengdo da
forma da célula, formacéo da lamina nuclear e ancoragem de diversas organelas no citoplasma
(GOLDSTEIN; THERIOT, 2001).

As mais notaveis alteragcdes morfoldgicas que ocorrem no citoplasma de uma célula
neoplasica envolvem o citoesqueleto. Enquanto uma célula normalmente contém uma
organizada rede de microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediarios, o citoesqueleto
da célula neoplésica é desorganizado e com reducdo de contetdos dessas organelas. Muitas
mudancas morfologicas também sdo observadas na superficie da célula, incluindo o
aparecimento (ou desaparecimento) de componentes especificos. Algumas células neoplasicas

possuem novas proteinas de superficies, conhecidas por antigenos associados a tumores, que
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induzem a formacé&o de anticorpos especificos contra as células. Porém, quando as a¢des desses
anticorpos se tornam insuficientes, as células cancerosas crescem em nimero e se tornam
tumorais. Essas mudancas nas superficies das células neoplasicas alteram a adesividade para
com outras células teciduais bem como com substratos ndo celulares (proteinas de adesdo).
Assim, a perda da adesividade permite que as células cancerosas se destaquem da massa
tumoral e migrem para outros tecidos e 6rgdos do corpo, cujo processo € conhecido por
metastase (FIFE; MCCARROLL; KAVALLARIS, 2014).

MEMBRANA CELULAR
O CITOESQUELETO —

RETICULO N
ENDOPLASMATICO )

FILAMENTOS
INTERMEDIARIOS

MICROFILAMENTOS
(ACTINA) J

Figura 1. Citoesqueleto e seus componentes. Microtdbulos, filamentos intermediarios e os microfilamentos.
Fonte: Adaptado (SAKURRA, 2006).
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2.4. TKI-258

Das diversas reacdes celulares que modulam as fungdes fisioldgicas, uma delas é a
transferéncia de um grupo fosfato para uma determinada proteina, mediada por enzimas
denominadas quinases. As proteinas-quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilacdo de
proteinas atraves da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em casos excepcionais, de
GTP, para treonina, serina (quinase especifica para Ser/Thr) ou residuos de tirosina (quinase
especifica para Tyr). A fosforilacdo destes residuos é responsavel por estimulos extracelulares
e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da atividade
de proteinas e algumas delas estdo associadas a indugdo da carcinogénese (BHULLAR et al.,
2018).

As tirosinas-quinases atuam em vias de sinalizacdo iniciadas através dos seus
receptores, que sdao um grande e heterogéneo grupo localizados na membrana celular que
respondem principalmente a mediadores proteicos como, por exemplo, os fatores de
crescimento. Esses receptores possuem um dominio extracelular ou N-terminal, no qual se liga
um ligante, um dominio transmembrana e um dominio intracelular ou C-terminal que possui
atividade tirosina-quinase (HU; LI1U; JIANG, 2015).

Quando um ligante como os fatores de crescimento é reconhecido pelo dominio
extracelular, ocorre uma mudanga conformacional que resulta na dimerizagéo do receptor e
autofosforilacdo do dominio intracelular. Desta forma, a tirosina fosforilada ¢ um local de
ligacdo e ativacdo para proteinas intracelulares que propagam os sinais da superficie até o
nucleo. A fosforilacdo intracelular inicia uma cascata de rea¢des citoplasmaticas que resultam
em respostas celular (ARORA; SCHOLAR, 2005) (Figura 2).

Os receptores tirosina-quinases regulam vias de sinalizacdo envolvidas em processos
celulares importantes como proliferacdo e migracdo celular, sobrevivéncia e angiogénese.
Porém, esses receptores podem sofrer mutacGes e ficar desregulados e, assim, desencadear
doengas, como o cancer, nas quais geralmente ocorre a amplificacdo e/ou superexpressao desses
receptores com mutacgdes (HU; LIU; JIANG, 2015).
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Figura 2. Receptor tirosina quinase. Dominio extra-celular e 0 dominio quinase, onde é feita a transferéncia do
grupo fosfato, para inicio da cascata da sinalizagdo intracelular. Fonte: Do autor, 2023.

Os receptores tirosina-quinases estdo amplificados em carcinoma epidermoide oral
(OIKAWA et al., 2017) e superexpressos em carcinoma de cabeca e pesco¢o (ELFERINK;
RESTO, 2011). Sendo assim, o reconhecimento dos mecanismos envolvidos na desregulacéo
desses receptores conduziu a terapéutica com os inibidores tirosina-quinases (GOTINK;
VERHEUL, 2010). Os inibidores tirosina-quinases sdo pequenas moléculas hidrofobicas
capazes de atravessar a membrana celular e competirem pelo sitio do ATP no dominio
intracelular ou C-terminal dos receptores tirosina-quinases (IMAI; TAKAOKA, 2006). Eles
agem diretamente no local de ligagdo do ATP por meio de pontes de hidrogénio e indiretamente
através de um sitio alostérico impossibilitando a associagdo do ATP. Consequentemente, a
tirosina-quinase ndo consegue transferir fosfato para o residuo tirosina e ndo ocorre a
autofosforilacdo e ativagdo do receptor (GOTINK; VERHEUL, 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos de acdo dos inibidores tirosina quinases em células tumorais. a) Ap6s a ativagdo do
receptor tirosina quinase (RKT) pela ligacdo do ligante no dominio extracelular ou N-terminal, as vias de
sinalizagdo intracelulares Ras-Raf-MEK-MAPK e PI3K-AKT séo ativadas, assim como as proteinas STATL,
STAT3 e STATS. Os efeitos coordenados destas vias de sinalizacdo intracelulares levam a indugéo de respostas
celulares incluindo proliferacdo, diferenciagdo, motilidade, adesdo e angiogénese. A desregulacdo da sinalizacéo
mediada pelos RKTs em células tumorais leva & proliferacdo, invasdo, metastases e neovascularizagdo
exacerbadas. b) Inibidores tirosina quinase (TKIs) atuam como analogos do ATP e inibem a sinalizagdo do RKT
por meio da competicdo pela ligacdo do ATP no dominio intracelular e através de um sitio alostérico
impossibilitando a associagdo do ATP. Como resultado, a ativagdo de varias vias de sinalizacdo € bloqueada. Cada
TKI apresenta uma seletividade diferente para RTK, e alguns sdo multi-seletivos, o que pode fornecer uma
vantagem terapéutica. Adaptado de IMAI e TAKAOKA, 2006.

