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RESUMO
O carcinoma epidermoide oral é extremamente invasivo e este comportamento é regulado
pela ligagao de moléculas extracelulares aos receptores da membrana celular. Atualmente
o bloqueio desses receptores com inibidores especificos constitui uma nova modalidade de
tratamento para neoplasias. O TKI-258 inibe a autofosforilacdo dos receptores tirosina
quinase: FGFRs, VEGFRs e PDGFRs. Este estudo visou avaliar o efeito do tratamento com
TKI-258 sobre o movimento celular, utilizando a linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide
oral humano. A F-actina foi evidenciada com rodamina conjugada a faloidina e os
resultados foram analisados em microscopia confocal. Foram realizados ensaios
tridimensionais de migracdo e invasao celular e as células controle e tratadas com TKI-258
foram contadas apds 24 horas. As células controle apresentaram citoplasma abundante
com ampla distribuicao de F-actina e cortex celular evidente, porém as células tratadas com
TKI-258 nas concentragdes estudadas, apresentaram morfologia arredondada, citoplasma
escasso, filamentos de actina desorganizados e cortex celular preservado. O tratamento
com TKI-258 (1 uM, 5 uM e 10 uM) inibiu a migracdo celular de maneira concentragao-
dependente (ANOVA, F=97,749, df=3, 10; p<0,0001). O numero de células tratadas com
TKI-258 (5 uM) que invadiram a membrana recoberta com Matrigel™ foi significativamente
menor que das células controle (t=6.708; df=5; P<0,001). Os resultados obtidos
demonstraram que o inibidor tirosina quinase TKI-258 exerce um efeito inibitério sobre o
citoesqueleto de actina, migracao e invasao celular e provavelmente estes processos sao

regulados pelas via de sinalizacdo: FGFRs e/ou do PDGFRs e/ou VEGFRs.

Palavras-chave: invasao celular, migracao celular, movimento celular, carcinoma de células

escamosas, TKI-258, inibidor tirosina quinase
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ABSTRACT
Oral squamous cell carcinoma is extremely invasive, this behavior is regulated by binding
of extracellular molecules to the cell membrane receptors. Currently, the blocking of these
receptors with specific inhibitors is a new treatment modality of cancer. The TKI-258
inhibited phosphorylation of FGFRs VEGFRs and PDGFRs. Our aim was to analyze the effect
of TKI-258 treatment on cell movement by using SCC-4 cell line from human oral squamous
cell carcinoma. F-actin was stained with rhodamine conjugated to phalloidin and confocal
analysis was performed. The migration and invasion (membrane covered with Matrigel™)
three-dimensional assays were performed, control and cells treated with TKI-258 that
migrated through the membrane were counted after 24 hours. Control cells presented
abundant cytoplasm with F-actin wide distributed and evident cell cortex, however cells
treated with TKI258 at the concentrations studied showed round morphology, scanty
cytoplasm, F-actin desorganized and preserved cell cortex. TKI-258 (1 uM, 5 uM and 10 uM)
treatment inhibit migrating cells (ANOVA, F=97,749, df=3, 10; p<0.0001) and it was
concentration dependent. Invading cell treated with 5 uM TKI-258 was significantly lower
(t=6.708, df=5, p<0.001). These results suggest that the tyrosine kinase inhibitor TKI-258
has an inhibitory effect on F-actin, cell migration and cell invasion, probably these

processes are regulated by FGFRs and/or PDGFRs and/or VEGFRs signaling pathways.

Keywords: cell invasion; cell migration; cell movement; squamous cell carcinoma; TKI-258;

tyrosine kinase inhibitor
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Na populagdo mundial, a incidéncia de casos de tumores de boca aumenta a cada ano
(TORRE et al., 2015). O carcinoma epidermoide oral aparece em oitavo lugar na incidéncia
de cancer correspondendo a 90% dos canceres de boca (SCULLY e BAGAN, 2009b), e 3%
dos canceres diagnosticados no mundo (FANG et al., 2009). A lingua é o sitio mais
frequentemente acometido por essa neoplasia, 20% a 40% dos casos (LIM, 2006), seguido
pelo assoalho da boca, regido ventral-lateral da lingua e o palato mole (BROUMAND,
LOZANO e GOMEZ, 2006). Entretanto, sdo menos frequentes lesGes na drea retromolar,
gengiva, regido posterior da lingua e palato duro (HAYA-FERNANDEZ et al., 2004; BAGAN,
SARRION e JIMENEZ, 2010). A sobrevida dos pacientes acometidos por essa doencga é de
apenas 56% (BELL et al., 2007).

Nos tumores malignos ocorre um crescimento desorganizado, a célula neoplasica adquire
um potencial migratério e capacidade de invasao, se desprende do tumor, adentra um vaso
sanguineo ou linfatico e extravasa em um sitio distante, onde as células tumorais
proliferam, formando metastases (ALBINI e NOONAN, 2010). Esse comportamento das
células é regulado pela ligacdo de moléculas extracelulares aos receptores da membrana
celular, ativando uma ou mais vias de sinalizacdo intracelular, levando a ativacdo de
proteinas efetoras (FERRARA, GERBER e LECOUTER, 2003; BELOV e MOHAMMADI, 2013;
DEMOULIN e ESSAGHIR, 2014).

O direcionamento de terapias para as vias moleculares das células possibilita avancos
terapéuticos no tratamento das neoplasias (GLAZER et al., 2009). Dentre vdarias moléculas
da classe de inibidores de receptores tirosina quinase, o TKI-258 possui caracteristicas
farmacocinéticas e eficacia em varios modelos xenograficos de tumores humanos
(RENHOWE et al., 2009). TKI-258 é uma pequena molécula que inibe a autofosforilacdo dos
receptores tirosina quinases do fator de crescimento de fibroblastos (FGFRs), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGFRs) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFRs) (KIM et al., 2011), por meio da ligacdo com o sitio de ligacdo do adenosina
trifosfato (ATP) (GOTINK e VERHEUL, 2010). O fator de crescimento de fibroblasos (FGF) e
o fator de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) estimulam o movimento celular no
cancer (TURNER e GROSE, 2010; DEMOULIN e ESSAGHIR, 2014), enquanto o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) é mais conhecido por regular a angiogénese

(FERRARA, GERBER e LECOUTER, 2003).
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2.1. Mucosa oral

A cavidade oral é delimitada anteriormente pelo vermelhdo dos ldbios, na regidao pdstero
superior pela jungao entre palato duro e palato mole e pdéstero inferiormente pelas papilas
circunvaladas da lingua, sendo que todas essas regides sao revestidas por mucosa (CHEN e
MYERS, 2001). Esse revestimento mucoso é semelhante ao do tubo digestivo e das vias
areas, por exemplo, e sdo dreas Umidas, sendo a cavidade oral constantemente banhada

pela saliva (KATCHBURIAN e ARANA, 2012).

A mucosa oral tem continuidade com a pele dos ldbios e a mucosa do palato mole com a
da faringe. Histologicamente, é classificada em: mucosa de revestimento, mucosa
mastigatdria e mucosa especializada (LINDHE, KARRING e LANG, 2003; KATCHBURIAN e
ARANA, 2012; NANCI, 2013). A mucosa oral é constituida por epitélio e ldamina prépria de
tecido conjuntivo, origindrias do ectoderma e do ectomesénquima, respectivamente. Essa
estrutura desempenha as funcdes de protecdo de tecidos mais profundos da cavidade oral,

acdo como 6rgao sensorial e atividade glandular (NANCI, 2013).

A mucosa oral possui areas revestidas por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado
nas regides submetidas as forcas mecanicas provenientes da mastigacao, e areas revestidas
por epitélio ndo queratinizado onde ha maior exigéncia de flexibilidade do tecido. Sao
encontrados no epitélio oral: queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans e células
de Merkel (SQUIER e KREMER, 2001; NANCI, 2013). Divisdes mitdticas das células-tronco
da camada basal desse epitélio iniciam o processo de renovacao deste tecido.
Posteriormente as mitoses, as novas células migram para as camadas superficiais, e os
gueratindcitos presentes da camada mais superficial descamam resultando na renovacao

do epitélio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

A lamina prdpria constituida por células, vasos sanguineos, elementos neurais e matriz
extracelular de tecido conjuntivo, confere ao epitélio oral suporte e nutricdo. A camada
papilar, mais superficial da lamina propria, é de tecido conjuntivo frouxo. A camada mais
profunda é constituida por tecido conjuntivo denso ndo-modelado e é denominada camada

reticular (SQUIER e KREMER, 2001; NANCI, 2013; CHEN et al., 2015).
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2.2. Carcinoma epidermoide oral

A palavra neoplasia tem por significado literal “novo crescimento”. Originalmente, o termo
tumor era aplicado para aumento de volume localizado em decorréncia ao edema em um
orgao com inflamacgdo. Atualmente, os termos tumor e neoplasia equivalem, e servem para
designar lesdes formadas pela proliferacdo celular descontrolada, anormal e auténoma,
podendo ocorrer a redugdo ou perda da diferenciacdo celular. As propriedades
morfoldgicas e bioldgicas dos tumores, suas caracteristicas macro e microscépicas e os
aspectos clinicos e evolutivos permitem classificar as neoplasias em benignas ou malignas.
Comumente, as neoplasias benignas nao sao letais e podem evoluir durante muito tempo
sem ameacar a vida do seu portador. Em contrapartida, as malignas costumam apresentar
crescimento rapido e algumas provocam transtornos homeostaticos severos que podem

levar o portador ao ébito (KUMAR et al., 2010).

Mais de 100 tipos diferentes de doengas que tem em comum um crescimento desordenado
de células anormais caracteriza o termo cancer. Sua origem é multifatorial e seu
desenvolvimento ocorre em varias etapas podendo levar até anos. O controle e a
prevencao do cancer necessitam de foco e atencdo, em virtude do aumento do nimero de
casos e da complexidade dos tratamentos. Estimativas apontam que em 2030, no mundo
todo 27 milhdes de novos casos serdao registrados em decorréncia do crescimento e
envelhecimento da populagdo. No Brasil, as estimativas 2016/2017 mostram que serdo
registrados 596.070 novos casos de cancer, sendo esperados 295.200 casos entre homens

e 300.800 novos casos em mulheres (INCA, 2014; 2016).

