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RESUMO

O carcinoma epidermoide oral é uma neoplasia epitelial responsavel pela maioria das lesdes
malignas que acometem a regido de cabeca e pescoco. O e o Y-27632 sdo inibidores das
ROCKs, que sdo efetoras das GTPases Rho, e estdo associadas a patogénese e progressao de
tumores humanos. Este estudo visou avaliar o papel funcional das ROCKs na regulacao da
proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral in vitro. Foram quantificadas as
células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral controle e tratadas com HA-1077 (25, 50 e 100
uM) por 6 e 24 horas; e HA-1077 (25, 50 e 100 uM), HA-1077 50 uM e/ou Y-27632 30 uM
por 6 horas, em ensaios de incorporagdao de BrdU e imunoexpressdao de KI-67. Foi
considerado significante p<0,05. O nimero de células SCC-4 tratadas com HA-1077 (25, 50 e
100 uM) que incorporaram BrdU foi significativamente menor que o de células controle em
6 horas [F(3,11) = 107,461, p<0,0001] e 24 horas [F(3,11) = 167,433, p<0,0001], de modo
dose dependente. O numero de células SCC-4 tratadas com HA-1077 (25, 50 e 100 uM), HA-
1077 50 uM e/ou Y-27632, por 6 horas, que incorporaram BrdU [F(5,17) = 443,818,
p<0,0001], e o numero que imunoexpressaram KI-67, também, foi significativamente menor
[F(5,17) = 192,595, p<0,0001], que o de células controle. Os resultados obtidos sugerem que
as proteinas ROCKs desempenham um papel funcional importante na regulacdo da
proliferacdo celular em carcinoma epidermoide oral, uma vez que o HA-1077 e/ou o Y-

27632, inibidores de ROCKs, tém um efeito inibitério sobre a proliferacdao de células SCC-4.

Palavras-chave: carcinoma de epidermoide oral; HA-1077; proliferacdo celular; ROCKs; Y-

27632.



ABSTRACT

The oral carcinoma cell squamous (OSCC) is epithelial cancer responsible for the majority of
malignant lesions affecting the head and neck region. The HA-1077 and the Y-27632 are
inhibitors of the ROCKs which are effector of Rho GTPases, and are associated with
pathogenesis and progression of human tumors. This study aimed to evaluate the functional
role of the ROCKs in the regulation of cellular proliferation of SCC-4 cell line from OSCC.
Control cells and cells treated with HA-1077 (25, 50 and 100 uM) were quantified for 6 and
24 hours; and HA-1077 (25, 50 and 100 uM), HA-1077 50 uM and/or Y-27632 30 uM for 6
hours, in BrdU assays and immunoexpression of KI-67 assays. Was considered significant
p<0.05. The number of SCC-4 cells treated with HA-1077 (25, 50 and 100 pM) that
incorporated BrdU was significantly lower than control cells in 6 hours [F (3.11) = 107.461,
p<0.0001] and 24 hours [F (3.11) = 167.433, p<0.0001], therefore dose dependent. The
number of proliferative SCC-4 cells treated with HA-1077 (25, 50 and 100 uM), HA-1077 50
UM and/or Y-27632, for 6 hours, in BrdU assay [F (5.17) = 443.818, p<0.0001], and in
imunoexpressaram KI-67 assay, also, was significantly less [F (5.17) = 192.595, p<0.0001],
than control cells. The results obtained suggest that the ROCKs play an important functional
role in the regulation of cellular proliferation in OSCC, since both HA-1077 and/or the Y-
27632, inhibitors of ROCKs, have an inhibitory effect on proliferation of SCC-4 cells.

Keywords: oral squamous cell carcinoma; HA-1077; cell proliferation; ROCKs; Y-27632.
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O cancer de boca estd entre os dez mais comuns no Brasil e o terceiro no mundo. A
doenga registra 14 mil novos casos por ano, levando ao 6ébito mais de quatro mil

brasileiros anualmente (Inca, 2016).

Os fatores de risco mais comum sdo o consumo de tabaco, bebidas alcodlicas e o virus
HPV de acordo com a Organiza¢dao Mundial da Saude (OMS). Os homens acima de 40
anos sdo mais acometidos, provavelmente, devido a uma maior exposi¢cdo aos fatores
de risco. O consumo excessivo de tabaco e alcool propicia o surgimento do cancer de
boca. O carcinoma epidermoide oraléotipo mais comum decancer de
boca, representando um problema para a saude publica devido a sua mortalidade,

prevaléncia, incidéncia e sobrevida (Bagan e Scully, 2009; Pulte e Brenner, 2010).

E importante compreender 0s mecanismos que levam ao surgimento das
neoplasias, para se ter melhores métodos para o tratamento do cancer. O bloqueio de
atividades de proteinas e vias de transdugdo de sinal que promovem
a carcinogénese sdo os alvos da terapia para o cancer (Kitajo et al., 2003; Alberts,

2008; Pulte e Brenner, 2010).

As GTPases Rho regulam a mobilidade e adesdo celular. Essas proteinas estdo
envolvidas na organizacao dos filamentos de actina e controlam processos bioldgicos
como proliferacdo, migracdo, adesdo, diferenciacdo, apoptose, citocinese, expressdo
génica, trafego intracelular e progressao do ciclo celular (Pinheiro, 2010; Tseliou et al.,
2016). As proteinas Rho mais bem caracterizadas sao: Rho A, Rho B, Rac 1 e cdc42

(Heasman e Ridley, 2008; Hall, 2012).

Dentre as proteinas efetoras de Rho estdo as proteinas quinases associadas a Rho, ou
proteinas ROCKs, que sdo codificadas pelo gene Rho-associated coiled-coil kinase

(ROCK) e sdo conhecidas duas formas homdlogas, ROCK1 e ROCK2 (Shi et al., 2013).

As ROCKs exibem atividade bioldgica através da fosforilacdo de uma série de alvos,
sendo os principais: a cadeia leve da miosina (MLC), a fosfatase 1 (MYPT1), a miosina
de cadeia leve 2 (MLC2) e as LIM quinases, que regulam a organizacdo do
citoesqueleto de actina, a formacdo de fibras de estresse e a contragdo celular (Kimura

et al., 1996; Ohashi et al., 2000).
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As proteinas ROCK1 e ROCK2 também estdo envolvidas na regulacdao da proliferagao
celular e da citocinese e sdao ativadas durante o ciclo celular, tanto em G1 quanto na
mitose (lzawa et al., 1998). A superexpressio de ROCK1 e ROCK2 aumenta a
proliferagcdo celular e sua ativacdao induz um aumento na expressao de B-catenina,
assim como de seu alvo de transcricdo c-myc, acarretando também, um aumento da
proliferacdo (Kosako et al., 2000). Por outro lado, as proteinas ROCK sdo ativadas
durante a citocinese, contribuindo para a formacdo dos sulcos de clivagem ricos em
actina e a desmontagem dos filamentos intermediarios abaixo do sulco de clivagem
(Matsumura, 2005). A inibicdo de ROCKs causa um atraso na segregacao das células

filhas, sua regulacdo é muito importante na citocinese (Kosako et al., 2000).