O TKI-258 é um inibidor tirosina-quinase que possui atividade inibitoria sobre os
FGFRs, PDGFRs e VEGFRs (RENHOWE et al., 2009). Os dados in vivo e in vitro indicam
que o TKI-258 bloqueou a sinalizacdo dos FGFRs, PDGFRs, VEGFRs em cancer urotelial
(QING et al., 2009), cancer de mama avancado (ANDRE et al., 2013) e cancer pancreético
(ZANG et al., 2015), através do comprometimento do crescimento tumoral (HANZE et al.,
2013).

Atualmente sdo conhecidas 18 proteinas que constituem a familia dos fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs). Elas podem se ligar em quatro tipos de FGFRs: FGFR1,
FGFR2, FGFR3 e FGFR4 (HUI et al., 2018). A via de sinalizagdo FGF-FGFR regula varios
processos fisiologicos. Um deles é a proliferacdo celular, entretanto a amplificagdo e/ou
superexpressao desses receptores pode desencadear o cancer, visto que eles estdo desregulados

em aproximadamente 7% dos tumores s6lidos (GHEDINI et al., 2018).
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A familia dos fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs) é composta por
quatro isoformas: PDGFA, PDGFB, PDGFC e PDGFD, que se ligam aos PDGFRa e PDGFRf
(DEMOULIN; ESSAGHIR, 2014). Em condicdes fisioldgicas, estes receptores estdo
envolvidos principalmente na regulagdo da embriogénese, entretanto, durante a carcinogénese,
desencadeiam o aumento da proliferagdo celular (HELDIN; LENNARTSSON,;
WESTERMARK, 2018).

Os fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGFs) — VEGFA, VEGFB, VEGFC
e VEGFD - sdo encontrados em mamiferos e podem se ligar em trés membros dos VEGFRs,
VEGFR1, VEGFR2 e VEGFR3 (KARAMAN; LEPPANEN; ALITALO, 2018). Possivelmente
devido ao papel importante na regulacdo da angiogénese, tanto fisioldgica quanto patoldgica,
essa via de sinalizacdo esta relacionada a um rapido crescimento tumoral (SHIMIZU et al.,
2018).

.....

quinases, o TKI-258 possui um efeito antitumoral promissor, tanto diretamente através do
bloqueio das vias de sinalizacdo FGFs/FGFRs e PDGFs/PDGRs, quanto por sua atividade
antiangiogénica por meio da inibicdo de VEGFs/VEGFRs (SANG et al., 2005) (Figura 4).
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Figura 4. Inibicdo multipla dos receptores tirosina-quinases pelo TKI-258. A inibi¢do dos receptores VEGFR,
FGFR e PDGFR apresentam um importante efeito antitumoral. Fonte: Adaptado de IMAI e TAOKA, 2006.
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2.5. GTPases Rho e carcinoma epidermoide oral

As GTPases Rho sdo pequenas proteinas de sinalizacdo, correspondendo a uma das
cinco subfamilias da superfamilia Ras: Arf, Ras, Rab, Ran e Rho. O gene Rho foi identificado
em 1985 em espécie do género Aplysia e, logo depois, foram encontrados 18 genes que as
codificam no genoma humano (ROJAS et al., 2012). Elas contribuem para varios processos
celulares, incluindo a organizacao dos citoesqueletos de actina, regulacéo da expressao génica,
progressdo do ciclo celular, morfogénese, polaridade e migracdo celular (ETIENNE-
MANNEVILLE; HALL, 2002). Além disso, as Rho GTPases também desempenham um papel
importante em processos patoldgicos, incluindo progresséo do cancer, inflamacao e reparo de
feridas (AZNAR et al., 2004).

As subfamilias Rac, RhoA, RhoB e Cdc 42 atuam como interruptores moleculares,
alternando entre uma forma ativa ligada ao GTP e uma forma inativa ligada ao GDP, e as
principais proteinas que regulam essa atividade, sdo os fatores de troca dos nucleotideos
(GEFs), proteinas ativadoras de GTPases (GAPs) e os inibidores da dissociagao de nucleotideos
de guanina (GDIs) (VEGA; RIDLEY, 2008) (Figura 5).
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Figura 5. Regulacao das Rho GTPases. GEFs catalisam a troca de GDP para GTP, enquanto as GAPSs estimulam
a a inativacdo, atraves da hidrolise de GTP a GDP. GDIs se ligam a essas proteinas em seu estado inativo e as
sequestram no citosol, impedindo sua ligacdo com moléculas efetoras. Fonte: Do autor, 2023.
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Estudos mostram que RhoA, RhoB, Racl e Cdc42 evidenciadas em carcinomas de
cabeca e pescoco, tanto em culturas primarias, quanto em linhagens celulares, participam do
controle do citoesqueleto de actina, regulando adesdo celular, polaridade e motilidade, e
encontram superexpressas. Outras analises revelaram que Racl, em células de carcinoma de
cabeca e pescoco, pode ser ativada através do um receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) sendo entdo independente de sinalizagdo celular. Estes resultados sugerem que a
inibicdo de Racl ou de seus efetores podem viabilizar novas terapéuticas para prevencao de
metastase (ADNANE et al., 2002; PATEL et al., 2007). A GTPase RhoB parecer ser suprimida
pelo gene mIR-21 levando ao aumento de migracéo e invaséo celular e a diminuigédo da apoptose
(VEGA; RIDLEY, 2008).