O cancer de boca é um problema de saude grave cuja incidéncia aumenta todos os anos
em muitas partes do mundo (WARNAKULASURIYA, 2009). Em 2012, ocorreram 300.400
novos casos e 145.400 6bitos por cancer de labio e cavidade oral (TORRE et al., 2015). Os
tumores de boca e de faringe estdo agrupados como o sexto tipo de cancer mais comum
no mundo (WARNAKULASURIYA, 2009; 2010), sendo o tipo de tumor mais comum o
carcinoma epidermoide oral, oitavo mais incidente na populacdo mundial (LLEWELLYN,
JOHNSON e WARNAKULASURIYA, 2001; SCULLY e BAGAN, 2009b). O carcinoma
epidermoide oral corresponde a 90% dos canceres de boca (CHEN et al., 1999; BARNES et
al., 2009) e aproximadamente 3% dos canceres diagnosticados no mundo sdo carcinoma

epidermoide oral (REID et al., 2000; FANG et al., 2009).



27

A mais alta prevaléncia do carcinoma epidermoide oral esta no norte da Franca, leste
europeu (Eslovaquia, Eslovénia e especialmente a Hungria), paises da América Latina
(Brasil, Uruguai e Porto Rico), sul e sudeste da Asia (Sri Lanka, india, Paquistdo e Taiwan) e
regides do Pacifico (Papua Nova-Guiné e Melanésia) (SCULLY e BAGAN, 2009a;
WARNAKULASURIYA, 2009). Estudos epidemiolégicos revelaram que essa neoplasia é
prevalente em regides onde é comum mastigar betel, planta que é preparada com tabaco

e é mascada na India, Taiwan, e em outros paises asiaticos (FANG et al., 2009).

No Brasil, a estimativa para 2016/2017 é de 15.490 novos casos de cancer de boca. Entre
eles 11.140 novos casos nos homens, e de 4.350 novos casos nas mulheres. E o quinto tipo
de neoplasia mais comum nos homens brasileiros, sendo o quinto colocado nas regides

Nordeste e Centro-Oeste e o quarto na regido Sudeste (INCA, 2016).

Em todo o mundo o carcinoma epidermoide oral é mais prevalente em individuos do sexo
masculino, fato este atribuido a maior indulgéncia dos homens quanto ao estilo de vida e
ao maior consumo de alcool e tabaco. A populacdo masculina brasileira é a terceira mais
afetada no mundo pelo cancer de boca, perdendo apenas para os homens franceses e
indianos, respectivamente (DE CARVALHO et al., 2001; PETERSEN, 2009; SCULLY e BAGAN,
2009b; WARNAKULASURIYA, 2009; 2010).

O risco de desenvolvimento do carcinoma epidermoide oral aumenta de acordo com a
idade e a maioria dos casos ocorre em individuos a partir dos 50 anos. O apice de sua
incidéncia estd entre 61 e 70 anos nas mulheres, enquanto nos homens este pico encontra-
se entre 51 e 60 anos (DE CARVALHO et al., 2001; WARNAKULASURIYA, 2009; 2010;
RUBACK et al., 2012). Alguns autores afirmam que entre a quinta e a oitava década de vida

ha maior aparecimento desses casos (BODNER et al., 2014).

Em adultos com idade inferior a 40 anos, a ocorréncia desse carcinoma corresponde a 4%.
Nestes pacientes, o uso de alcool e tabaco sdo os fatores de risco de maior importancia.
Entretanto, estudos evidenciam o papel de outros fatores como: estresse, infec¢des virais
prévias, predisposicGes genéticas e episddios de cancer em outros individuos de suas
familias (LLEWELLYN, JOHNSON e WARNAKULASURIYA, 2001; BODNER et al., 2014). Em
criangas e adolescentes, o aparecimento dessa neoplasia é considerado raro, no entanto,

tem comportamento mais agressivo. Os sitios mais acometidos sdo a lingua e o labio
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(BODNER et al., 2014). A etiologia desses casos esta relacionada ao estresse, infec¢Ges
virais prévias e fatores genéticos principalmente nos casos em que ha relatos de histdria

prévia de cancer na familia (LLEWELLYN, JOHNSON e WARNAKULASURIYA, 2001).

A taxa de mortalidade geralmente é maior em homens do que em mulheres. Essa taxa é
relativamente baixa em paises ocidentais industrializados, que possuem servicos de saude
disponiveis a populagdo, quando comparada aos paises de baixa e média renda, onde o

acesso aos servigos de saude é limitado (PETERSEN, 2009).

O carcinoma epidermoide oral de lingua é o mais comum sendo detectado entre 20% e
40% dos casos (LIM, 2006). As areas do assoalho da boca, regido ventral-lateral da lingua e
o palato mole aparecem na sequéncia (FERLITO et al., 2001; BROUMAND, LOZANO e
GOMEZ, 2006) e as lesdes na area retromolar, gengiva, regido posterior da lingua e o palato
duro sdo menos comuns (HAYA-FERNANDEZ et al., 2004; BAGAN, SARRION e JIMENEZ,
2010). No oriente, a maioria dos sitios acometidos sdo a mucosa bucal e a lingua, enquanto
no ocidente o assoalho da boca é a regido de acometimento mais expressivo (DE

CARVALHO et al., 2001; FANG et al., 2009).

O carcinoma epidermoide oral é uma doenca multifatorial (NEVILLE et al., 2009). Os fatores
de risco de maior importancia sdao o uso de alcool e tabaco, isoladamente ou em conjunto
(SILVERMAN, 1988; PETERSEN, 2009; PETTI, 2009; SCULLY e BAGAN, 2009b; a). Como todas
as formas de tabaco sdo carcinogénicas (WARNAKULASURIYA, 2009), um quarto dos casos
de cancer de boca estd relacionado ao tabagismo (PETTI, 2009). A associacado de alcool e
tabaco aumenta em 80% a possibilidade de desenvolvimento do carcinoma epidermoide
oral, demonstrando claramente a multiplicacao do risco de desenvolvimento da doenca
gracas ao efeito sinérgico desses dois fatores (HOOPER, WILSON e CREAN, 2009;
WARNAKULASURIYA, 2009).

Existem dificuldades em distinguir os efeitos do alcool e do tabaco separadamente, uma
vez que consumidores de bebida alcodlica frequentemente, também, sdo usuarios de
tabaco e vice versa (PETERSEN, 2009). A eliminac¢do do consumo de tabaco, e a reducdo no
consumo de alcool podem prevenir 75% dos casos de cancer, além de diminuir o risco de

ocorréncia de tumores secundarios (WARNAKULASURIYA, 2009).
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Embora sejam os maiores riscos clinicos, fumar e beber ndo caracterizam todos os casos de
cancer (HOOPER, WILSON e CREAN, 2009). Exposicao a radiagdo solar, habito de mascar
betel, baixo consumo de frutas e vegetais, imunocompeténcia e infeccdes também estao
relacionados (PETERSEN, 2009; PETTI, 2009; SCULLY e BAGAN, 2009b). A exposicao
continua a luz solar tem sido associada ao desenvolvimento do carcinoma epidermoide de
labio (NEVILLE e DAY, 2002) e, em aproximadamente 90% dos casos as primeiras lesdes
aparecem no vermelhdo do |abio inferior. O carcinoma epidermoide labial ndo estd
associado diretamente ao tabagismo, embora também seja reconhecido seu

desenvolvimento na auséncia de qualquer fator de risco (KALMAR, 2006).

Ha estudos que correlacionam a ocorréncia do carcinoma epidermoide oral ao histérico
familiar, a higiene oral deficiente, refluxo gastroesofagico, inalacdo de gases provenientes
de material de pintura e gasolina, habito de consumir maconha, e infecgao pelo papiloma
virus humano (HPV) (MAO, HONG e PAPADIMITRAKOPOILOU, 2004; APPLEBAUM et al.,
2007; GILLISON, 2007; SCULLY e BAGAN, 2009b). Pacientes tabagistas e etilistas com
tumores primarios podem apresentar lesdes pré-malignas multiplas no trato digestivo
superior, e tém maior chance de desenvolvimento de tumores secunddrios. Enquanto,
individuos ndo tabagistas e ndo etilistas tém menor risco de desenvolver tumores

secundarios, mas essa possibilidade ndo pode ser descartada (FORASTIERE et al., 2001).

Muitas neoplasias de cabeca e pescoco sdo originarias de células epiteliais, e a maioria
delas acomete a cavidade oral (SCULLY e BAGAN, 2009a). As lesdes de carcinoma
epidermoide oral sdo classificadas em lesdes de alto e baixo grau, histopatologicamente,
as de alto grau apresentam queratinizacdo, pleomorfismo nuclear e figuras de mitose
frequentes; e as de baixo grau apresentam queratinizacdo mais extensa, raras figuras de
mitose e pleomorfismo nuclear, podendo muitas vezes ser mantida a orientacdo basal no
epitélio (CHEN e MYERS, 2001). De acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS),
sdo diagnosticadas como: bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco
diferenciados (BARNES et al., 2009). Estes graus de diferenciacdo e as caracteristicas
extremamente invasivas do carcinoma epidermoide oral, também, demonstram um
potencial significativo para a ocorréncia de metastases (BARNES et al., 2009; HOOPER,
WILSON e CREAN, 2009; NEVILLE et al., 2009), primeiramente para os linfonodos cervicais
devido a extensa drenagem linfatica da cavidade oral (CHEN e MYERS, 2001).
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Assim como ocorre em outros tipos de neoplasias, a manifestacdo do carcinoma
epidermoide oral acontece através de alteragdes essenciais na fisiologia celular. No
ao crescimento e aos sinais apoptoticos. Essas células adquirem, também, um potencial de
replicagdes ilimitado além de um potencial angiogénico e, finalmente se tornam capazes
de realizar protedlise da membrana basal e invadir os tecidos adjacentes além do potencial

metastatico (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

O queratinécito é a célula que dad origem a doenca. Alteragcbes no seu DNA,
frequentemente espontaneas, mas com potencial aumentado em virtude de exposi¢ao aos
fatores de risco, promovem a mudanca de células normais para pré-malignas ou malignas,
as tornando autossuficientes. Essa manifestacdo dentro do epitélio ocorre proximo a
membrana basal, com uma expansao dos queratindcitos germinativos, na direcdo superior
e lateral, substituindo o epitélio normal (BETTENDORF, PIFFKO e BANKFALVI, 2004;
BROUMAND, LOZANO e GOMEZ, 2006; SCULLY, 2009; SCULLY e BAGAN, 2009a). A invasao
da membrana basal do epitélio acontece apds algum tempo, caracterizando o tumor como
invasivo. Uma das propriedades dos tumores malignos é um padrdao de crescimento
desorganizado e limites irregulares atingindo os tecidos circundantes. Esses sao invadidos
pela proliferagdo de células epiteliais e posteriormente metastases (BETTENDORF, PIFFKO

e BANKFALVI, 2004; ALBERTS et al., 2008; SCULLY, 2009; SCULLY e BAGAN, 2009a).