Portanto, ROCK1 e ROCK2 induzem inUmeras respostas celulares que envolvem a
regulacdo de muitas proteinas associadas ao citoesqueleto. E cada vez mais evidente
que tais respostas sinalizadas pelas proteinas ROCKs agravam muitos fendtipos
associados ao cancer e outras doencas cardiovasculares, neuroldgicas, de insuficiéncia
renal, asma, glaucoma, osteoporose e de resisténcia a insulina, podendo ser uma
molécula promissora para o tratamento de inUmeras doencas (Olson, 2008; Pan et al.,

2013).

Estudos observaram que inibindo ROCKs com Y27632, a migracdo e a proliferacdo
celular sdo inibidas in vitro e a metastase diminuida in vivo em osso humano (Liu et al.,
2009). Visto que a via de sinalizacdo de ROCK é importante em doencas, além de estar
envolvida em varios tipos de cancer, sua superexpressao induz a metdstase de varios
tipos de tumores; e a inibicdo da via de ROCK poderia diminuir significativamente o
crescimento tumoral em modelos in vitro e in vivo (Pan et al., 2013). Este estudo visou
avaliar o papel funcional das ROCKs na regulacdo da proliferacdao de células SCC-4 de

carcinoma epidermoide oral in vitro a partir do uso das drogas HA-1077 e Y27632.
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Aspectos anatomo-fisioldgicos da boca

O conhecimento das estruturas normais da boca e seu funcionamento facilitam a
compreensdo das possiveis alteracGes dessa parte do organismo. A cavidade bucal é
formada principalmente por estruturas internas, sendo constituida pelos labios,
cavidade oral, palato, lingua, soalho da cavidade oral e orofaringe. O interior da regido

oral é conhecido como cavidade oral (Fehrenbach e Herring, 2005).

2.1.1 Cavidade oral

A cavidade oral é revestida pela mucosa oral, sendo, o epitélio oral constituido por:
queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans, células de Merckel (Squier e
Kremer, 2001). Esse revestimento é semelhante ao do tubo digestivo e das vias areas,
e sdao areas umidas, sendo a cavidade oral constantemente banhada pela saliva

(Katchburian e Arana, 2012).

Algumas regides da cavidade oral apresentam epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado e outras, n3o queratinizado. E formada por uma mucosa de
revestimento presente nos labios, bochechas, mucosa alveolar, palato mole, ventral de
lingua e assoalho de boca; mucosa mastigatdria que estd presente no palato duro,
gengiva e algumas regides do dorso da lingua e mucosa especializada presente no

dorso e borda lateral da lingua. (Katchburian e Arana, 2012; Nanci, 2013).

A mucosa oral participa em todas as funcdes da boca sendo elas a de defesa, absorcdo
e sensorial (Grinspan, 1980). Diversas areas da cavidade oral sdo denominadas ou
identificadas de acordo com as suas relagdes com a lingua, o palato, as bochechas, os
labios e a superficie da face. Assim, estruturas referentes a lingua sdo denominadas
linguais; ao palato, palatinas; a face interna das bochechas, julgais; aos labios, labiais e

a superficie da face, faciais (Fehrenbach e Herring, 2005).
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2.2. Ciclo celular

O ciclo celular compreende uma sequéncia de eventos em cinco fases: G1, S, G2, M e
GO. A duracdo de cada fase é varidvel, mas os processos ocorridos no interior das
células sao iguais para todas elas. Nas células eucariontes, o processo de génese de
novas células obedece a um padrao ciclico que comeca com o crescimento celular.
Esse é coordenado por milhares de moléculas diferentes que as células possuem, e
culmina com a particdo de seu nucleo e citoplasma em duas células-filhas. A
proliferacdo celular é indispensavel durante o desenvolvimento normal dos
organismos e para repor células quando necessdrio (Junqueira e Carneiro, 2005;

Alberts, 2008).

Existem quatro pontos de checagem bem caracterizados que modulam a progressao
do ciclo celular em resposta aos sinais internos e externos (Pollard e Earnshaw, 2006).
Os fatores de crescimento, como fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator de
crescimento de fibroblasto (FGF), agem em receptores especificos e ativam genes
especializados em reparar o DNA, deter sua duplicacdo e parar a cariocinese ou
estacionar o ciclo em qualquer uma de suas fases. Apds completar a mitose, a célula
para escolher entre as vias de proliferacdo ou de diferenciacdo, deve suprimir a
tendéncia de proliferacdo do ciclo celular precedente pela inativacdo das quinases

dependentes de ciclinas (Pollard e Earnshaw, 2006; Alberts, 2008).

As ciclinas receberam esse nome por serem produzidas e degradadas de forma ciclica
nas diferentes etapas do ciclo celular. Cada complexo ciclina/cdk regula determinada
fase do ciclo. Sdo duas classes de proteinas Quinases: Cdk (cyclin dependent quinases);
e ciclinas, que se ligam as cdk e controlam a taxa de fosforilacdo das proteinas
responsaveis pelos inumeros fendbmenos que ocorrem na divisdo celular. Na auséncia

de ciclinas, as Cdks sao inativadas (Malumbres e Barbacid, 2009).

As Cdks sao reguladas por duas familias de inibidores: proteinas INK4 incluindo INK4A,
INK4B, INKAC e INK4D e a Cip e familia Kip, composta de p21, p27 e p57. Estes
inibidores do ciclo celular foram mostrados para bloquear a proliferacdo de células-

tronco adultas em varios tipos de tecidos (Malumbres et al., 2008).
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Em estudos, foi mostrado que a GTPase RhoA regula negativamente os niveis dos
inibidores do ciclo celular p21cipl e p27KIP1, no entanto, a via de sinalizagao exata
gue Rac e RhoA exerce essas funcdes ainda ndo estdo claras, parece depender do tipo

de célula e o contexto celular (Klein et al., 2007).