A ativacdo das GTPases por meio dos GEFs é geralmente mediada pela sinalizacdo dos
RTKs e dos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) que, no cancer, também sao
superexpressos (ROSSMAN; DER; SONDEK, 2005). As proteinas GTPases Rho estdo
envolvidas em diversos estagios da tumorigénese por estarem superativadas e o envolvimento
de muitos fatores de crescimento oriundos do microambiente tumoral também interferem na
ativacdo das proteinas Rho, como o acido lisofosfatidico (LPA) e o fator de crescimento
derivado de plaguetas (PDGF) (SAHAI; MARSHALL, 2003).
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3. JUSTIFICATIVA
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O carcinoma epidermoide oral é um tipo de lesdo maligna de cabeca e pescogo e cursa
com altas taxas de morbidade e mortalidade (ECONOMOPOULOU et al., 2016; THOMSON,
2018). Os protocolos atuais para o tratamento desse cancer incluem intervencao cirdrgica,
quimioterapia e radioterapia. Porém, esses métodos causam numerosos efeitos adversos e o
progndstico depende da ressecabilidade do tumor (MONTERO; PATEL, 2015) , bem como da
presenca e extensdo de metastases linfonodais (BLATT et al., 2017) e os métodos invasivos
podem ser desfigurantes e dificultar fungbes importantes como a nutricdo, a fonacdo e a
respiracio (PARE; JOLY, 2017). Além disso, a resisténcia das células cancerigenas aos
tratamentos disponiveis ¢ um grande dificultador no tratamento do cancer (SARASWATHY;
GONG, 2013). Sendo assim, a busca continua por novos tratamentos para o cancer é claramente

necessaria.

O TKI-258, que tém propensdo para bloguear alvos mdltiplos, € uma terapéutica
promissora para carcinoma epidermoide oral. A caracterizacdo das proteinas envolvidas na via
de sinalizacdo inibida pelo inibidor de receptores tirosina-quinases TKI-258 é de grande
importancia antes que possam ser realizadas pesquisas clinicas. Deste modo, o estudo da
expressao génica das isoformas FGFR3b, PDGFRa, PDGFRB e VEGFR-1; a identificacdo do
estado funcional das GTPases RhoA, RhoB, Racl e Cdc42 envolvidas nessas vias de
sinalizacdo; e a alteracdo da citodiferenciacdo poderdo levar a um grande avanco do
conhecimento sobre o TKI-258, tendo em vista que essas vias de transducdo de sinal

desempenham um papel importante na tumorigénese do carcinoma epidermoide oral.
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4. HIPOTESE
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A inibicdo da autofosforilagédo de FGFRs, VEGFRs e PDGFRs com o tratamento com
TKI-258 em células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral leva a: diminuicéo da
expressao génica das isoformas FGFR3b, PDGFRo, PDGFRfS e VEGFR-1; ativacdo das
GTPases RhoA, RhoB, Racl e Cdc42; alteracdo da citodiferenciacdo, diminuindo a
citoqueratina e aumentando a vimentina.
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5. OBJETIVOS
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5.1. Objetivo geral

- Avaliar o efeito do tratamento TKI-258 sobre a expressdo génica de seus receptores-alvo, a
ativacéo de suas efetoras GTPases Rho e a citodiferenciacdo em carcinoma epidermoide oral in

vitro.

5.2. Objetivos especificos

- Comparar a expressao génica dos receptores FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa € PDGFRf em
celulas SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 a 5 uM por 24 horas.

- Verificar se o tratamento com TKI-258 a 5 uM por 24 horas ativa as GTPases RhoA, RhoB,
Racl e Cdc42 em células SCC-4.

- Analisar a imunoexpresséo de citoqueratina e vimentina as células SCC-4 controle e tratadas
com TKI-258 a 5 uM por 24 horas.
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6. MATERIAL E METODOS
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6.1. Casuistica

Foram utilizadas células da linhagem de carcinoma epidermoide oral humano: SCC-4
(American Type Culture Collection - ATCC®). Por se tratar de estudo com linhagens de células
comercialmente disponiveis, o uso das células SCC-4 ndo necessita da aprovagdo do Comité de

Etica da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.

As células SCC-4 foram cultivadas em: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12
(DMEM-F12), soro fetal bovino (SFB) 10%, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 400 ng/mL de hidrocortisona em incubadora imida com atmosfera 5% de
C0O2/95% de ar a 37°C. Os experimentos foram realizados em triplicatas bioldgicas e duplicatas

experimentais, quando as células atingiram cerca de 70% de confluéncia.

6.2. Avaliacdo do efeito do tratamento TKI-258 sobre a expressédo génica dos receptores:
FGFR3b, PDGFRa, PDGFRp e VEGFR-1

Apo6s 24 horas de tratamento com TKI-258 (Selleck Chemicals, Houston, TX, USA) a
5 uM, foi adicionado Trizol® para isolamento do RNA total. As amostras foram
homogeneizadas e mantidas a temperatura ambiente (TA) por cinco minutos. Foi adicionado
cloroférmio, feita homogeneizacao, centrifugacdo e coleta da fase aquosa. Foi adicionado
isopropanol e as amostras foram, entéo, centrifugadas. O sobrenadante foi removido e os pellets
lavados com etanol 75%. Foi realizada nova centrifugacdo e os microtubos foram mantidos
abertos para que os pellets de RNA secassem a TA. O RNA obtido em cada microtubo foi
diluido na proporcdo de 1:30 e incubados em banho-maria a 55°-60°C. A quantificacdo das
amostras foi realizada através do NanoDrop Lite.