O movimento das células neoplasicas através da matriz extracelular e a invasdo para o
tecido circundante requer uma transicao de células diferenciadas e organizadas num tecido
de caracteristicas ndo invasivas para células de perfil migratdrio e fendtipo invasivo. Para
gue essa transicdo ocorra essas células sofrem alteracdes de forma e nos queratindcitos a
morfologia assumida apds essa diferenciacao é de células alongadas, tipicas de um perfil
invasivo. Mudancas de polaridade ocorrem levando a perda de adesdes célula-célula com
rearranjos do citoesqueleto e perda da homeostase epitelial (ANETA et al., 2016). Dessa
forma a célula adentra a um vaso sanguineo ou linfatico, atravessando a lamina basal e o
revestimento endotelial do vaso, permitindo sua saida em outra parte do corpo, formando
no local um pequeno grupo celular chamado micrometastase. Quando estas produzem
células que sobrevivem e proliferam extensivamente, estd completo o processo de

metastase (ALBINI E NOONAN, 2010).
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Em casos iniciais de carcinoma epidermoide oral, as lesGes sdo, geralmente,
assintomdticas, pequenas, bem demarcadas e com ligeira rugosidade. Podem ser
leucoplasicas (brancas), eritroplasicas (vermelhas) ou eritroleucoplasicas (vermelhas e
brancas). A elasticidade da mucosa pode estar alterada e pode haver uma sensagdo de
endurecimento a palpac¢do. A maioria dos casos é indolor, no entanto o paciente pode
relatar algum desconforto. Lesdes persistentes por mais de trés semanas sdo tidas como

lesBes suspeitas de carcinoma epidermoide oral (BAGAN, SARRION e JIMENEZ, 2010).

O principal indicador de lesGes avangadas é a presenca de metdastase cervical que, também,
caracteriza um pior progndéstico desses pacientes (CHEN e MYERS, 2001). A
linfoadenomegalia cervical pode ser causada por metastases ou por infec¢ao secundaria ao
tumor. Linfonodos positivos podem ser detectados mesmo na auséncia de tumor primdrio
evidente (SCULLY, 2009). Em 6rgaos distantes, as metastases mais comuns sdo em

linfonodos, pulmao, ossos e cérebro (BROUMAND, LOZANO e GOMEZ, 2006).

A avaliacdo de um paciente com suspeita de tumores dessa natureza exige bidpsia, estudos
radiograficos para avaliacdo da extensao da doenca, exame fisico e anamnese detalhados.
Pesquisa de sintomas como: disfagia, hemoptise, rouquiddo, sangramento, trismo,
salivagdo excessiva, dificuldade respiratéria e mudanca de voz por periodos prolongados

podem caracterizar tumores invasivos e avancados (CHEN e MYERS, 2001).

As estratégias de tratamento incluem excisdo cirurgica, quimioterapia e radioterapia e
podem ser aplicadas de maneira isolada ou concomitante (FORASTIERE et al., 2001).
Excisbes cirurgicas em lesGes de tamanho reduzido ndo exigem procedimentos
reconstrutivos, o que ndo acontece nos casos mais avang¢ados que necessitam de
resseccoes mais extensas (CHEN e MYERS, 2001). O diagnéstico precoce é fundamental
para reduzir a extensao cirurgica e para aumentar a taxa de sobrevida dos pacientes,
podendo atingir niveis de 80% a 90% de cura nos primeiros estagios da doenca (BAGAN,
SARRION e JIMENEZ, 2010). Os indices progndsticos do carcinoma epidermoide oral sdo
relativamente desfavoraveis com uma sobrevida de aproximadamente cinco anos, que

corresponde a uma sobrevida global em torno de 56% (BELL et al., 2007).



32

2.3. Fatores de crescimento e seus receptores

O comportamento celular é regulado através da agdo de vias de sinalizagao intracelular,
gue sdo ativadas através da ligacdo de moléculas extracelulares a receptores da membrana
e subsequente ativacao de proteinas efetoras. Varios processos celulares sdo regulados
pela ativacdo de receptores de fatores de crescimento apds a ligacdo com seus fatores
especificos, essa ativacdo acontece pela fosforilagao da tirosina, ja que esses receptores
possuem um dominio proteina quinase. Proliferacdo, diferenciacdo, progressao do ciclo
celular, sinalizagdo de neurotransmissores sao exemplos de processos celulares regulados
pelos receptores de fatores de crescimento (POLLARD e EARNSHAW, 2006; ALBERTS et al.,
2008; HUNTER, 2014).

Os receptores tirosina quinases (RTKs) podem ativar as proteinas efetoras de duas
maneiras diferentes. A primeira estd relacionada com a ligacdo da proteina efetora com a
fosfotirosina do receptor promovendo a fosforilagdao através do seu dominio quinase. A
proximidade dos efetores junto a membrana constitui o segundo meio de ativacdo ja que
a aproximagdo dos efetores com seus substratos gera a ligagdo com o receptor e promove

a atividade celular (HUNTER, 2014).

Os FGFs sdao polipeptidios que exercem varias fungdes como emissdes de sinais de
desenvolvimento, manutencdao da homeostase dos tecidos, regulacdo dos processos
metabdlicos, angiogénese, reparo tecidual, tumorigénese entre outras (CHOI et al., 2001;
BELOV e MOHAMMADI, 2013; FEARON, GOULD e GROSE, 2013; SANDHU, BAICHOO e
ROBERTS, 2014). Os FGFs compdem uma familia de 18 proteinas subdividas em cinco
subfamilias de ag¢do pardcrina e uma subfamilia de a¢dao endécrina. Suas fungdes sdo
exercidas ao estabelecer a ligacdo entre os FGFs e seus receptores especificos,
denominados FGFRs (MOHAMMADI, OLSEN e IBRAHIMI, 2005; GOETZ e MOHAMMADI,
2013).

Varios tipos de células e tecidos expressam os FGFRs, que sdo RTKs, e nos mamiferos sdo
guatro tipos: FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4 (GOETZ e MOHAMMADI, 2013). Cada um
destes receptores tem diferentes capacidades de sinalizacdo embora apresentem
semelhancas nas suas estruturas. Nos FGFRs, a ativacdo é induzida pelos subconjuntos de
ligantes, ja que a principal semelhanca entre estes receptores esta nos dominios tirosina

quinases (AHMAD, IWATA e LEUNG, 2012).
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Na carcinogénese, a sinalizacdo FGF-FGFR participa da regulacdo de processos celulares
que incluem proliferagdo, sobrevivéncia e migra¢dao celular, mas fun¢des supressoras
tumorais como protecdao a danos celulares e vigilancia imunoldgica, também, ja foram
descritas nessa via de sinalizagdo (TURNER e GROSE, 2010). Duas moléculas de FGF
estabelecem uma ligacdo na porcao extracelular dos receptores em conjunto com
proteoglicanos de sulfato de heparano, resultando numa mudanga na conformacgao da

estrutura do receptor, sua dimerizacado e ativacdo (ORNITZ e ITOH, 2001).

Os PDGFs regulam o crescimento de células do tecido conjuntivo como os fibroblastos e
células do musculo liso, e ao atuarem em células mesenquimais regulam principalmente a
formacdo de vasos e 6rgaos durante o desenvolvimento embriondrio. Sdo secretados por
plaquetas ativadas e por outros tipos de células como as endoteliais, epiteliais, células da
glia e inflamatdrias. A familia dos PDGFs é composta pelas isoformas: PDGF A, PDGF B,
PDGF C e PDGF D cujos receptores, PDGFRa e PDGFRp, sdo do tipo tirosina quinases e
desempenham funcgodes fisioldgicas distintas (DEMOULIN e ESSAGHIR, 2014).

A expressdao de ambos, PDGF e PDGFR, é controlada na idade adulta. Essa sinalizagado estd
associada a algumas condicoes patoldgicas incluindo doencas fibréticas, proliferativas
vasculares e em processos patoldgicos associados a neoplasias. A sinalizacdo PDGF-PDGFR
tem participacdo em processos como crescimento autdcrino das células tumorais,

angiogénese, além de recrutar e regular a acdo de fibroblastos tumorais (OSTMAN, 2004).

A sinalizacdo de PDGF, por regular funcbes de células do estroma, pode limitar a
distribuicdo de drogas aos tumores por efeitos sobre a pressdo do tecido intersticial,
angiogénese e metastase. O fornecimento de oxigénio e de nutrientes para células
tumorais é fundamental para manutencdo do tumor, e acontece em virtude da
neovasculariza¢do. Em carcinomas, a sinalizacao autdcrina do PDGF atua nos processos de
invasdo e metdstase, ja o recrutamento de diferentes tipos celulares do estroma acontece

através da sinalizacdo paracrina do PDGF (ANDRAE, GALLINI e BETSHOLTZ, 2008).