O controle da progressdao do ciclo celular em células cancerosas cancerigenas é
considerado uma estratégia eficaz para a inibicdo do crescimento tumoral. O membro
da familia dos genes homdlogos Ras, Rho A foi identificada como um regulador critico
do comportamento agressivo do tumor. Avaliando o papel de RhoA nos mecanismos
subjacentes ao crescimento, migracdo e invasao do carcinoma de células escamosas de
lingua (TSCC). Os niveis de RhoA eram mais elevados em tumores primarios e nédulos
linfaticos metastaticos em comparacdo com os tecidos normais. O silenciamento de
RhoA reduziu significativamente o crescimento tumoral, diminuindo os niveis de Gal-3,
B-catenina, MMP-9 e ciclina D1/2, e aumentou os niveis de p21 e p27 levando a

inibicdo da migracao, invasao e proliferacao celular (Yan et al., 2014).

Existem evidéncias de que a ativacao desregulada de proteinas Rho pode contribuir
para a sobrevivéncia prolongada e inibe a apoptose. Isto é devido a capacidade das
GTPases Rho afetar as CDKs envolvidas na regulacdao da progressao do ciclo celular
promovendo a iniciacdo e crescimento do tumor. Ciclina D1 é encontrada expressada
em 50% dos canceres de mama. As GTPases Rho correlacionam-se com a elevada
expressao da ciclina D1 através da ativacdo do seu promotor. Racl regula uma
variedade de vias de sinalizagcdo implicadas no fendtipo maligno. Tipicamente, Racl
afeta a transcricao da ciclina D1 através da ativacdo dos fatores de transcricio NF-kB e
ATF-2 que se ligam e ativam o promotor ciclina D1. Assim, as formas constitutivamente
ativas de Racl estimularam o potencial de transformacdo e a proliferacdao celular
através da superexpressao da ciclina D1. Além disso, a superexpressdo de RhoA inibe
p21. Dada a sua integra¢do em varias vias envolvidas no cancer, as GTPases Rho e seus
reguladores sdo considerados alvos terapéuticos importantes através da inibicdo da

proliferacdo de células cancerigenas, motilidade e invasdo (Hanna e El-Sibai, 2013).

A perda da atividade de multiplas Cdks aumenta a possibilidade de defeitos, mas nao
em uma perturbagdao geral do ciclo celular. Estudos anteriores demonstraram que

Cdk4 é dispensavel para a proliferacdo da maioria dos tipos celulares, uma observacao
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atribuida a um suposto papel de compensagdo por Cdk6é (Malumbres e Barbacid,

2009).

O controle do ciclo celular é essencial, uma vez que o cancer é caracterizado por um
crescimento auténomo e ilimitado. Nas células em proliferacdo, os fatores de

crescimento agem controlando a progressdo da fase G1 a S (Alberts, 2008).

A atividade das Cdks no ciclo celular é desregulada em células cancerigenas, devido a
alteragdes genéticas ou epigenéticas em suas atividades reguladoras ou vias de

sinalizacdo mitogénica (Malumbres e Barbacid, 2009).

Estudos mostraram que células epiteliais de cristalino humano tratadas com o LPA e
EGF, b-FGF, TGF-B, IGF-1, aumentam significativamente a atividade das GTPases Rho e
ainda participam da reorganizacdo do citoesqueleto, formacdo de adesdes focais e
podem desempenhar um papel crucial na proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia das

células (Maddala et al., 2003).

A sinalizagdo pelo EGFR ativa uma variedade de percursores, tais como aqueles de
sobrevivéncia, proliferacdo e motilidade celular, angiogénese e a expressao de
proteinas da matriz extracelular. Entretanto, a inibicio do EGFR leva a inducdo da

parada do ciclo celular entre as fases G1-S (Massagué, 2004).

A replicagdo semiconservativa do DNA pode ser estudada usando um andlogo
estrutural da timidina, a bromodeoxyuridine (BrdU), que se incorpora ao DNA em
substituicdo no momento da replicacdo. A presenca desse analogo na molécula de
DNA pode ser detectada pela coloracdo diferencial das cromatides-irmds em
cromossomos que alcancam a segunda mitose apds a incorporacdo (Junqueira e

Carneiro, 2005).

Givan (1992) relatou que o BrdU é seletivamente incorporado ao DNA de células na
fase S do ciclo celular. O uso de BrdU como um andlogo da timidina, tornou possivel a
identificacdo de sintese de DNA em células em suspensdo e de esfregaco e também

em seccoOes de tecido.
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2.3. Carcinoma epidermoide oral

A carcinogénese é um processo complexo de muitas fases e depende de fendbmenos
genéticos e epigenéticos que culminam com o surgimento de clones de células
imortais que adquirem a capacidade de invadir os tecidos vizinhos e originar

metdstases em érgaos distantes (Filho, 2004).

Nas ultimas décadas, os avangos no campo da pesquisa sobre a progressdo e a
patogénese do carcinoma epidermoide da cavidade oral foram significativos, levando a
uma melhor compreensdo da patogénese molecular e celular e a progressao do cancer

na cavidade oral (Massano et al., 2006).

Segundo dados divulgados pela OMS, o cancer oral e o de orofaringe sdao as neoplasias
de cabeca e pescoco mais frequentes, com cerca de 390 mil novos casos por ano. A
taxa de incidéncia esta aumentando e a OMS prevé a continuidade desse aumento nas

proximas décadas (Massano et al., 2006).

O carcinoma epidermoide oral é o quinto tipo de cdncer mais comum no mundo. Os
fatores etioldgicos sdao o uso de tabaco, associacao alcool e tabaco e as infec¢des pelo
papiloma virus humano (HPV) principalmente pelos tipos 16 e 18 (Lopez et al., 2014;
Inca, 2016). No entanto, cerca de 15% a 20% de todos os casos de cancer bucal ocorre

em pacientes sem os fatores de risco tradicionais (Vargas-Ferreira et al., 2012).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2016, 11.140 casos novos de cancer da cavidade
oral em homens e 4.350 em mulheres. Tais valores correspondem a um risco estimado
de 11,27 casos novos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres. Foram
estimados cerca de 300 mil casos novos no mundo, em 2012, sendo que, desses,
aproximadamente dois tercos sdo no sexo masculino. Para a mortalidade, foram
estimados 145 mil dbitos por cancer no mundo, em 2012, com cerca de 80%

ocorrendo em regides menos favorecidas (Inca, 2016).

Para 2020, as estimativas sao de que quase 60% dos novos casos de carcinoma
epidermoide oral serdo diagnosticados em paises em desenvolvimento como o Brasil e
é importante considerar que, pelo menos, 1/3 dos novos casos sdo evitaveis (Inca

2010).
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Ha um crescente interesse no estudo dos fatores moleculares de tumor, e alguns tém
sido fortemente correlacionados com o resultado, mostrando caminhos promissores
para o desenvolvimento futuro de sistemas mais eficazes de progndstico e terapias

anticancer (Massano et al., 2006).