A transcricdo reversa foi feita apds a preparacdo do mix do Kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription: 10X RT Buffer, 25X dNTP Mix, 10X RT Random Primers,
MultiScribe™ Reverse Transcriptase, RNase Inhibitor ¢ Nuclease-free H20. Ao mix foram
adicionadas as amostras de RNA e o “High Capacity cDNA Reverse Transcription”. A
transcricdo reversa foi realizada em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler. A
quantificacdo do cDNA de cada amostra foi feita através do NanoDrop Lite. As amostras de
cDNA transcritas foram diluidas em H>O RNase free na concentra¢ao de 100 ng/uL.

Foram adicionados a placa Optical 96-Well Fast Plate: TagMan® Gene Expression Assay mix
20X (Tabela 1), GoTaq® qPCR Master Mix e 100 ng/uL. de cDNA das amostras por pogo. Para
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0S pocos brancos, foram adicionados apenas TagMan® Gene Expression Assay mix 20X,
GoTag® gPCR Master Mix.

As placas foram seladas com MicroAmpTM Optical Adhesive Film, brevemente
centrifugadas, e foi realizada a reacdo de qPCR em termociclador 7500 Real Time PCR System.
O método 2 24CT foi utilizado para calcular os niveis relativos de expressdo génica. Foram

utilizados os genes de referéncia 18S e GAPDH para normalizar os resultados.

Tabela 1. TagMan® Gene Expression Assay utilizados neste estudo.

Assay ID Gene
Hs99999901 sl 18S
Hs03929097 g1 GAPDH
Hs00997397_m1 FGFR3b
Hs01052937_m1 VEGFR1
Hs00998026_m1 PDGFRa
Hs01019589 m1 PDGFRp

6.3. Avaliacdo do efeito do TKI-258 sobre a ativacdo de GTPases Rho em células SCC-4
de carcinoma epidermoide oral cultivadas em Matrigel®

Cerca de 1x10* células SCC-4, controle e tratadas por pogo, foram ressuspendidas em
Matrigel™ (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) 1:2 DMEM-F12/SFB10%. Os géis foram
aplicados, conforme instrucdes do fabricante (100 pL/cm?), sobre laminulas em placa de seis
pocos. As celulas-controle e tratadas TKI-258 a 5 uM ¢ acido lisofosfatidico (LPA) a 100 uM
foram incubadas por 24 horas em incubadora Umida com atmosfera 5% CO2/95% ar a 37°C.

Apo6s o periodo de tratamento, as células foram: lavadas com Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, D-PBS (KCI 2,67 mM, KH2PO4 1,47 mM, NaCl 138 mM, Na;HPO*-7H,0
8,1 mM), por cinco minutos; fixadas com paraformaldeido 4% por uma hora; permeabilizadas
D-PBS/Triton X-100 0,2% por cinco minutos. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com
albumin solution from bovine serum (BSA) 3% por 20 minutos. Foi feita a incubagdo com os
anticorpos primarios coelho antiRhoA, antiRhoB, antiRacl e antiCdc 42 na diluicdo de 1:50
em D-PBS/BSA 0,1% por 16 h e a incubacdo com anticorpo secundario anticoelho marcado
com Alexa 488 diluido 1:1000 em D-PBS/BSA 0,1% por duas horas. O citoesqueleto de actina
foi evidenciado com rodamina conjugada a faloidina, 1:100 D-PBS por 30 minutos. Os nlcleos
foram evidenciados com DAPI 1:500 por 5 minutos. Por fim, as laminas foram montadas com

glicerol carbonato.
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Para avaliacdo da ativagcdo de GTPases Rho, as reacdes de imunofluorescéncia foram
analisadas qualitativamente em toda a extensdo das laminulas por microscopia confocal de
varredura a laser (Leica TCS SP8 DMi8, Wetzlar, LD, Alemanha) com objetiva de imersdo em
6leo HC PL APO 63x/1.40 utilizando: laser Diodo 405 em 410 nm para a evidenciagdo dos
nucleos marcados com DAPI; laser Argénio em 488 nm para a evidenciagao do citoesqueleto
de actina com rodamina conjugada a faloidina e laser DPSS 561 em 561 nm para a
imunomarcacdo das GTPases Rho. Cada imagem tridimensional foi construida a partir de 50
fatias capturadas ao longo do eixo Z nos trés canais de fluorescéncia utilizando o software LasX
(Leica, Wetzlar, LD, Alemanha).

6.4. Ensaio de citodiferenciagao

Cerca de 1x10* células SCC-4 por poco foram semeadas em laminulas em placas de seis
poc¢os e mantidas em incubadora Umida com atmosfera 5% de C02/95% de ar a 37°C. Apds 24
horas, as células-controle receberam apenas meio, enquanto as células tratadas receberam meio
com TKI-258 na concentragdo de 1, 5 e 10 uM. As placas foram mantidas por 24 horas em

incubadora Umida com atmosfera 5% CO»/95% ar a 37°C.

As reagdes de imunofluorescéncia foram realizadas conforme descrito anteriormente,
utilizando os anticorpos primarios camundongo anticitoqueratina e antivimentina e anticorpo

secundario cabra anticamundongo marcado com Alexa 488.