O VEGF tem papel na regulacdo da embriogénese, do crescimento do esqueleto, das
funcbes reprodutoras e atuam na angiogénese fisioldgica, além de papel primordial no
desenvolvimento e na diferenciacdo do sistema vascular (FERRARA e ALITALO, 1999). A
familia dos VEGFs é composta pelas isoformas VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD e VEGFE, e a



34

producdo desses fatores acontece apds estimulos como ativacdo de oncogenes, acdo de
citocinas e fatores de crescimento e em resposta aos estimulos ambientais

(VASSILAKOPOULOU, PSYRRI e ARGIRIS, 2015).

Os VEGFRs sdo receptores do tipo tirosina quinases, apresentam trés isoformas, VEGFR 1,
VEGFR 2 e VEGFR 3 e quando ativados, através da ligacdo com os VEGF, desempenham
fungdes especificas (KOWANETZ e FERRARA, 2006). A fungao do VEGF ndo estd relacionada
somente as células endoteliais, atualmente, sdo descritas funcdes desse fator mediando
sinalizacdes em células tumorais (GOEL e MERCURIO, 2013). Processos celulares como
proliferacdo, migracao e invasao das células tumorais sofrem atuagdo da sinalizacdo VEGF-

VEGFR (VASSILAKOPOULOU, PSYRRI e ARGIRIS, 2015).

A angiogénese é o principal fator na progressdao tumoral e no potencial metastatico de
tumores sélidos (STINGA et al., 2011). A ativacdo da vias VEGFs-VEGFRs geram respostas
importantes para o crescimento acelerado dos tumores (KOWANETZ e FERRARA, 2006). A
acdo dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 é diferente (FERRARA, GERBER e LECOUTER,
2003), mas ambas contribuem para a neovascularizagdo, o crescimento tumoral e as

metastases (KOWANETZ e FERRARA, 2006).

Atualmente, os estudos envolvendo inibicdo das vias angiogénicas tumorais tém
despertado muito interesse (OSTMAN, 2004). Tém sido desenvolvidos inibidores de RTKs
de alvos multiplos, em virtude das semelhancas estruturais entre os dominios quinases de
alguns desses receptores como por exemplo entre os FGFRs e os VEGFRs (AHMAD, IWATA
e LEUNG, 2012). Evidéncias atuais apontam a participacdo da via PDGF-PDGFR na
angiogénese tumoral (OSTMAN, 2004). O estudo dessas vias de transducdo de sinal é
necessario em virtude da complexidade de suas atuacdes além da avaliacdo das respostas
de inibicdo de cada via relacionada aos fatores de crescimento (FERRARA e ALITALO, 1999).
O bloqueio desses receptores inibindo varios processos celulares como angiogénese
tumoral, proliferacdo e migracao celular pode apontar reducdo da eficacia desses

inibidores (AHMAD, IWATA e LEUNG, 2012).
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2.4. TKI-258

Os inibidores tirosina quinases sdao pequenas moléculas, que em contraste com os
anticorpos monoclonais, tém a capacidade de atravessar a membrana celular (IMAI e
TAKAOKA, 2006). A acdo desses inibidores ocorre através de sua ligagdo com a porg¢ao
correspondente a ligacdo da molécula de ATP no dominio quinase dos receptores. Sua
seletividade é determinada pela estrutura quimica, ja que ndo possuem semelhancas
estruturais com o ATP (LIANG et al., 2013). Os inibidores que tém propensao para inibir
alvos multiplos sdo uma recente modalidade de terapia para tratamento de neoplasias
(KARAMAN et al., 2008). O TKI-258 (CHIR-258 ou Dovitinib) é um potente inibidor de RTKs
(HUYNH et al., 2012), que inibe a autofosforilacdo dos receptores: FGFRs, VEGFRs e PDGFRs
(KIM et al., 2011). A inibicdo direta desses trés receptores inibe a proliferagdo celular e a

redugao da densidade microvascular intratumoral (LEE et al., 2005).

A acdo antitumoral do TKI-258 ocorre através da inibicdo direta de FGFR e PDGFR, e sua
atividade antiangiogénica por inibicdo desses receptores e do VEGFR. Sua eficdcia como
potencial antitumoral e antiangiogénico ja foi demonstrada, houve a regressdo e
estabilizacdo de tumores em ratas, e nos modelos de linhagens celulares de neoplasia de
colo uterino, houve a inibicdo da expressao génica dos fatores de crescimento celular (LEE
et al., 2005). O TKI-258 inibe a proliferacdao, reduz a densidade microvascular e induz a
apoptose em modelos tumorais (SARKER et al., 2008). Essa relacdo como potencial
antitumoral e antiangiogénico associados a modulagcdo da atividade bioldgica dos
receptores tirosina quinases é necessaria para terapias clinicas bem sucedidas (LEE et al.,
2005). Estudo com linhagens celulares de carcinoma hepatocelular apontou a significante
reducdo da fosforilacdo do FGFR-1 e o bloqueio do FGF-2, impedindo a migracdo dessas

células com o uso de TKI-258 (SANDHU, BAICHOO e ROBERTS, 2014).

O TKI-258 ainda ndo estd disponivel comercialmente. Estudos clinicos com tumores
pancreaticos (ZHANG et al., 2014), de mama e renais (ROBAK e ROBAK, 2012) ja foram
relatados. Estudos clinicos de primeira fase em humanos estdo sendo realizados para
determinar a dose méaxima tolerada e os limites de toxicidade do TKI-258 em pacientes com

tumores sélidos em estdgios avancados (SARKER et al., 2008).
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3.HIPOTESE
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O tratamento com TKI-258 em células de carcinoma epidermoide oral SCC-4 leva a

desorganizagao do citoesqueleto de actina, inibicao da migragdo e da invasao celular.
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4.0BJETIVOS
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4.1. Objetivo geral
- Avaliar o efeito do tratamento com TKI-258 sobre a motilidade de células de carcinoma

epidermoide oral SCC-4.

4.2. Objetivos especificos
- Avaliar o efeito do tratamento com TKI-258 sobre o citoesqueleto de actina em células de
carcinoma epidermoide oral SCC-4, por meio de marcacdo com rodamina conjugada a

faloidina.

- Comparar o numero de células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 que migraram em

ensaio de migracdo tridimensional.

- Comparar o numero de células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 que invadiram a

membrana recoberta com Matrigel™ em ensaio de invasdo celular tridimensional.
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5.MATERIAL E METODOS
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5.1. Casuistica

Foram utilizadas células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral humano da
ATCC® (American Type Culture Collection) obtidas do banco de células da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Por se tratar de estudo com linhagem de células
comercialmente disponiveis, este projeto de pesquisa foi dispensado da aprovacao do

Comité de Etica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (Anexo 1).

5.2. Reagentes

O inibidor TKI-258 foi obtido da Selleck Chemicals (Houston, TX). O Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM), Penicilina, Estreptomicina, L-Glutamine, Dimethylsulfoxide
(DMSO0), 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), bovine serum albumin (BSA), Triton X-100
0,2%, paraformoldeido e os sais foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). A
hidrocortisona foi obtida da Ariston (Sdo Paulo, SP). O HAM-F12 Nutrient Mixture (HAM-
F12) e o soro fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Invitrogen (Grand Island, NY) e da
Cultilab (Campinas, SP), respectivamente. A rodamina conjugada a faloidina foi obtida da
Molecular Probes (Eugene, OR) e o Vectashield® da Vector Laboratories (Burlingame, CA,

EUA). O Instant Prov Newprov® foi obtido da Newprov (Pinhais, PR).

5.3. Cultura das células de carcinoma epidermoide oral SCC-4
As células SCC-4 foram cultivadas em garrafas, contendo meio DMEM 1:1 HAM F12, SFB
10%, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 400 ng/mL de hidrocortisona

e 10 pL/mL de glutamina em incubadora Umida com atmosfera 5% C0,/95% ar a 37°C.

5.4. Avaliacao do citoesqueleto de actina

Para analise do efeito do TKI-258 sobre o citoesqueleto de actina das células SCC-4, a F-
actina foi evidenciada com rodamina conjugada a faloidina. Cerca de 1x10* células SCC-4
por poco foram semeadas em Matrigel™ (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) 1:2 meio
sobre laminulas em placa de seis pocos recobertas, em triplicatas. As células controle e as
células tratadas com trés concentragcbes TKI-258 (1 uM, 5 uM e 10 uM) foram incubadas

por 24 horas em incubadora Umida com atmosfera 5% C0,/95% ar a 37°C.
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As células foram lavadas com D-PBS (KCl 2,67 mM, KH,POs 1,47 mM, NaCl 138 mM,
NazHPO*7H,0 8,1 mM) por duas vezes com duracdo de cinco minutos cada lavagem. A
fixacao foi feita com paraformaldeido 4% por uma hora. Foi feita a permeabilizacdo com D-
PBS/Triton X-100 0,2% por cinco minutos. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com
BSA 3% por 20 minutos. Foi realizada lavagem por 10 minutos com D-PBS por duas vezes.
A evidenciagdo da F-actina foi feita com rodamina conjugada a faloidina, 1:100 D-PBS por
30 minutos a temperatura ambiente e em ambiente escuro. Lavagem com D-PBS por cinco
minutos por duas vezes. A evidenciagao dos nucleos foi feita com DAPI 1:500 a temperatura
ambiente e em ambiente escuro por 5 minutos. Apds lavagem com D-PBS por cinco
minutos por duas vezes, as laminas foram montadas com Vectashield®. Os resultados

foram analisados em toda a extensdo das laminulas.

5.5. Ensaio de migragao celular

Em cada poco superior da placa de migracdo celular (BD BioCoat™ 24-well plate, 8,0 um,
BD Bioscience, Bedford, MA), foram semeadas 1x10* células SCC-4 em triplicatas: controle
e tratadas com TKI-258 nas concentracdes de 1 uM, 5 uM e 10 pM. Nos pocos inferiores,
foi adicionado meio contendo SFB 20%. As placas foram incubadas por 24 horas em

incubadora Umida com atmosfera 5% C0,/95% ar a 37°C.