Em estudos foi demostrado que para um cancer se desenvolver sdo necessarios
algumas caracteristicas celulares, como, auto sinalizacdo para proliferagao;
insensibilidade a inibidores de crescimento; evasdo de apoptose; replicacao ilimitada —
células imortais; angiogénese; aquisicdo da habilidade de invadir os tecidos (Hanahan e

Weinberg, 2011).

Histopatologicamente, lesdes morfologicamente semelhantes podem seguir cursos
clinicos diferentes e mostrar diferentes respostas frente a mesma terapia,
provavelmente como resultado de etiologia e heterogeneidade molecular e fatores
ambientais. Essas lesdes sdo frequentemente diagnosticadas numa fase tardia da
doenga, quando as chances de cura sao menores e os tratamentos sao mais agressivos.
Varios fatores tém sido associados com o progndstico do carcinoma epidermoide oral,
dentre esses, a presenca de metdstases linfaticas, modificacdo anormal do gene,
expressao alterada de genes e proteinas envolvidas em processos celulares (Chen e

Myers, 2001; Montoro et al., 2008).

Os tratamentos disponiveis atualmente para o carcinoma epidermoide oral incluem a
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, tratamentos combinados e prevencao da recidiva
tumoral, sendo o objetivo final do tratamento erradicar o tumor, preservar ou
restaurar forma e funcao, minimizar as sequelas do tratamento e evitar qualquer novo
tumor primario (Sciubba, 2001; Barnes et al., 2005; Bagan e Scully, 2008; Scully e
Bagan, 2009).

Nas etapas bioldgicas das células, ha varios fatores que atuam em conjunto que
propiciam o desenvolvimento da neoplasia. Fatores tanto bioldgicos, quanto quimicos
ou fisicos levam a uma modificacdo genética, fazendo com que a célula perca sua
capacidade de proliferacdo, ocorrendo assim a formacdo de um tecido atipico e
neoformacdo vascular (angiogénese), o que auxilia no desenvolvimento da neoplasia

(Kumar et al., 2005).



28

As GTPases Rho estdao envolvidas no processo da formagdo das neoplasias e tem sido
relatadas por contribuirem com a iniciacdo e progressao do cancer incluindo um
potencial ilimitado de proliferacdo, sobrevivéncia, apoptose, invasdo de tecidos e o

estabelecimento de metastases (Vega e Ridley, 2008; Ridley, 2015).

Em neoplasias, diversos fatores de crescimento tém sido envolvidos na regulacdo da
proliferacdo das células neoplasicas ativando a sinalizagdo das GTPases Rho, Como:
EGF, FGF, fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator transformante beta (TGFB)
e acido lisofosfatidico (LPA) (Liu et al., 2004).

Células epiteliais em cultura tém mostrado que Rho, Rac e Cdc42 podem contribuir
para a progressdao do ciclo celular em G1. Essas proteinas podem promover a

progressao para a fase S (Olson, 2008).

A proteina Rho é necessdria para impedir a expressdo da p21, um inibidor do complexo
ciclina G1/CDK. Considerando que Rac e Rho promovem a transcri¢cdo e tradugdo da
ciclina D durante o ciclo, Rho e Cdc42 sdo necessarios no final do ciclo celular para a

formacao de actina e miosina que separam as células-filhas (Mettouchi et al., 2001).

2.4. GTPases Rho

As GTPases Rho sdo proteinas pertencentes a familia das GTPases Rho, membros da
superfamilia RAS-Homology que sao proteinas de baixo peso molecular que regulam
varios processos bioldgicos das células como a morfogénese e citodiferenciacao,
migracdo, proliferacdo, polarizacdo celular, apoptose, adesdo célula-célula e adesdo
célula-matriz extracelular (MEC) (Etienne-Manneville e Hall, 2002; Boureux et al.,
2007). Uma mudanca nessas proteinas, induzida mediante vinculacdo ao GTP,
promove uma interacdo com proteinas alvo (efetoras) para gerar uma resposta celular
(Hall, 2012). A desregulacdo das GTPases Rho estd associado a iniUmeras desordens e

doencas humanas (Hall, 2012).

Sdo aproximadamente 20 proteinas divididas em cinco grupos de acordo com a
sequéncia primaria e suas fung¢bes conhecidas: Rho-like (RhoA, RhoB e RhoC), Rnd
(Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE), Cdc42-like (Cdc42, TC10, TCL, Wrchl, Chp/Wrch2), Rac-like

(Racl, Rac2, Rac3 e RhoG) e Rho BTB. Alguns membros sdo menos conhecidos, se
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enquadrando em outro grupo como: RhoD, Rif, e RhoH/TTF (Burridge e Wennerberg,

2004; Heasman e Ridley, 2008).

As proteinas Rho mais bem caracterizadas e amplamente encontradas expressas sao:
RhoA, RhoB, Racl e Cdc42 (Hall, 2012). A participacao dessas proteinas pode variar de
acordo com o tipo celular e a composi¢do da matriz extracelular (MEC) (Chiou et al.,

2003).

As proteinas Rho ciclam entre um estado ativo, onde ela estd ligada ao GTP (activating
proteins) e um estado inativo que estd ligada ao GDP (Dissociation Inhibitors). Este
ciclo é regulado por Guanine Nucleotide Exchange Factors (GEFs), responsavel pelo
estimulo para a troca do GDP por GTP, e por GTPase- activating proteins (GAPs), que
ativadas estimulam a hidrdélise do GTP (Van Aelst e D'souza-Schorey, 1997; Kjoller e

Hall, 1999; Hall, 2005; Ridley, 2015; Mishra e Lambright, 2016).

Quando as proteinas Rho estdo na sua forma inativa as Guanine Nucleotide
Dissociation Inhibitors (GDIs) se ligam a elas, formando um complexo que impede a

troca do GDP por GTP (Takai et al., 2001; Vega e Ridley, 2008).

A proteina Rho na forma ativa, ou seja, ligada ao GTP interage com suas varias efetoras
(por exemplo: PAKs, efetor de Racl e Cdc42; ROCK efetor de RhoA, RhoB e RhoC) para

obter as respostas celulares (Bishop e Hall, 2000).

A ativacao da proteina Cdc42 pela proteina Rho na forma ativa leva a formacao de
filopddios e Racl a formacdo de lamelipédios na célula (Nobes e Marsh, 2000). A
proteina RhoA quando ativada leva a formacao de fibras de estresse e adesao focal da
matriz extracelular. Enquanto RhoB regula a organizacdo da actina e o transporte
vesicular (Prendergast, 2001; Mazieres et al., 2004). As proteinas RhoA e RhoB exibem

uma atividade biolégica divergente (Wheeler e Ridley, 2004).