Para a morfometria, as reacdes de imunofluorescéncia para citoqueratina e vimentina
foram analisadas, quantitativamente, em cinco campos aleatérios, de modo duplo cego,
utilizando objetiva de 40x em microscopio de fluorescéncia AXIO Vert Al (Zeiss, Gotting,

Lower Saxonu, Alemanha).
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6.5. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados com o programa SPSS 20.0® e com 0 programa
Graphpad Prism®. Para andlise dos resultados de expressdo génica, foram utilizados os testes
Kolmogorov-Smirnov e Teste Mann-Whitney. Para a analise da diferenciagdo, foram utilizados
os testes Shapiro-Wilk, teste de homogeneidade de variancias de Levene, Kruskal-Wallis e Pds

teste de Dunnett C. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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7. RESULTADOS
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Efeito do TKI-258 sobre a expressao génica de: FGFR3b, PDGFRa, PDGFRf e VEGFR-1

Embora néo tenha sido estatisticamente significante (p>0,05), as células SCC-4 tratadas
com TKI-258 5 uM por 24 horas apresentaram uma tendéncia de diminui¢do da expressao
génica dos receptores-alvo desse inibidor tirosina-quinase. As células tratadas com TKI-258
apresentaram trés vezes menos FGFR3b, quatro vezes menos VEGFR-1, 22 vezes menos

PDGFRa e 16 vezes menos PDGFRJ, quando comparadas as células-controle (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do TKI-258 sobre a expressao génica dos receptores: FGFR3b, PDGFRa, PDGFRf ¢

VEGFR-1 em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral.
Células SCC-4 controle (C) e tratadas com TKI-258 5 uM (T) por 24 horas. Anélise quantitativa da expressdo

génica de FGFR3b (A), PDGFRo. (B), PDGFRf (C) e VEGFR-1 (D). Teste Mann-Whitney, p>0,05.

Efeito do TKI-258 sobre a ativacdo de GTPases Rho em células SCC-4 de carcinoma

epidermoide oral cultivadas em Matrigel®

A avaliacdo das imagens tridimensionais das células SCC-4 de carcinoma epidermoide
oral, cultivadas em Matrigel® por 24h, permitiram avaliar a localizacdo das proteinas GTPases
Rho na porcdo de membrana (forma ativa) e na porcao citoplasmética (forma inativa) de
células-controle e tratadas com o inibidor tirosina-quinase TKI-258 na concentracdo de 5 UM e

com LPA a 100 puM, conhecido por ativar as GTPases Rho.
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TKI1-258 ativa a GTPase RhoA em culturas tridimensionais de células SCC-4

As células do grupo controle apresentaram o cortex de actina bem desenvolvido (Figura
7A). RhoA ativa foi vista externamente ao cortex de actina (Figura 7B). Na seccdo realizada ao
nivel do ndcleo, RhoA apareceu dispersa em todo o citoplasma (Figura 7C). As células tratadas
com TKI-258 a 5 uM apresentaram o cortex de actina pouco desenvolvido e uma redugdo no
tamanho evidente (Figura 7D). A GTPase RhoA ativa foi vista recobrindo todo o cortex de
actina (Figura 7E). Na seccdo, a distribuicdo de RhoA foi homogénea no citoplasma (Figura
7F). As células tratadas com LPA 100 uM apresentaram o cértex de actina muito desenvolvido
e inumeros filopodios (Figura 7G). Como esperado, RhoA ativa foi vista na fragdo de

membrana, mas ndo foi observada nos filopodios (Figura 7H). Na seccdo, a distribuicdo da

GTPase RhoA foi observada em todo o citoplasma, especialmente na regido perinuclear (Figura
71).

Figura 7. Efeito do TKI-258 sobre a ativagdo da proteina GTPase RhoA em células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral cultivadas em Matrigel®.

Imagens tridimensionais construidas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser. Analise do
citoesqueleto de actina evidenciado com rodamina conjugada & faloidina (vermelho), imunomarcagéo da proteina
GTPase RhoA (verde), e nicleos evidenciados com DAPI (azul). Células SCC-4 controle (A, B e C) e tratadas
com TKI-258 5 uM (D, E, F) e com LPA 100 uM por 24 horas.
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TKI1-258 ativa a GTPase RhoB em culturas tridimensionais de células SCC-4

O citoesqueleto de actina das células SCC-4, controle e tratadas com TKI-258 a5 uM e
LPA 100 uM, foi observado conforme descrito anteriormente (Figura 8 A, D e G). A proteina
GTPase RhoB na forma ativa foi vista recobrindo parcialmente o cortex de actina (Figura 8B).
Na seccdo realizada ao nivel do nlcleo, a GTPase RhoB apareceu distribuida homogeneamente
no citoplasma das células SCC-4 (Figura 8C). Em celulas tratadas com TKI-258 a 5 pM, a
GTPase RhoB ativa foi observada externamente ao cértex de actina (Figura 8E). Na seccao
realizada ao nivel do nacleo, a GTPase RhoB foi vista através de todo o citoplasma (Figura 8F).
Conforme esperado, as células tratadas com LPA a 100 uM apresentaram a GTPase RhoB na
fracdo de membrana (Figura 8H). Na seccdo, a GTPase RhoB foi observada em todo o

citoplasma e na regido do nucléolo (Figura 8lI).

Figura 8. Efeito do TKI-258 sobre a ativacdo da proteina GTPase RhoB em células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral cultivadas em Matrigel®.