O meio dos pocos superiores foram descartados e as células que ndo migraram foram
removidas com swab. As células que migraram através da membrana foram fixadas com
Metanol 30% por 30 segundos e coradas com Instant Prov Newprov®, conforme instrugdes

do fabricante.

5.6. Ensaio de invasao celular

Em cada pogo superior da placa de invasdao celular com membrana recoberta com
Matrigel™ (BD Matrigel™ Invasion Chamber 24-well plate, 8,0 um, BD Bioscience, Bedford,
MA) foram semeadas 1x10° células SCC-4 em triplicatas: controle e tratadas com TKI-258
na concentracdo de 5 uM. Nos pocos inferiores, foi adicionado meio contendo SFB 20%. As
placas foram incubadas por 24 horas em incubadora Umida com atmosfera 5% C0./95% ar

a 37°C.
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O meio dos pocos superiores foram descartados e as células que ndo invadiram a
membrana recoberta com Matrigel™ foram removidas com swab. As células que migraram
através da membrana foram fixadas com Metanol 30% por 30 segundos e coradas com

Instant Prov Newprov®, conforme instrucdes do fabricante.

5.7. Morfometria
A contagem das células foi feita em toda drea da membrana para avaliar o efeito do TKI
sobre a migracdo celular e, em 10 campos aleatérios da membrana recoberta com

Matrigel™ para avaliar o efeito do TKI-258 sobre a invasdo celular, com objetiva de 20x.

5.8. Analise estatistica
Os resultados obtidos neste estudo foram analisados com o programa IBM SPSS 16.0°
(Chicago, IL, USA) e os graficos foram gerados através do programa GraphPad Prism (San

Diego, CA, USA).

Os dados obtidos pela avaliagdo da migragdo celular foram analisados com o teste de
homogeneidade de varidancia de Levene, andlise de varidncia (ANOVA) e pds-teste de
Tukey. E, os resultados da avaliacdo da invasdo celular foram analisados com o teste

Kolmogorov-Smirnov e teste t.

As diferencgas foram consideradas significativas quando p<0,05.

5.9. Observagao e obtengao de imagens

As imagens das células analisadas nos ensaios de migracdo e invasdao foram obtidas em
microscopio invertido AXIO Vert Al (Zeiss®, Gottingen, Lower Saxony, Germany). As
imagens de fluorescéncia foram obtidas em microscépio confocal de varredura a laser LSM
510 Meta (Zeiss®, Gottingen, Lower Saxony, Germany). Os pardmetros de intensidade dos
lasers foram fixados para analise de todas as amostras. As figuras foram montadas com o

programa Photoshop 7.0.1°.
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6.RESULTADOS
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6.1. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre a organizac¢ao do citoesqueleto de actina de

células de carcinoma epidermoide oral SCC-4

Para avaliar o efeito do TKI-258 sobre a organizagao do citoesqueleto de actina das células
SCC-4 foram tratadas com as concentracdes de 1 uM, 5 uM e 10 uM de TKI-258 por 24

horas. As células foram cultivadas em Matrigel™ para analise tridimensional.

A células SCC-4 controle apresentavam citoplasma abundante e os nucleos esféricos
tinham cromatina evidente. A maioria das células apresentou polarizagdao celular. O
citoesqueleto de actina estava bem desenvolvido, com filamentos de actina, e cortex

celular evidentes. Foram vistos filopddios na maioria das células controle (Figura 1A).

O tratamento com TKI-258 na concentracao de 1 uM resultou em células com morfologia
arredondada e citoplasma reduzido. Os nucleos foram vistos sem alteragdes evidentes. O
cortex celular estava conservado. Em algumas células, os filopddios estavam presentes.
N3do foram vistos filamentos de actina continuos quando comparado as células controle,

esses apresentaram uma desorganizagdo na sua estrutura (Figura 1B).

Células SCC-4 tratadas com TKI-258 na concentracdo de 5 uM, também, apresentaram
morfologia arredondada, citoplasma reduzido, e niucleo sem alteracao. Também, o cértex
celular era evidente, raros filopddios foram vistos, e a F-actina tinha aspecto desorganizado

(Figura 1C).

As células tratadas com TKI-258 na concentracao de 10 uM apresentaram: morfologia
arredondada, citoplasma reduzido, nucleo sem alteracdo evidente, cértex celular
preservado, nao foram vistos filopddios, e os filamentos de actina apareceram

desorganizados (Figura 1D).
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Figura 1. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre a organizacio do citoesqueleto de actina de células de
carcinoma epidermoide oral SCC-4.

Imagens compactadas em trés planos obtidas da varredura sequencial por microscopia confocal de varredura
a laser do citoesqueleto de actina evidenciado com rodamina conjugada a faloidina (vermelho) e nucleos com
DAPI (azul). (A) Células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258: 1 uM (B), 5 uM (C) e 10 uM (D) por 24 horas.
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6.2. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre a migrac¢ao celular em células de

carcinoma epidermoide oral SCC-4

Para avaliar o efeito do TKI-258 sobre a migracao celular, as células SCC-4 controle e
tratadas em trés concentragdes: 1 uM, 5 uM e 10 uM que migraram através da membrana

foram contadas apds 24 horas de incubagao.

O tratamento com TKI-258 inibiu o niumero de células migratérias [F (3, 10) = 97,749,
p<0,0001)], uma vez que quando comparado ao nimero de células controle (536,00+10,44
células), o numero de células tratadas que migraram foi significativamente menor nas trés
concentracdes estudadas: 1 uM (400,33+27,39 células, p<0,001), 5 uM (283,67+35,13
células, p<0,0001) e 10 uM (168,50+17,67 células, p<0,0001). O percentual de reducdo das
células migratdrias tratadas com TKI-258 em relagao as células controle foi de: 25,3% nas
células tratadas com 1 uM, 47,1% nas células tratadas com 5 uM e reducdo de 68,6% nas

tratadas com 10 uM (Figura 2).

O efeito inibitério sobre a migracdo dessas células foi dependente da concentracdo do TKI-
258, tendo em vista que houve diferenca estatistica entre o nimero de células migratoérias
tratadas com: 1 uM e 5 uM (p<0,05), 1 uM e 10 uM (p<0,0001), 5 uM e 10 uM (p<0,05),

Figura 2.
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Figura 2. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre a migracao celular em células de carcinoma epidermoide
oral SCC-4.

Células migratdrias contadas no ensaio de migragdo celular: controle (A) e tratadas com TKI-258: 1 uM (B), 5
MM (C) e 10 uM (D). (E) Nimero de células que migraram através da membrana. ANOVA, p<0,001 e pds-teste
de Tukey: Cvs TKI 1 uM (p<0,001), C vs TKI 5 uM (p<0,0001), C vs TKI 10 uM (p<0,0001), TKI 1 uM vs TKI 5 uM
(p<0,05), TKI 1 uM vs TKI 10 uM (p<0,0001), TKI 5 uM vs TKI 10 uM (p<0,05).
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6.3. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre a invasao celular em células de carcinoma

epidermoide oral SCC-4

Para avaliar o efeito do TKI-258 sobre a invasao celular, as células SCC-4 controle e tratadas
com na concentracdo de 5 uM que invadiram a membrana recoberta com Matrigel™ foram

contadas apds 24 horas de incubacgao.

O tratamento com TKI-258 reduziu o numero de células que invadiram a membrana
recoberta com Matrigel™ [t(5)=6,708, p<0,001)]. O nimero de células tratadas com TKI-
258 a 5 uM (3.8343+85,99) foi significativamente menor que o niumero de células controle
(6.1427+140,79), indicando que ocorreu uma redugdo de 37,6% da invasdo celular (Figura

3).

C 8000+
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I

Figura 3. Efeito do tratamento com TKI-258 sobre invasdo celular em células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral.

Células que migraram através da membrana recoberta com Matrigel™ no ensaio de invasdo celular: (A)
controle e (B) tratadas com TKI-258 na concentragdo 5 uM. (C) Nimero de células que migraram através da
membrana recoberta com Matrigel™. Teste t, p<0,001.
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7.DISCUSSAO
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Este estudo demonstrou por meio de ensaios tridimensionais que o tratamento com TKI-
258, inibidor de FGFRs, VEGFRs e PDGFRs, exerce um efeito inibitério sobre a motilidade
celular, afetando a organizacdo dos filamentos de actina, a migracdo celular, a invasao
celular em carcinoma epidermoide oral. Foi avaliado o efeito do TKI-258 sobre a migragao
e invasao celular, pois, sdo dois processos distintos. As células podem se movimentar sem
invadir os tecidos adjacentes, a capacidade de migrar é uma condigdo prévia a invasao, nao
ha invasdo sem migracdo. Migracdo é a capacidade das células em alterar suas posicdes
dentro dos tecidos e atingirem drgaos a distancia de maneira dirigida, enquanto invasao
celular é a capacidade das células tumorais atravessarem barreiras teciduais, rompendo a
membrana basal e infiltrando para tecidos subjacentes (KRAMER et al., 2013).

Estudos com linhagens celulares tumorais permitem a avaliagdo de mecanismos
moleculares que possam contribuir para o desenvolvimento de metdstases ou que
funcionem como marcadores progndsticos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Neste estudo,
foram utilizadas células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de lingua
moderadamente diferenciado, visando demonstrar o efeito inibitério do TKI-258 sobre os
processos biolégicos envolvidos na motilidade celular: organizacdo do citoesqueleto de
actina, migracao e invasao celular.

Os microfilamentos sao estruturas poliméricas que se reorganizam interagindo com varias
proteinas e moléculas sinalizadoras (FIFE, MCCARROLL e KAVALLARIS, 2014). O
citoesqueleto de actina é responsavel pela manutenc¢ao da morfologia, polaridade celular,
trafego intracelular, divisdao e motilidade celular (WINDER e AYSCOUGH, 2005). A migracao
celular acontece em varias etapas integradas, seu inicio depende da formacgdao de
estruturas protrusivas na membrana celular (POLLARD e BORISY, 2003), resultantes da
reorganizacdo do citoesqueleto de actina (FIFE, MCCARROLL e KAVALLARIS, 2014).