As regulacbes das GTPases Rho sdo essenciais para a dindmica do citoesqueleto de
actina para manter a forma celular e permitir a motilidade celular e sdo criticas
também durante a progressdao do ciclo celular e mitose. As GTPases Rho e seus
efetores estdo envolvidos no arredondamento das células no inicio da mitose, no
alinhamento dos cromossomos e sdo necessarios para a contracdo do anel de

actomiosina que separa as células filhas no final da mitose. Estudos recentes revelaram



30

como um numero de fatores de troca de nucleotidios e proteinas ativadoras de GTPase

regulam a atividade das GTPases Rho durante estes processos (David et al., 2012).

Existem evidéncias das GTPases Rho na participacdo em processos relacionados com o
cancer como a migracdo celular, proliferacdao celular, sobrevivéncia, crescimento,
invasdo e metdstase. Mas, sdo responsaveis também pela contribuicdo em processos
fisiolégicos da célula (Bishop e Hall, 2000; Merajver e Usmani, 2005; Vega e Ridley,
2008; Feng e Lograsso, 2014; Ridley, 2015).

A Familia das GTPases Rho (RhoA, RhoB, RhoC, Racl, Rac2, Rac3 e Cdc42) estdo
envolvidas em transmitir fendtipos metastaticos em células cancerosas localizadas nos

orgaos origem (Gomez Del Pulgar et al., 2005; Kleer et al., 2006).

Em células cancerigenas, a expressao das proteinas Rho pode estar desreguladas, mas
parecem ndo estar mutadas, isso promove fendtipos malignos e também pode

promover respostas terapéuticas (Prendergast, 2001).

A modulacdo de GTPases Rho (ativacdo e inativacdo) controla a expressdo de genes
progenitores da retina e a proliferacdo celular, respectivamente, nas células
progenitoras epiteliais ciliares adultas/células-tronco de olhos de roedores. A
modulacdo desses dois mecanismos diferentes (proliferacdo e reprogramacao) pode
fornecer uma nova abordagem potencial na reparacdao da retina (Del Debbio et al.,

2014).

A proteina RhoA desregulada tem sido associada a todos os estagios de progressdo do
cancer. Essa proteina talvez desempenhe um papel na proliferagdo e sobrevivéncia das
células neopldsicas. Quando ativada, RhoA, pode estimular a transformacao in vitro
(Jaffe e Hall, 2005). A proteina RhoB pode limitar a proliferacdo celular, sobrevivéncia,
invasdo e metdstase. Durante a progressao maligna seus niveis geralmente sdo
diminuidos demonstrando que RhoB apresenta uma func¢do contrdria as outras
proteinas Rho (Prendergast, 2001). Essa proteina é pouco expressa em carcinoma
pulmonar o que reforca seu papel supressor (Mazieres et al., 2004). J4 em carcinoma
de mama, as GTPases RhoA e RhoB, foram relatados superexpressas e podem estar
associadas com a progressdo da doenca (Fritz et al., 2002). A expressdo de RhoB é

detectavel em epitélio normal; no carcinoma in situ e bem diferenciado; e nos tumores
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indiferenciados a expressdao de RhoB é diminuida ou indetectavel, o que sugere que
RhoB pode ter um papel supressor de tumor em carcinomas epidermoides de cabega e

pescoco (Adnane et al., 2002).

Além de regular a resposta ao dano do DNA, RhoB pode afetar a proliferagdo celular e
o crescimento tumoral regulando o movimento intracelular; por exemplo, RhoB é
responsavel pela triagem de EGFR para lisossomos e reciclagem, modulando assim as
respostas mediadas por EGF. Também influencia o movimento de outras moléculas
sinalizadoras incluindo as quinases Akt e Src. Os efetores que medeiam essas fungdes
de Rho B ainda ndo sdo conhecidos. Em resumo, RhoB contribui para a progressdo do
cancer de vdrias maneiras, através da regulacdo das respostas ao dano do DNA,

apoptose, progressao do ciclo celular, migracdo e invasdo (Vega e Ridley, 2016).

Experimentos feitos por Western Blotting em imunohistoquimica verificaram o nivel de
expressao e atividade da proteina RhoC, e os resultados demonstraram que quando
comparadas ao epitélio normal, essa proteina estd altamente expressa em linhagem
de células neoplasicas de cabeca e pescoco (Kleer et al., 2006). Ainda por andlise de
imunohistoquimica, RhoC foi expressa em carcinoma epidermoide de es6fago, porém
sua expressao ndo foi relacionada com grau de diferenciacdo (Zhang et al., 2007).
Estudos sugerem que RhoA e RhoC estejam envolvidos na progressao do carcinoma
epidermoide de es6fago e sejam Uteis como marcadores de progndstico (Faried et al.,

2007).

A proteina Racl pode contribuir com a proliferacdo das células cancerigenas,
estimulando a expressdo de ciclina D1 e induzindo a transformacdo in vitro (Jaffe e
Hall, 2005). A intensidade de marcacdo de Racl estd relacionada com a progressdo do
carcinoma epidermoide oral (Liu et al., 2004). Racl é pouco expressa em neoplasias
benigna de mama (Schnelzer et al., 2000). Em linhagens de células de carcinoma
epidermoide oral, as proteinas GTPases Rho Racl e Cdc42 parecem ser importantes
para a modulacdo da invasdao celular através da regulacdo especifica da via de

sinalizacdo de Vav2 (GEFs)(Lai et al., 2008).

As GTPases Rho, incluindo Rac, Cdc42 e Rho, tém sido implicadas no estabelecimento
de contatos de célula-célula e das interagdes célula-matriz cruciais para atingir um

estado epitelial totalmente polarizado, e eles sao conhecidos por sua regulagdo do
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citoesqueleto de actina e ativagao transcricional. As proteinas GTPases Rho em
condi¢des anormais, tém sido implicados na motilidade, invasao e alguns aspectos da
metastase. Sdo ativados por diferentes classes de receptores transmembranares e que
transmitem sinais através de proteinas efetoras, na qual, levam a expressao de genes
necessarios para a mudanca que acompanham esses processos (Schmitz et al., 2000;

Hanna e El-Sibai, 2013).