Imagens tridimensionais construidas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser. Analise do
citoesqueleto de actina evidenciado com rodamina conjugada a faloidina (vermelho), imunomarcacao da proteina
GTPase RhoB (verde), e nucleos evidenciados com DAPI (azul). Células SCC-4 controle (A, B e C) e tratadas
com TKI-258 5 uM (D, E, F) e com LPA 100 puM por 24 horas.
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TKI1-258 ativa a GTPase Racl em culturas tridimensionais de células SCC-4

O citoesqueleto de actina das células SCC-4, controle e tratadas com: TKI-258 a 5 uM
e LPA 100 pM, foi observado conforme descrito anteriormente (Figura 9 A, D e G). Nas
células-controle, ndo foi vista a proteina GTPase Racl na forma ativa (Figura 9B) e, na seccdo
realizada ao nivel do nucleo, a GTPase Racl apareceu distribuida homogeneamente no
citoplasma e, também, no nucléolo (Figura 9C). Em células tratadas com TKI-258 a 5 uM, a
GTPase Racl ativa foi observada externamente ao cortex de actina (Figura 9E) e, na seccao
realizada ao nivel do nucleo, a GTPase Racl foi vista através de todo o citoplasma e no nucléolo
(Figura 9F). As células tratadas com LPA a 100 uM ndo apresentaram a Racl na fragdo de
membrana (Figura 9H) e, na sec¢do, Racl apareceu dispersa no citoplasma e no nucléolo
(Figura 9l).

Figura 9. Efeito do TKI-258 sobre a ativacdo da proteina GTPase Racl em células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral cultivadas em Matrigel®.

Imagens tridimensionais construidas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser. Analise do
citoesqueleto de actina evidenciado com rodamina conjugada a faloidina (vermelho), imunomarcagdo da proteina
GTPase Racl (verde), e nicleos evidenciados com DAPI (azul). Células SCC-4 controle (A, B e C) e tratadas com
TKI-258 5 uM (D, E, F) e com LPA 100 uM por 24 horas.
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TKI1-258 ativa a GTPase Cdc42 em culturas tridimensionais de células SCC-4

O citoesqueleto de actina das células SCC-4, controle e tratadas com TKI-258 a5 uM e
LPA 100 uM, foi observado conforme descrito anteriormente (Figura 10 A, D e G). Néo foi
observada a presenca de Cdc42 na regido externa do cértex de actina em células-controle
(Figura 10B); no entanto, na sec¢éo realizada ao nivel do ndcleo, foi vista no citosol, assim
como no nucléolo (Figura 10C). Em células tratadas com TKI-258 a 5 uM, a GTPase Cdc42
ativa, também, ndo foi observada externamente ao cortex de actina (Figura 10E) e, na sec¢do
realizada ao nivel do nucleo, a GTPase Cdc42 foi vista através de todo o citoplasma e no
nucléolo (Figura 10F). As células tratadas com LPA a 100 pM apresentaram pequena
quantidade de Cdc42 na regido de membrana (Figura 10H) e, na seccdo, Cdc42 apareceu

fracamente marcada no citoplasma e no nucléolo (Figura 10I).

Figura 10. Efeito do TKI-258 sobre a ativacéo da proteina GTPase Cdc42 em células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral cultivadas em Matrigel®.

Imagens tridimensionais construidas obtidas por microscopia confocal de varredura a laser. Analise do
citoesqueleto de actina evidenciado com rodamina conjugada a faloidina (vermelho), imunomarcacao da proteina
GTPase Cdc42 (verde), e nicleos evidenciados com DAPI (azul). Células SCC-4 controle (A, B e C) e tratadas
com TKI-258 5 uM (D, E, F) e com LPA 100 pM por 24 horas.
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Efeito do TKI-258 sobre a citodiferenciacdo de células SCC-4

Conforme esperado, cem por cento das células SCC-4 controle imunoexpressaram
citoqueratina. As células tratadas com TKI-258, por 24 horas, apresentaram reducdo gradativa
do percentual de células positivas para citoqueratina de modo dose dependente [X(3) = 10,16,
p<0,05] nas concentragOes 1 uM (96,17+3,34%), 5 uM (78,17+3,77%) e 10 uM (62,98+2,02%)
(Figura 11).

Surpreendentemente, todas as células SCC-4 controle (100+0%) e todas as células
tratadas com TKI-258 nas concentragdes 1 uM (100+0%), 5 uM (100+£0%) e 10 uM (100+0%),

por 24 horas, expressaram vimentina.
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Figura 11. Efeito do TKI-258 sobre o percentual de células positivas para citoqueratina em células SCC-4

de carcinoma epidermoide oral.
Células SCC-4 controle (C) e tratadas com TKI-258: 1, 5 e 10 uM (TKI 1, TKI 5 e TKI 10, respectivamente) por

24 horas. Teste Kruskal-Wasllis seguido de Pds teste de Dunnett C. * p<0,05.
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Figura 12. Efeito do TKI-258 sobre o percentual de células positivas para vimentina em células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral.

Células SCC-4 controle (C) e tratadas com TKI-258: 1, 5 e 10 pM (TKI 1, TKI 5 e TKI 10, respectivamente) por
24 horas. Teste Kruskal-Wasllis seguido de Pds teste de Dunnett C. * p<0,05.



53

8. DISCUSSAO
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Este estudo demonstrou que a inibi¢do das vias de transducéo de sinal com o tratamento
com TKI-258 em células de carcinoma epidermoide oral in vitro leva a uma tendéncia de
diminuicdo da expressao génica de FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa, ¢ PDGFR. No entanto,
mantém as GTPases RhoA, RhoB e Rac nas suas formas ativas. Além disso, afeta a
citodiferenciacdo, reduzindo a quantidade de células positivas para a citoqueratina, enquanto a
vimentina ndo é afetada. Previamente, foi reportado que o TKI-258 afeta processos biologicos
envolvidos com a tumorigénese em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de lingua
humana moderadamente diferenciado, como inibicdo da migracdo e invasdo celular
(CARNEIRO et al., 2017), reducao da proliferacédo celular (SILVEIRA et al., 2020) e, também,
aumento da taxa de apoptose (CARNEIRO et al., 2021).