A actina é um componente essencial no citoesqueleto de células eucariéticas (WINDER e
AYSCOUGH, 2005), seus filamentos contribuem para diversas atividades celulares que
derivam de interacGes entre suas isoformas. Existem as formas de actina nas células:
monomérica (G-actina) e polimérica (F-actina), que hidrolisam a ATP em adenosina
difosfato (ADP) liberando um fosfato inorganico (Pi), permitindo a incorporacdo da actina

em um filamento crescente (GUNNING, O'NEILL e HARDEMAN, 2008).



52

Sinais originados no meio extracelular interferem na regulacdo dindmica do citoesqueleto
de actina através da transducgado de sinal nas vias, que regulam diretamente esse processo.
Hormoénios, substancias biologicamente ativas e fatores de crescimento sdo exemplos de
moléculas sinalizadoras que promovem as reorganiza¢des do citoesqueleto de actina
(HUNG e TERMAN, 2011). Por inibir receptores de fatores de crescimento (FGFRs, PDGFRs
e VEGFRs), o tratamento com TKI-258 levou as células a apresentarem uma desorganizagao
no citoesqueleto de actina.

Este estudo mostrou que ocorre uma redugdo da formacgao de filopddios em células SCC-4
tratadas com TKI-258 nas trés concentragdes testadas. Lamelipddios e filopddios sao
projecdes da membrana formadas apds os rearranjos do citoesqueleto de actina e que
promovem a migrac¢ao celular. A formac¢ao dos lamelipédios acontece com a polimerizagao
de filamentos de actina na borda das células, alongando os filamentos dessa regido e tendo
como resultado protrusdes da membrana (CASE e WATERMAN, 2015). Os filopddios sdo
saliéncias da membrana plasmatica, formadas pela polarizacdo de filamentos de actina que
permitem as células identificarem as caracteristicas do ambiente em que encontram. Sdo
estruturas que desempenham papéis na cicatrizacdo de feridas, adesdo a matriz
extracelular e tem papel na migracdo celular ja que através de substancias quimioatrativas
determinam a direcdo em que a célula deve se movimentar (ARJONEN, KAUKONEN e
IVASKA, 2011; CHANG et al., 2016).

A dinamica do citoesqueleto é regulada pela via de sinalizagdo da familia das GTPases Rho
consequentemente influenciam na migracao celular mas também regulam processos como
polaridade e ciclo celular (JAFFE e HALL, 2005; HALL, 2012). As GTPases Rho: Rho, Rac e
Cdc42 regulam vias de transducdo de sinal, se ligando a receptores na membrana
plasmatica para montagem de distintas estruturas dos filamentos de actina (ETIENNE-
MANNEVILLE e HALL, 2002; VEGA e RIDLEY, 2008; HALL, 2012). Os membros RhoA, RhoB e
RhoC da subfamilia Rho se ligam as proteinas ROCKS, suas efetoras, que atuam na
manutencado do cértex celular (HALL, 2012). As proteinas Rac quando ativadas se ligam as
proteinas efetoras do complexo WAVE e promovem reorganizacdo do citoesqueleto de
actina com a formacdo dos lamelipddios (RIDLEY, 2015). A formacdo dos filopddios
acontece pela interacdo de Cdc42 ativada as suas efetoras mDia (RIDLEY, 2015) e a

proteinas do complexo WASP (FARHAN e HSU, 2016). As vias dos FGFRs, PDGFRs e VEGFRs,
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gue neste estudo foram bloqueadas pelo TKI-258, provavelmente tém papel na ativacdo
da sinalizacao de Cdc42 e suas efetoras, ja que nas células tratadas a formacao de filopddios

foi reduzida.

A presenca de assimetria no interior das células resulta em polaridade celular, para que as
células desempenhem funcdes especificas ja que a distribuicdo espacial de suas organelas
sofre alteragdes (MACK e GEORGIOU, 2014). A polaridade apico-basal é essencial para a
manutencdo dos tecidos ja que sdo importantes para a proliferacdo de células epiteliais
normais. Falhas na polaridade d4pico-basal estdo relacionados a varias doengas,
especialmente ao cancer (LO, HAWROT e GEORGIOU, 2012). As GTPases Rac e Cdc42
guando ativadas polimerizam a actina e proporcionam o movimento celular para frente,
enquanto RhoA atua na porg¢do oposta promovendo a contragao das fibras de actomiosina
(RIDLEY et al., 2003). Neste estudo, as células controle apresentaram polaridade celular,
com citoplasma abundante e nucleos excéntricos, enquanto as células tratadas mostraram
nucleos centrais e morfologia arredondada, possivelmente a atuacdo do TKI-258 inibindo a
transdu¢ao de sinal da via da GTPase Cdc42 pode ter sido a causa para a perda da

polaridade celular.

Este estudo mostrou que as células tratadas com TKI-258 adquirirem morfologia
arredondada. A reorganizacdao dos filamentos de actina é essencial para possibilitar a
motilidade celular (GUNNING, O'NEILL e HARDEMAN, 2008). H4 diferencas na migracdo
celular mesenquimal e na ameboide. O fenétipo celular é alterado de acordo com o tipo de
migracado das células, sendo comum nesses dois tipos de migracao a perda total do contato
célula-célula. Na migracdao mesenquimal as células apresentam morfologia alongada, e tem
associadas a protrusdo de filamentos de F-actina. Na migracdo ameboide as células
apresentam morfologia arredondada (SAHAI e MARSHALL, 2003; ANETA et al., 2016), como
a observada neste estudo nas células tratadas com TKI-258. A migracdo ameboide também
promove alteracbes na adesao das células a matriz extracelular, indicando um estado de
desdiferenciacdo celular (ANETA et al., 2016).

O crescimento tumoral inicial acontece apds a ativacdo de oncogenes e a inativacdo de
genes supressores de tumor, conferindo as células tumorais uma resisténcia a apoptose.
As células metastaticas desencadeiam varias etapas para se alojarem em sitios distantes. A

perda de adesdo célula-célula resulta em um desprendimento das células neoplasicas de
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suas limitacdes e as células sofrem transicdo epitélio-mesenquimal. Um perfil invasivo das
células tumorais é expresso através da sintese de proteases, a célula metastatica se
desprende do sitio tumoral primario e adentra em vaso sanguineo, formado durante a
progressao do tumor, rompendo a membrana basal vascular e o revestimento endotelial
(ALBINI e NOONAN, 2010), por isto, utilizamos, neste estudo, o modelo de ensaio de
invasdo celular com membrana recoberta com Matrigel™.

O extravasamento da célula metastdtica para o vaso acontece em conjunto com iniUmeras
células que tem potencial heterotipico. Durante o desenvolvimento do tumor, mudancgas
imunoldgicas ocorrem nas células primarias conferindo resisténcia as turbuléncias e a
vigilancia imunoldgica, contribuindo para a sobrevivéncia das células tumorais no sistema
circulatério. Citocinas e quimiocinas do sitio pré-metastatico podem induzir o
extravasamento das células tumorais para locais distantes do tumor primario (ALBINI e
NOONAN, 2010). Neste estudo, foi utilizada uma concentracdo maior de SFB como
guimioatrativo para as células SCC-4, ja que o SFB possui fatores de crescimento em sua
composicdo (ZHENG et al., 2006). Aglomerados de células tumorais se formam no tecido
alvo e invadem o microambiente local por pressao fisica, reiniciando o ciclo de progressao
e completando o processo de metdstase (ALBINI e NOONAN, 2010).

Para que ocorra a migracao, as células devem interagir com a matriz extracelular enquanto
para invadir as células necessitam de adesdo, protedlise de componentes da matriz
extracelular e, entdo, migrar (KRAMER et al., 2013). A migracao celular desempenha papel
crucial em varios fen6menos bioldgicos como na embriogénese, na renovagao da pele e na
vigilancia imunolégica (LAUFFENBURGER e HORWITZ, 1996), mas, também em processos
patoldgicos como doencas inflamatdrias, vasculares e a formacdo de tumores e metdstases
(HORWITZ e WEBB, 2003). InteragBes reciprocas entre o microambiente e as células
tumorais contribuem para a sobrevivéncia, proliferacdo e migracao das células tumorais
(SLEEMAN et al., 2012).

Além de ser uma neoplasia epitelial extremamente invasiva e com graus de diferenciacado
histolégica, o carcinoma epidermoide oral possui grande potencial para metdstases,
principalmente via vasos linfaticos para os linfonodos cervicais. Neste tumor, as metdastases
mais comuns sao em: linfonodos, pulmado, ossos e cérebro (BROUMAND, LOZANO e

GOMEZ, 2006). Os resultados obtidos neste estudo sugerem que o TKI-258 é um potencial
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tratamento antimetastdtico para carcinoma epidermoide oral, possivelmente pela inibicao
da vias dos FGFRs, PDGFRs e VEGFRs.

A atividade inibitdria do TKI-258 na sinalizacdo dos FGFRs parece ser mais eficaz quando as
células tumorais tém uma maior expressao de FGFR-2, como descrito num estudo que
utilizou linhagens de células pancreaticas tratadas com TKI-258 por trés dias (ZHANG et al.,
2014). A poténcia de inibi¢ao bioquimica da fosforilagdo do VEGFR-2 e do PDGFR[ é similar,
e a inibicdo da fosforilacdo do FGFR-1 é trés vezes menos potente, in vitro, pelo TKI-258.
Além desses receptores, o TKI-258 também inibe o VEGFR-1/3 e FGFR-3 (RENHOWE et al.,
2009). O TKI-258 também foi relatado com inibidor dos receptores VEGFR-1/2, FGFR-1/3 e
PDGFRP (LEE et al., 2005; ANDRE e CORTES, 2015), FGFR-2 (DEY et al., 2010), bFGFR, PDGFR
e VEGFR (ZANG et al., 2015). A inibicao dos receptores FGFR-1 e FGFR substrato 2a (FRS2a)
também ja foi relatada (HUYNH et al., 2012).