As funcbes das GTPases foram investigadas principalmente no que se refere a seus
efeitos nos filamentos de actina (Kiihn e Geyer, 2014). Rac e Cdc42 desempenham um
papel na adesdo célula-célula em células epiteliais em adicdo aos seus efeitos sobre o
citoesqueleto de actina e a motilidade (Schmitz et al., 2000). A familia GTPases Rho
também modulam a polaridade dinamica dos microtibulos das células (Amano,

Nakayama, et al., 2010).

As células migram de varias maneiras diferentes dependendo do seu ambiente, o que
inclui a composicdao da matriz extracelular, interagdes com outras células e estimulos
guimicos. Para todos os tipos de migracao celular, as GTPases Rho desempenham um
papel central, embora a contribuicdo relativa de cada GTPases Rho dependa do

ambiente e tipo de célula (Ridley, 2015).

Embora os papéis das proteinas Rho na progressio do tumor ndo serem
completamente esclarecidos, diversos estudos tém indicado papéis contraditérios para
as proteinas Rho (Karlsson et al., 2009). Esses papéis podem ser conciliados se
proteinas Rho possuirem funcdes diferentes em diferentes fases de desenvolvimento
do tumor, podendo comprometer a validade da inibicdo da fun¢do da proteina Rho

como uma estratégia antitumoral (Merajver e Usmani, 2005; Heasman e Ridley, 2008).

As GTPases Rho associadas as ROCKs promovem a fosforilagdo da cadeia leve da
miosina o que resulta na contracdo do musculo liso e na intera¢do da actina e miosina
em células ndo musculares (Kimiura et al., 1996). As ROCKs atuam inibindo a atividade
da fosfatase e com isso promovem a fosforilagdo da miosina de cadeia leve e ocorre a
contratilidade da actomiosina o que resulta na formacgao de fibras de estresse e adesao

focal (Honjo et al., 2001).
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As ROCKs, efetoras das GTPases Rho, sdo os principais alvos terapéuticos na
modula¢do da dinamica do citoesqueleto da célula. Ao interromper essa dinamica por
meio da modulacdo das GTPases Rho, a integridade do tecido e a migracao das células

passam a ser influenciadas (Biro et al., 2014).

Os resultados dos estudos com as GTPases Rho podem fornecer uma contribuicdo
importante para a compreensdo das vias de transducao de sinal reguladoras de

processos bioldgicos envolvidos nas neoplasias (Vega e Ridley, 2008).

2.5. Proteinas ROCKs

As proteinas Rho associadas as quinases (ROCKs) sdao as efetoras mais bem
caracterizadas das proteinas Rho, se ligam a uma forma ativada de Rho e participam da
organizacdo do citoesqueleto de actina, da formacdo das fibras de estresse e adesdo
focal e também estdo associadas a patogénese e progressao de tumores humanos

(Kamai et al., 2003).

As ROCKs s3o cada vez mais reconhecidas como coordenadoras criticas de uma
resposta tecidual frente a lesGes, devido a sua capacidade de modular uma ampla
gama de processos biolégicos. Fazem parte da familia de serina-treonina quinases e
sdo as principais efetoras das proteinas GTPases Rho. A atividade de ROCKs
desregulada tem sido implicada em varias condi¢des fisiopatoldgicas humanas que
variam de doencas cardiovasculares e renais a doencas fibrdticas. Nos ultimos anos,
um papel importante para ROCKs na regulacdo de respostas imunes esta sendo

estudado (Pernis et al., 2016).

As ROCKS, apresentam um papel importante em varias funcbes celulares, possui
funcdes multiplas através da fosforilagdo de um substrato especifico, incluindo a
regulacdo da contracao celular, motilidade, morfologia, polaridade, divisdo celular e
expressdao génica. Existem dois membros de Rho-quinase, Rho-quinase ROCK1 ou
ROCK2 que quando referenciados no coletivo chamamos de Rho-quinase (Amano,

Nakayama, et al., 2010).

Experimentos de silenciamento de genes, sugerem diferentes funcbes celulares para

ROCK1 e ROCK2. ROCK1 parece ser essencial para a formacado de fibras de stresse, e
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ROCK2 parece ser necessario para a contra¢do de fagocitose (Amano, Nakayama, et al.,
2010). As ROCKs participam da organizagao do citoesqueleto de actina, migracao e
manutencdo do coértex celular e estdo associadas a patogénese e progressdo de

tumores humanos (Kiihn e Geyer, 2014; Moreira Carboni, S. S. et al., 2015).

A ativacdo de Rho, uma das proteinas da GTPases, promovem o desenvolvimento do
cancer e metastases. Estudos mostraram que o aumento da expressao de Rho e a
expressdo ROCK, foram associados com a invasdo tumoral, metdstase e um
progndstico desfavoravel em pacientes com cancer urotelial da bexiga ou do trato

urinario superior (Abe et al., 2014).

Varios substratos de ROCKs foram caracterizados, incluindo miosina de cadeia leve,
fosfatases de cadeias leves da miosina, GAPs, proteinas de neurofilamentos (NF-1), e
LIM quinases (LIMK1 e LIMK2), muito dos quais estdao envolvidos na contratilidade da
célula e organizagdo do citoesqueleto, sugerindo o envolvimento da via Rho/ROCKs na
migracdo celular, invasdo, adesdo célula-célula, contracdo da actomiosina, mitose e
citocinese (Redowicz, 1999; Amano et al., 2000; Somlyo e Somlyo, 2003; Amano et al.,

2010).

Além de seu papel na migracao celular, ROCKs, foram relatados para modular a
apoptose (Sebbagh et al., 2005) e proliferacdo celular (Samuel et al., 2011). O papel
preciso das ROCKs na proliferacdo celular ndo é claro; alguns relatérios sugerem que
ROCK é necessario para a progressao do ciclo celular na fase G1/S (Croft e Olson, 2006;
Zhang et al., 2009); mas, outros sugerem que ROCK é necessaria apenas para a
ancoragem independente do crescimento de células em transformacao (Vigil et al.,

2012).

ROCK1 e ROCK2 desempenham os mesmos papéis, e as proteinas ROCK sdo
indispensaveis para a proliferacdo celular e, portanto, para o desenvolvimento do

tumor (Kimper et al., 2016).
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2.6. HA- 1077 e outros inibidores ROCKs

Os inibidores quimicos mais utilizados de ROCKs sao Fasudil® (Asano et al., 1987) e Y-
27632 (Uehata et al., 1997). Estes inibidores tém mostrado efeitos benéficos numa
variedade de modelos de doengas em animais, incluindo doengas cardiovasculares,
metabdlicas, neurodegenerativa e doencas inflamatdrias, juntamente com varios tipos
de cancer (Fukumoto e Shimokawa, 2013; Huang et al., 2013; Morgan-Fisher et al.,
2013; Shi e Wei, 2013; Sawada e Liao, 2014; Watzlawick et al., 2014; Knipe et al.,
2015).