O carcinoma epidermoide oral € extremamente invasivo e sua capacidade de migracédo
e invasdo, através de vasos sanguineos ou linfaticos gerando metastases, é regulada por
receptores de membrana (ALBINI; NOONAN, 2010; BELOV; MOHAMMADI, 2013;
DEMOULIN; ESSAGHIR, 2014; FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003). A proliferacdo
celular, aumentada durante a carcinogénese, também parece decorrer do aumento da atividade
de receptores de membrana, do tipo tirosina-quinase. Dessa forma, a inibicdo desses receptores
tem sido investigada como forma de tratamento das neoplasias, reduzindo a proliferacdo, a
migracao e a invaséo celular e inibidores como o TKI-258 apresentam tais efeitos (CARNEIRO
etal., 2017; SILVEIRA et al., 2020). O TKI-258 tem sido estudado na terapia de diversos tipos
de tumor, geralmente associado a outros quimioterapicos, com efeitos adversos relativamente
brandos sendo, os mais prevalentes, nauseas, diarreia, fadiga e reducdo de apetite (YOON;
CHOI; LEE, 2018).

Estudos mostram, através de ensaios tridimensionais, que o TKI-258 exerce um efeito
inibitério sobre a motilidade celular, afetando a organizacdo dos filamentos de actina, a
migracéo celular e a invasao celular em carcinoma epidermoide oral (CARNEIRO et al., 2017)
e em outros tipos de cancer (ZANG et al., 2015) e possivelmente esses processos séo regulados
por vias que envolvem os receptores FGFRs, PDGFRs e/ou VEGFRs. O TKI-25 age por meio
da inibicdo direta de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), fatores de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFs) e fatores de crescimento vascular endotelial (VEGFS),

demonstrando um efeito antimetastatico (HUYNH et al., 2012).

O receptor FGFR parece ter um importante papel oncogénico em diversos tipos de
cancer relacionado a proliferacao celular e metéstase e estudos demonstram uma alteragdo da

expressdao de FGFRs em diversos tipos de carcinoma, incluindo o epidermoide oral, com
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aumento de FGFR1 ou de FGFR2 (XIE et al., 2016). O aumento da expressdo de FGFR3,
porém, tem sido mais estudado, uma vez que esse subtipo de receptor parece particularmente
superexpresso em diversos tipos de tumores (MILOWSKY et al., 2014; PIRO et al., 2016;
SCHAFER et al., 2016; SCHEID et al., 2015).

Neste sentido, os receptores do tipo FGFR se tornam um alvo importante a ser inibido
no tratamento do céancer, em especial do FGFR3. Nos experimentos aqui apresentados foi
possivel perceber uma reducédo na expressao génica de FGFR3 em células SCC-4 tratadas com
TKI-258, embora ndo significativa. A atividade do TKI-258 inibindo o receptor FGFR3 tem
sido descrita em diversos estudos, de pré-clinicos a clinicos, envolvendo diversos tipos de
cancer (ANDRE et al., 2013; HANZE et al., 2013).

A vascularizacdo do tumor é um ponto importante para o desenvolvimento e progressao
da doenca. Dentre varias citocinas que modulam 0s processos angiogénicos, o fator de
crescimento vascular (VEGF) tem sido considerado uma proteina angiogénica fundamental,

produzida pelo tumor, para promover angiogénese (LEEK et al., 2000; STINGA et al., 2011).

O receptor do fator de crescimento vascular endotelial (VEGFR) esta diretamente
envolvido com o crescimento tumoral no carcinoma epidermoide oral e um aumento na
expressdo de VEGF-A, VEGFR-1 e VEGFR-2 se associa a um aumento de invasdo, de
metastase e a um pior prognostico (ARAKI-MAEDA et al., 2022; MONTEIRO et al., 2018). O
VEGFR-2 foi sugerido como sendo um potencial marcador para células de em carcinoma
epidermoide oral (EDIRISINGHE et al., 2023). Dessa forma, a reducdo da atividade ou da
expressao dos receptores VEGFRs pode contribuir para uma atividade antineoplasica (LIU et
al., 2019).

Quando foi analisada a expressao génica dos receptores VEGFR do tipo 2 nas células
SCC-4, observamos que o tratamento com TKI-258 levou a uma reducdo dessa expressdo,
embora ndo significativa. A reducdo da expressdo de VEGFR-2 gerada pelo TKI-258 ja foi
descrita por diversos autores, em varios tipos de tumor (GARCIA-QUIROZ et al., 2021).
Estudos clinicos demonstram que o tratamento com TKI-258 pode aumentar os niveis de
VEGF165, VEGF-A, PIGF e IL-8 e reduzir os niveis séricos de VEGFR2, evidenciando que
ele inibe a sinalizacdo do VEGF em pacientes (YOON; CHOI; LEE, 2018).

Estudos clinicos de fase 1 e 2 demonstram que pacientes portadores de melanoma

submetidos ao tratamento com TKI-258 tiveram um aumento nos niveis plasmaticos de FGF23
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e de VEGF, com reducdo do VEGFR-2, evidenciando, desta forma, a inibicdo dos receptores
de FGF (FGFR) e de VEGF (VEGFR) causadas pelo TKI-258 (KIM et al., 2011).

O receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) também tem um
papel relevante na tumorigénese. A superexpressdo de PDGF-f e seu receptor PDGFR-f tem
sido associada a promoc¢do de crescimento tumoral e a angiogénese, 0 que leva a piores
prognosticos, mas também ressalta a importancia desta via como um alvo terapéutico
(CRAWFORD et al., 2021). Nos resultados aqui apresentados, notamos uma tendéncia na
reducdo da expressdo génica de PDGFR com o tratamento com TKI-258, e outros estudos
demonstraram que o TKI realmente reduz o PDGFR (CARNEIRO et al., 2017; HANZE et al.,
2013). A dose de cinco micromolar de TKI-258 demonstrou efeitos inibitdrios na fosforilagcdo
de PDGFR-B, VEGFR-2 e FGFR-1 também em células de carcinoma hepatocelular (CHEN et
al., 2012).