Os receptores de fatores de crescimento possuem um dominio proteina quinase para
fosforilacdo da tirosina. Quando ativados pela ligacdo do fator de crescimento ao seu
receptor especifico, regulam diversos fenbmenos celulares como prolifera¢do celular,
diferenciacdo, progressao do ciclo celular, sinalizacdo de neurotransmissores, resposta
imune, acdo da insulina e transcricdo génica. A ativacdo das proteinas efetoras é feita de
duas formas distintas pelos receptores tirosina quinases. Por meio da ligacao da proteina
efetora com uma fosfotirosina do receptor auxiliando a fosforilagao pela sua quinase. A
segunda acontece em virtude da estreita proximidade dos efetores junto a membrana,
apenas a ligacdo com o receptor promove a atividade da célula em virtude da aproximacao
dos efetores com seus substratos (HUNTER, 2014). Os receptores tirosina quinases sao
proteinas transmembranares do tipo | com um dominio extracelular e outro intracelular
gue inclui um dominio catalitico da tirosina quinase, onde ocorre a autofosforilagao. Em
resposta a ligacdo de uma proteina ligante no dominio extracelular, como um fator de
crescimento, por exemplo, a atividade do receptor tirosina quinase é aumentada,
induzindo a dimerizacdo e fosforilagdo intermolecular (LEMMON e SCHLESSINGER, 2010).
Ha diferencas em detalhes especificos entre as subfamilias dos receptores tirosina quinases
(HUNTER, 2014).

A superexpressao de FGFR3b foi constatada através de ensaios de imunohistoquimica em

amostras de carcinoma epidermoide oral (ZHANG et al., 2005). Os FGFs e seus receptores
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participam de importantes vias de sinalizacdo envolvidas na carcinogénese, que incluem:
proliferagdo, sobrevivéncia e migracao celular. Entretanto, foram descritas fungdes
supressoras tumorais pela sinalizacdo dos FGFRs, como a protecdo a danos celulares,
vigilancia imunoldgica e diferenciagdo (TURNER e GROSE, 2010). Além disso, exercem
varias funcées como emissdes de sinais de desenvolvimento, manutencdo da homeostase
dos tecidos, regulagdo dos processos metabdlicos, angiogénese, cicatrizacao, reparo
tecidual entre outras (CHOI et al., 2001; BELOV e MOHAMMADI, 2013; FEARON, GOULD e
GROSE, 2013). Embora os resultados deste estudo ndo permitam a identificagcdo precisa de
qual via de receptores tirosina quinases foi a responsdavel, possivelmente a via dos FGFRs
inibida pelo TKI-258 nas células SCC-4 pode ter contribuido para a reducdo da migracao
e/ou invasdo celular.

A familia FGF é composta de 18 proteinas, dispostas em cinco subfamilias de acdo paracrina
e uma de acado enddcrina, que desempenham suas fung¢bes ao se ligar com os FGFRs
(MOHAMMADI, OLSEN e IBRAHIMI, 2005; GOETZ e MOHAMMADI, 2013). Os FGFRs sdo
receptores tirosina quinases, codificados por quatro genes diferentes em mamiferos (FGFR-
1, FGFR-2, FGFR-3, FGFR-4). A expressdo desses receptores acontece em varios tipos
distintos de células e tecidos (ITOH e ORNITZ, 2004; AHMAD, IWATA e LEUNG, 2012; GOETZ
e MOHAMMADI, 2013). Ha muitas semelhancas na estrutura dos FGFRs, especialmente nos
dominios tirosina quinases que sao altamente conservados e nos subconjuntos de ligantes
gue induzem sua ativacao, além disso, os receptores parecem ter diferentes capacidades
de sinalizacdo (AHMAD, IWATA e LEUNG, 2012). A ativacdo dos FGFRs acontece quando
duas moléculas de FGF juntamente com os proteoglicanos de sulfato de heparano,
estabelecem uma ligacdo com os receptores em sua porcdo extracelular e ocorre a
dimerizacdao que promove mudanca conformacional na estrutura do receptor, ativando-o.
A atividade da quinase do receptor e a transducao do sinal aumenta de 50 a 100 vezes,
principalmente na via MAPK, que resulta em crescimento celular, diferenciagao,
sobrevivéncia e migracdo (ORNITZ e ITOH, 2001).

Em amostras de carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, laringe e uma Unica amostra
de lingua, a expressao das isoformas PDGFRa e PDGFR[ de PDGFRs foi detectada, por meio
de imunohistoquimica (ONGKEKO et al., 2005). PDGFRa e PDGFRP possuem distintos

padrdes de expressao e fun¢des, o PDGFRa estimula o crescimento celular, estimulagdo da
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borda celular e perda de fibras de stress, estimula ou inibe a quimiotaxia em células como
fibroblastos e células de musculo liso, fraca estimulacdao sobre a mobilizacao de calcio,
enquanto o PDGFB estimula: o crescimento celular, perda de fibras de estresse, a
quimiotaxia e realiza mobilizacao de cdlcio e inibe a comunicagao de jungdes comunicantes
e a apoptose (HELDIN e WESTERMARK, 1999).

A sinalizagao autécrina do PDGF exerce um papel na invasdo e metdstase de neoplasias
epiteliais, enquanto a sinalizacdo pardcrina parece realizar recrutamento de diferentes
tipos de células do estroma. O estroma vascular parece ter influéncia em metastases bem
como células ndo estromais que também atuam sobre o crescimento das células
neoplasicas, sobrevivéncia e metastases (ANDRAE, GALLINI e BETSHOLTZ, 2008).

Doencas que envolvem proliferacao celular, como muitos tipos de neoplasias, inflamacao,
fibrose pulmonar e aterosclerose, possuem uma evidente sinalizagdo PDGF-PDGFR, que
também ocorre rapidamente durante o reparo de feridas (OSTMAN, 2004). Os PDGFs
compdoem uma familia de quatro tipos (PDGF A, B, C e D) e se ligam aos receptores tirosina
quinases, PDGFRa e PDGFRPB (DEMOULIN e ESSAGHIR, 2014). PDGF-A, PDGF-B e PDGF-C se
ligam a PDGFRa, enquanto o PDGF-B e PDGF-D se ligam ao PDGFRpB, promovendo a
autofosforilacdo (KIM et al., 2012). Tendo em vista que a via de sinalizagdo do PDGFRs tém
sido relacionada com a regulacdo das fibras de estresse e formagdao metastases,
provavelmente a inibicdo pelo TKI-258 dos PDGFRs nas células SCC-4 pode ter contribuido
para o efeito inibitério da migracdo e/ou invasdo celular.

A expressdo dos receptores de VEGF era descrita apenas em células endoteliais,
posteriormente, sua expressao foi descrita em células tumorais (GOEL e MERCURIO, 2013),
sendo considerado um possivel biomarcador para progndstico (OLIVEIRA e RIBEIRO-SILVA,
2011). Em carcinoma epidermoide oral, por meio de imunohistoquimica, a superexpressao
das trés isoformas de VEGFR foi detectada em 88% das amostras sendo VEGFR-3 expresso
em 60% das amostras, VEGFR-1 em 56% e o VEGFR-2 foi o menos expresso sendo
identificado em 42% das amostras (PIANKA et al., 2015). O VEGF é produzido em resposta
aos estimulos ambientais, oncogenes e a fatores de crescimento, essa via de sinalizacdo
VEGF-VEGFR atua em diferentes processos tumorais como a proliferacdo, migracdo e
invasao dessas células além da permeabilidade vascular e neovascularizacdo, sendo as vias

MAPK e PI3K-AKT sdo as mais ativadas (VASSILAKOPOULOU, PSYRRI e ARGIRIS, 2015). As
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isoformas do VEGF interagem com os VEGFRs, induzindo as vias de transducdo de sinal e
gerando respostas diferentes, que promovem um rdpido crescimento do tumor
relacionado a sua prépria angiogénese (KOWANETZ e FERRARA, 2006). Embora a via de
sinalizacdo do VEGFRs pareca estar mais envolvida no processo de angiogénese, alguns
autores relataram seu envolvimento na migragao e invasao celular, por isto, ndo pode ser
descartado um possivel papel dessa via na inibi¢do da migragdo e invasao celular vista neste
estudo.

Os VEGFRs apresentam trés isoformas, VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3 que desencadeiam a
sinalizacdo celular ao realizar as ligagOes especificas com os VEGFs. Os receptores VEGFR-1
e VEGFR-2 tém sido descritos como mediadores de fun¢des mitogénicas e inducdo de
angiogénese, e o VEGFR-3 desempenha papel importante na linfoangiogénese
(AHLUWALIA et al., 2013), tem papel na regulacdo da embriogénese, do crescimento do
esqueleto, das fun¢des reprodutoras e atuam na angiogénese fisiologica além de papel
primordial no desenvolvimento e na diferenciacdo do sistema vascular (FERRARA, GERBER
e LECOUTER, 2003). O VEGF participa da regulacdo da angiogénese patoldgica, relacionada
as neoplasias e as doencas neovasculares intraoculares. Sua acdo ocorre com sua ligacdo
aos receptores tirosina quinase VEGFR-1 e VGFR-2, que tem diferencas significativas nas
vias de sinalizacdo (FERRARA, GERBER e LECOUTER, 2003).

Durante a tumorigénese, muitos receptores tirosina quinases, incluindo os receptores de
fatores de crescimento, ficam desregulados e terapéuticas com pequenas moléculas alvo
destas quinases sdo estudadas em virtude dos efeitos diretos nas células tumorais. A
maioria desses inibidores sdo moléculas de tirosina quinases miméticas ao ATP (Imai e
Takaoka, 2006) e, portanto, inibem a atuacao dos receptores tirosina quinases por terem a
capacidade de se ligar por pontes de hidrogénio ao sitio correspondente a ligacdao do ATP
(LIANG et al., 2013). Muitos inibidores de pequenas moléculas tirosina quinase multialvos
para os receptores dos fatores de crescimento FGF, PDGF e VEGF tém sido desenvolvidos
para terapéutica de cancer e estdo sendo avaliados em estudos pré-clinicos (RENHOWE et
al., 2009). O inibidor TKI-258 avaliado neste estudo é uma destas pequenas moléculas de
ligacdo a alvos multiplos.