O Fasudil® (HA-1077) [1-(5 Isoquinolinasulfonil)-homopiperazina] derivado de
isoquinolona, é um inibidor de ROCKs bastante estudado e aprovado para tratamento
clinico no Japdo em 1995 (Li et al., 2013). O HA-1077 é o principio ativo do Fasudil®,
um medicamento indicado para tratamento de doencas vasculares como vasoespasmo
cerebral ocorrido apds hemorragia subaracnoidea, associado a sintomas isquémicos
em infarto cerebral (Olson, 2008), bem como hipertensdo pulmonar(Fukumoto et al.,

2005; Xiao et al., 2015).

O Fasudil® atua na inibicdo das ROCKs, alguns estudos relatam a sua atividade
antitumoral (Sasaki et al., 2002; Takeba et al., 2012). O HA-1077 bloqueia atividade das
ROCKs por competir com o sitio de ligacdo do ATP (Amano, Nakayama, et al., 2010).
Estudos sugerem que a expressdao de ROCK 1 e ROCK 2 é diminuida significativamente

por HA-1077 (Abe et al., 2014).

A elevacdo da expressdao de Rho e ROCK foi associada a invasdo tumoral, metastase e
progndstico desfavoravel em pacientes com cancer urotelial da bexiga ou do trato
urinario superior. O acido lisofosfatidico (LPA) e o geranilgeraniol (GGOH) induziram o
aumento da proliferacdo e migracao celular em associacdo com a promoc¢do da
atividade de RhoA e a regulacdo positiva da expressdo de ROCK. O inibidor de ROCK
Fasudil® (HA-1077) suprimiu a proliferacdo e migracdo celular, e também induziu a
apoptose de forma dependente da dose. O HA-1077 suprimiu a expressao de ROCK 1 e
ROCK 2, mas ndo afetou a atividade de RhoA (Abe et al., 2014).

Previamente, nosso laboratdrio relatou o efeito inibitorio de HA-1077 sobre a

migragao e a invasao celular, sugerindo que o HA-1077 possa ter um potencial
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terapéutico na prevengdo de metastases de carcinoma epidermoide oral,
provavelmente por exercer um papel importante nos processos da via de transdugdo

de sinal Rho/ROCK (Moreira Carboni, S. S. et al., 2015).

O Fasudil® inibe a proliferagao, migracao, apoptose e sintese de colageno através da
supressdo da via Rho/ROCK e pode ter potencial terapéutico na doenca da estenose

uretral (Xu et al., 2017).

O Y-27632 dicloridrato de [(+) - (R) -trans-4- (1-aminoetil)-N- (4-piridil)
ciclohexanocarboxamida] é usado como um inibidor especifico da familia de ROCKs por
explorar uma variedade de papéis das ROCKs na fisiopatologia, incluindo as neoplasias
(Xue et al., 2012). O Y-27632 tem sido amplamente utilizado como um inibidor de
ROCK para identificar e avaliar o envolvimento e os papéis de ROCK em uma variedade
de sistemas, incluindo a ativacdo de plaquetas (Fu et al., 1998; Klages et al., 1999),
respostas induzidas por trombina de células do musculo liso aértico (Seasholtz et al.,
1999), hipertrofia de cardiomidcitos (Kuwahara et al., 1999), contracdo do musculo liso
bronquico (Yoshii et al., 1999), a ativacdo de canais de anions regulados por volume
(Nilius et al., 1999), a retracdo neuritica (Hirose et al.,, 1998), a quimiotaxia de
neutrdfilos e cicatrizacdo de feridas (Niggli, 1999), invasdo tumoral (Itoh et al., 1999) e

transformacdo celular (Sahai et al., 1999).
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3 HIPOTESE
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As proteinas ROCKs desempenham um papel funcional importante na regulagao da
proliferacdo celular em carcinoma epidermoide oral, uma vez que a inibicdo das ROCKs
com HA-1077 e/ou o Y-27632 tém um efeito inibitério sobre a proliferacdo de células

da linhagem SCC-4.
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4 OBJETIVOS
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4.1. Objetivo geral

Avaliar o papel funcional das ROCKs na regulacdo da proliferacdo de células de

carcinoma epidermoide oral SCC-4 in vitro.

4.2. Objetivos especificos

- Comparar o numero de células SCC-4, controle e tratadas com HA-1077 e/ou Y-27632

(inibidores das ROCKs), que incorporam BrdU, um marcador de proliferagdo celular.

- Comparar o numero de células SCC-4, controle e tratadas com HA-1077 e/ou Y-

27632, que imunoexpressam KI-67, um marcador de proliferagao celular.
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5 MATERIAL E METODOS
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5.1. Reagentes

HA-1077 O [1-(5 Isoquinolinasulfonil)-homopiperazina], bromodeoxyuridine (BrdU),
4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
Penicilina/Estreptomicina, Dimethylsulfoxide (DMSQO), bovine serum albumin (BSA),
Triton X-100 0,2%, paraformoldeido e os sais foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). O Y-27632 foi adquirido do Calbiochem (San Diego, CA, USA). O
anticorpo contra KI-67 (MIB-1, sc-101861) foi adquirido da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), e o anticorpo contra BrdU, da
Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA). O anticorpo secundario Alexa-488-labeled
foi obtido da Molecular Probes (Eugene, OR, USA). O soro fetal bovino (SFB) foi
adquirido da Cultilab (Campinas, SP). A hidrocortisona foi obtida da Ariston (Sdo Paulo,
SP).

5.2. Casuistica

Foram utilizadas células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, de lingua
humana, da American Type Culture Collection - ATCC®, obtidas por meio do banco de
células do Rio de Janeiro (BCRJ). Por se tratar de estudo com linhagem de células
comercialmente disponiveis, este projeto de pesquisa foi dispensado da aprovacdo do

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

5.3. Cultura das células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral

As células SCC-4 foram cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s medium F-12
(DMEM-F12), contendo SFB 10%, 100 U/mL de Penicilina, 100 pg/mL de
Estreptomicina e 400 ng/mL de Hidrocortisona, em incubadora iumida com atmosfera
5% C0,/95% ar a 37°C. O meio foi trocado a cada dois dias. Apds as células atingirem a

semi-confluéncia, foram realizados os experimentos.
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5.4. Ensaios de proliferagao celular

Os experimentos de incorporacao de BrdU e imunoexpressao de KI-67, para analise do
efeito do HA-1077 e do Y-27632 sobre a taxa de proliferacdo celular em carcinoma
epidermoide oral, foram realizados em triplicatas biolégicas e duplicatas

experimentais.