O conhecimento da expressédo génica dos FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa e PDGFRp em
células SCC-4 tratadas com TKI-258 é importante porque sua ativagdo e/ou de integrinas e/ou
de receptores acoplados a proteinas G leva ao estimulo de uma ou mais vias de transducéo de
sinal, que estimulam as proteinas GTPases Rho, resultando em diferentes respostas celulares
envolvidas na tumorigénese. A familia Rho das GTPases (de Ras-Homology) regulam vias de
transducédo de sinal envolvidas na morfogénese e citodiferenciagcdo, migracéo, proliferacéo,
polarizagdo celular, apoptose, adesao célula-célula e célula-MEC (ETIENNE-MANNEVILLE;
HALL, 2002). As isoformas RhoA e RhoB possuem semelhancgas em sua regulacéo e diferencas
funcionais; RhoA é promotora do crescimento tumoral, enquanto RhoB tem sido descrita como
um gene supressor de tumor (HALL, 2012). Estudos destacaram um novo aspecto da
cooperacéo entre Rho e Cdc42 para o controle da contratilidade da actomiosina, pois mostrou
que as células do carcinoma usaram a contratilidade da actomiosina impulsionada por Cdc42 e
MRCK para seguir os rastros que foram gerados pela contratilidade Rho/ROCK dependente de
actomiosina (SADOK; MARSHALL, 2014).

As GTPases Rho ciclam entre uma forma ativa ligada ao GTP e uma forma inativa
ligada ao GDP, sendo reguladas por Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEFS) os quais
estimulam a troca do GDP pelo GTP (forma ativa) e por GTPase-activating proteins (GAPS)
que catalizam a hidrélise do GTP (forma inativa) que forma complexos com GDP-dissociation
inhibitors (GDIs) no citosol, enquanto as proteinas ativadas interagem com vérias proteinas
efetoras na fragdo de membrana (TAKAI; SASAKI; MATOZAKI, 2001). Desse modo, este

estudo avaliou o estado de atividade por meio de imagens tridimensionais reconstruidas com
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50 sec¢des capturadas ao longo do eixo Z por analise de microscopia confocal de varredura das
células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, que foram cultivadas em Matrigel®, permitindo
avaliar a localizacdo das proteinas GTPases Rho na por¢do de membrana (forma ativa) e na

porcao citoplasmatica (forma inativa).

Previamente, foi demonstrado que o tratamento com TKI-258 afeta a expressao génica,
levando ao aumento de RhoA RNAm e a diminuicdo de RhoB RNAmM em células SCC-4
(CARNEIRO et al., 2021), o que nao esclarece sobre o estado funcional dessas proteinas. Este
estudo demonstrou que as GTPases RhoA e RhoB aparecem na forma ativa em células SCC-4
controle, tratadas com TKI-258 e tratadas com LPA, em culturas tridimensionais de Matrigel®.
No entanto, a ativacdo das GTPases RhoA e RhoB pode ter ocorrido devido ao Matrigel® e/ou
ao LPA que ativam vias de transducédo de sinal que envolvem as GTPases Rho. O Matrigel®
contém quantidades variaveis de laminina-1, EGF, basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),
TGFp e, possivelmente, outros fatores de crescimento (VUKICEVIC et al., 1992). O LPA
interage com seu receptor acoplado a proteina G, esta presente em grande quantidade no soro e
é conhecido por estimular diretamente varias proteinas Rho (RADEFF-HUANG et al., 2004).
Jaa GTPase Cdc 42 ndo foi identificada nas suas formas ativa, tanto no grupo controle, quanto
no grupo no grupo tratado com o TKI-258, apenas no grupo tratado com LPA, apareceu em

pequena quantidade em sua forma ativa.

Anteriormente, foi relatado que o tratamento com TKI-258 na mesma concentragdo em
células SCC-4 pelo mesmo periodo utilizado neste estudo leva a alteracdo morfologica, fazendo
com que as celulas se tornem arredondadas (CARNEIRO et al., 2017), na migracao do tipo
ameboide (SAHAI; MARSHALL, 2003). Neste padréo de migracéo celular, ocorrem alteracdes
na adesdo entre células e a matriz extracelular devido a um estado de desdiferenciacéo celular
(GANDALOVICOVA et al., 2016). Este estudo demonstrou que as células tratadas com TKI-
258 tiveram uma reducdo gradativa do percentual de células positivas para citoqueratina de

modo dose dependente, enquanto a imunoexpressdo de vimentina ndo foi afetada.
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9. CONCLUSAO
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Na linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, a inibi¢cdo das vias de transducao
de sinal com o tratamento TKI-258 afeta a expressao génica de FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa,
e PDGFRp, ativa GTPases RhoA, RhoB e Racl, também, altera a citodiferenciacdo. Deste

modo, o TKI-258 € uma terapia promissora para o carcinoma epudermoide oral.

- A expressdo génica dos receptores FGFR3b, VEGFR-1, PDGFRa € PDGFRf em células
SCC-4 tratadas com TKI-258 a 5 uM por 24 horas tendem a diminuir comparada com as

células-controle.

- O tratamento com TKI-258 a 5 uM em células SCC-4, por 24 horas, ativa as GTPases RhoA,

RhoB e Rac1, apenas a proteina Cdc42 néo foi ativada.

- A imunoexpressdo de citoqueratina diminui, enquanto a vimentina ndo € afetada em células

SCC-4 e tratadas com TKI-258 a 5 uM por 24 horas, em relacao as células-controle.
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