A acdo antitumoral do TKI-258 ocorre através da inibicdo direta de FGFRs e PDGFRs, e sua

atividade antiangiogénica é por inibicdo desses receptores e do VEGFRs (LEE et al., 2005),
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através da ligacdo ao sitio do ATP nesses receptores tirosina quinases (GOTINK e VERHEUL,
2010). H4 uma complexidade destas vias de transducao de sinal e da utilizagcdo desses
fatores de crescimento como alvos terapéuticos (FERRARA e ALITALO, 1999). Alguns
autores acreditam que essa multiplicidade de alvos pode indicar uma diminui¢ao da
eficicia desses inibidores (AHMAD, IWATA e LEUNG, 2012), outros que essa a¢gao multi-
alvos levam a uma eficacia ampla, devido ao envolvimento de multiplas vias de sinalizagdo
(GOTINK e VERHEUL, 2010). O uso de um inibidor multi-alvos neste estudo impossibilitou a
identificacdo de qual a via de sinalizagao foi responsavel pela regulacao de cada processo
bioldégico avaliado, ou ainda, se o bloqueio de mais de uma das vias levou aos resultados
obtidos.

Embora inibidores tirosina quinase de FGFRs estejam em desenvolvimento, todos também
inibem os VEGFRs, em virtude da semelhanca estrutural dos seus dominios (AHMAD,
IWATA e LEUNG, 2012). O VEGF tornou-se um alvo terapéutico de estratégias anti-
neoplasicas, em virtude da inibicdo do crescimento tumoral ao bloquear o estimulo desse
fator de crescimento (FERRARA e ALITALO, 1999). Recentemente, o interesse em terapias
anti-angiogénicas interferindo em fatores endoteliais como o VEGF e o FGF tém atraido
muitas atengdes nas novas terapias contra neoplasias, porém novas evidéncias apontam a
participacdo do receptor PDGF na angiogénese tumoral (OSTMAN, 2004).

Este estudo demonstrou pela primeira vez que, em carcinoma epidermoide oral, o
tratamento com TKI-258 por 24 horas inibiu a migra¢cdao e a invasao celular, utilizando
ensaios de migragdo e invasao celular tridimensionais em concordancia com o descrito
previamente para linhagens celulares diferentes. Utilizando os mesmos tipos de placas, a
migracao e a invasao de células de linhagens de cancer de mama foram inibidas pelo
tratamento com TKI-258 por 18 horas (ZANG et al., 2015). O TKI-258 apenas ou associado
ao FGF-1 inibe, enquanto FGF-1 estimula a migracdo de células de cancer pancreatico em
camara modificada de Boyden por 24 horas (TAEGER et al., 2011). Em ensaio de migracado
bidirecional, utilizando linhagens de cdncer colorretal, o tratamento com TKI-258 por 24
horas inibiu a migracdo sozinho ou em combinacdo com Oxaliplatina (GAUR et al., 2014).
A proliferacao celular, expressdao de FGFR-2 e os efeitos do TKI-258 sobre a apoptose e o
ciclo celular foram avaliados em linhagem de células de cancer endometrial apds

tratamento por 72 horas. O ensaio de proliferacdo com placas de cultura tecidual de 24
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pocos mostrou inibicao deste processo de maneira concentracdo-dependente. Por meio de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi avaliada a inibigdo da via de FGFR-2, e através da
citometria de fluxo foi observada a inducdo parada do ciclo celular quando com a inibicao
da vida de FGFR2 (KONECNY et al., 2013).

Em um estudo com linhagens celulares de cancer de bexiga foi demonstrado através da
citometria de fluxo que o tratamento com TKI258 por 24 horas estimulou a apoptose das
células tratadas (LAMONT et al., 2011). Linhagens celulares de cancer de figado foram
tratadas com TKI-258 por 48 horas. As analises por citometria de fluxo indicaram que o
tratamento estimulou a apoptose (HUYNH et al., 2012).

Por meio da implantacdo de células de linhagem de cancer colorretal em camundongo,
estudos demonstraram a inibicdo das vias de sinalizacdo do VEGFR, FGFR, PDGFR apds
tratamento com TKI-258. Os animais com carcinoma colorretal foram tratados com TKI-258
por sete dias e foi verificada, por meio de imunohistoquimica, a diminuicdo da expressao
de VEGF e PDGF, inibicdo da autofosforilacdo de VEGFR e PDGFRp, e reducdo dos volumes
tumorais dependente da dose de TKI-258, possivelmente devido a inibicdo do potencial
angiogénico, especialmente das vias VEGFR e PDGFR. E, in vitro, a inibicdo de FGFR-1,
PDGFRPB e VEGFR-1/2 e, apds tratamento com TKI-258 por trés horas foi observada, através
de PCR e imunoprecipitacdo (LEE et al., 2005). Em camundongos com carcinoma renal
tratados com TKI-258 na dose de 60 mg/kg, foi observada a redugdo da atividade tumoral
de maneira dose-dependente, com redugao de 91% no volume do tumor no grupo tratado
com esse inibidor (ANGEVIN et al., 2013). Nesta pesquisa, a reducdo da migracdo celular
das células tratadas com TKI-258, também, ocorreu de maneira dose-dependente, sendo
gue quanto maior a dose menor foi a taxa de migracdo celular.

Inibidores tirosina quinase constituem uma recente modalidade de terapias com
propensdo para inibir alvos multiplos (KARAMAN et al., 2008). Os resultados obtidos neste
estudo sugerem que um protocolo para o tratamento de carcinoma epidermoide oral
poderia ser estabelecido, futuros estudos serao necessarios para determinar posologia e o
efeito do TKI-258 como droga anti-metastatica. Foi demonstrado, por meio de pesquisa
farmacocinética, que o uso do TKI-258 por via oral apresenta boa biodisponibilidade,

moderada concentracdo plasmatica e bom volume de distribuicdo (SARKER et al., 2008).
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O TKI-258 ainda esta em desenvolvimento, e seus testes clinicos estdo em fases distintas
para cada tipo de neoplasia, por exemplo: fase | de cancer pancreatico (ZHANG et al., 2014),
fase Il de cancer de bexiga (QING et al., 2009), endometrial (KONECNY et al., 2013) e mama
em estagios avancados (ANDRE et al., 2013) e fase Ill carcinoma renal (MOTZER et al.,
2014). Em pacientes com carcinoma renal, em progressdo apesar de estar em tratamento
convencional, tratados com TKI-258 nas concentragGes de 500 mg e 600 mg/dia por 28
dias, cujo protocolo era de cinco dias de uso de medicacdo e dois dias sem medicacao, foi
observada a redu¢do dos niveis séricos de bFGF, receptor do VEGF soluvel (sVEGFR), e
VEGF-2 no décimo quinto dia (ANGEVIN et al., 2013).

Em pacientes, com metdstases de tumores sélidos refratarios ou resistentes a terapia
convencional, tratados com diversas doses de TKI-258, os niveis séricos de VEGF, VEGFR,
FGF, detectados por meio de ELISA, ndo apresentaram diferencas. Os efeitos colaterais
mais relatados com tratamento de TKI-258 nas concentragbes 100 a 175 mg/dia por um
periodo de 28 dias, foram fadiga e toxicidade gastrointestinal (SARKER et al., 2008).
Pacientes portadores de carcinoma adenoide cistico inoperdveis e em progressao
receberam por via oral TKI-258 de 500 mg por cinco dias consecutivos seguidos com pausa
de dois dias por ciclos de 28 dias, e a progressao tumoral foi avaliada por meio de
tomografia computadorizada. A atividade antitumoral do TKI-258 foi fraca num periodo
médio de seis meses de tratamento (KEAM et al., 2015). Em pacientes com melanoma
metastdtico, em estagio avancado, tratados com no minimo 22 doses de TKI-258 de 400
mg a 500 mg, por via oral, em 30 dias, foi observado aumento dos niveis de FGF, VEGF e a
reducdo dos niveis séricos, detectados por ELISA, de sVEGF2 tratamento apds o primeiro
ciclo de medicacdo (KIM et al., 2011).

Embora este estudo tenha sido realizado com células de linhagem de carcinoma
epidermoide oral, os resultados obtidos demonstraram que o inibidor tirosina quinase TKI-
258 exerce um efeito inibitdrio sobre a motilidade celular, provavelmente devido a inibicdo
da via de sinalizagdo dos FGFRs e/ou do PDGFRs e/ou VEGFRs, uma vez que foi utilizado um
inibidor multi-alvos. No entanto, serd imprescindivel que sejam avaliados os efeitos do TKI-
258 sobre outros processos bioldgicos, como: proliferacdo celular e morte celular para ser

prescrito para o tratamento de carcinoma epidermoide oral em humanos.
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8.CONCLUSAO
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O tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 exerceu um efeito inibitério sobre a
motilidade celular, afetando o citoesqueleto de actina, a migra¢ao e a invasdo celular em
linhagem de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de lingua humana
moderadamente diferenciado, por uma ou mais vias de sinalizagdo: FGFRs e/ou do PDGFRs

e/ou VEGFRs.

- O TKI-258 leva as alteragdes morfoldgicas, desorganizando os filamentos de actina e
inibindo da formacdo de filopddios, no entanto, parece ndo afetar o cértex celular na

linhagem SCC-4.

- O tratamento com TKI-258 tem um efeito inibitério sobre as células SCC-4 migratdrias, de

modo concentracdo-dependente.

- O TKI-258 inibe a invasdo de células SCC-4 em membrana recoberta com Matrigel™.
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Ana Palmira Soares dos Santos
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Prezada Coordenadora,

Tendo em vista que ndo havera o envolvimento de seres humanos, solicitamos a
dispensa de Parecer do CEP/UFTM para Projeto de Pesquisa intitulado “Regulagédo de
processos biolégicos em carcinoma epidermoide oral”, utilizando linhagens celulares
disponiveis comercialmente.
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