Cerca de 1x10* células SCC-4 foram semeadas em placas de seis pogos contendo
laminulas de vidro e cultivadas por 24 h em incubadora Umida com atmosfera 5%

C0O,/95% ar a 37°C.

Para o ensaio de incorporacdo de BrdU, foi trocado o meio das células controle e
foram adicionados ao meio das células tratadas: HA-1077 em trés concentragdes 25
UM, 50 uM e 100 uM; Y-27632 30 uM; e HA-1077 50 uM associado ao Y-27632 30 uM.
E, foi adicionado 0,5 pg/mL de BrdU ao meio das células SCC-4 controle e tratadas. As
células foram incubadas por 6 e 24 horas em incubadora Umida com atmosfera 5%

C0O,/95% ar a 37°C.

Para o ensaio de imunoexpressdao de KI-67, nos pocos com células controle foi
adicionado apenas meio. Nos pocos com células tratadas, foram adicionados ao meio
os tratamentos: HA-1077 em trés concentrag¢des 25 uM, 50 uM e 100 uM; Y-27632 30
uM; e HA-1077 50 uM associado ao Y-27632 30 uM. As células foram incubadas por 6

horas em incubadora Umida com atmosfera 5% CO,/95% ar a 37°C.

5.5. Reagbes imunocitoquimicas

Apd6s o periodo de tratamento, as células foram lavadas 2x/5min com Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline (D-PBS) com calcio e magnésio. Logo apds, a fixacdo foi feita
com paraformaldeido 4% por 1 h. As células foram lavadas 2x/5min em D-PBS. No
ensaio de incorporacio de BrdU, foi feita a incubacdo com HCI 1 N por 1 h a 37°C. Apds
lavagem com D-PBS 2x/5 min, foi feita a permeabilizagdo com Triton X-100 0,2% por 5
min. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com DPBS/BSA 3% por 20 min. A
incubagdo com os anticorpos primarios contra BrdU e contra KI-67 na diluigao 1:50 em
D-PBS/BSA 0,1% foi realizada por 16 h em camara Umida em temperatura ambiente.

Apds lavagem com D-PBS 2x/10min, as amostras foram incubadas com anticorpo
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secundario marcado com Alexa 488, 1:1000 em DPBS/BSA 0,1% por 2 h em ambiente
escuro, cdmara Umida a temperatura ambiente. Apds lavagem com D-PBS 2x/10min, a
evidenciacdo dos nucleos foi feita com DAPI 1:500 a temperatura ambiente. Apds

lavagem com D-PBS 2x/5min, as laminas foram montadas com glicerol-carbonato.

5.6. Morfometria

As células controle e as células tratadas foram avaliadas em dez campos aleatérios em
microscopio de fluorescéncia. Foram quantificados os nucleos de todas as células
marcados com DAPI (100%) e das células positivas para BrdU e KI-67. O percentual de

células positivas para BrdU e KI-67 foram calculados utilizando o programa Excel®.

5.7. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados com o programa SPSS 16.0® e os graficos feitos com o
programa Graphpad Prism®. A distribuicdo foi analisada por meio do teste de variancia
de Levene. Foram utilizados testes paramétricos: analise de variancia (ANOVA) e o pds-

teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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6  RESULTADOS
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6.1. Efeito da inibicao das proteinas ROCKs com HA-1077 sobre a proliferagao de
células SCC-4

O tratamento com HA-1077 por 6 h inibiu a taxa de proliferacdo das células SCC-4
[F(3,11) = 107,461, p<0,0001]. Quando comparado com o numero de células que
incorporaram de BrdU (proliferativas) controle (50,98%4,32 células), o nimero de
células proliferativas foi significativamente menor nas trés concentra¢des de HA-1077
estudadas: 25 uM (37,22+1,29 células, p<0,001), 50 uM (25,73+2,61 células, p<0,0001)
e 100 uM (13,54+1,18 células, p<0,0001); de modo dependente da dose: 25 vs 50 uM
(p<0,01), 25 vs 100 uM (p<0,0001) e 50 vs 100 uM (p<0,01), (Figura 1).

Do mesmo modo, o tratamento com HA-1077 por 24 horas inibiu a taxa de
proliferacdo das células SCC-4 [F(3,11) = 167,433, p<0,0001]. O numero de células
proliferativas foi significativamente reduzido apds tratamento com HA-1077 nas
concentragdes estudadas: 25 uM (15,56+0,99 células, p<0,0001), 50 uM (13,14+0,89
células, p<0,0001) e 100 uM (10,1940,09 células, p<0,0001), em comparagdo com o
numero de células controle (25,45+1,15 células); de modo dependente da dose: 25 vs

50 uM (p<0,05), 25 vs 100 uM (p<0,0001) e 50 vs 100 uM (p<0,05), (Figura 2).
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Figura 1 - Efeito do HA-1077 sobre a proliferagdo celular de células de carcinoma epidermoide oral, in vitro.
Ensaio de incorporagdo de BrdU por 6 horas. Porcentagem de células SCC-4 proliferativas controle (C) e células SCC-
4 tratadas com HA-1077: 25 uM (HA25), 50 uM (HA50) e 100 uM (HA100). *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 2 - Efeito do HA-1077 sobre a proliferagao celular de células de carcinoma epidermoide oral, in vitro.
Ensaio de incorporagdo de BrdU por 24 horas. Porcentagem de células SCC-4 proliferativas controle (C) e células
SCC-4 tratadas com HA-1077: 25 puM (HA25), 50 uM (HA50) e 100 uM (HA100). *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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6.2. Efeito da inibicdo das proteinas ROCKs com HA-1077 e/ou Y-27632 sobre a
proliferagao de células SCC-4

O tratamento com HA-1077 e/ou Y-27632 por 6 h inibiu a taxa de proliferacdo das
células SCC-4 [F(5,17) = 443,818, p<0,0001], nas concentragdes estudadas. Quando
comparado com o numero de células controle (49,22+1,68 células) que incorporaram
BrdU (proliferativas), a quantidade de células proliferativas foi significativamente
menor nas amostras tratadas com HA-1077, nas concentragdes: 25 uM (32,07+1,76
células, p<0,0001), 50 puM (23,02+1,07 células, p<0,0001) e 100 uM (13,07+0,75
células, p<0,0001). Também, foi significativamente menor que o controle, o nimero de
células proliferativas tratadas com HA-1077 50 uM associado com Y-27632 30 uM
(12,73£1,07 células, p<0,0001) e, com Y-27632 30 uM (11,80+0,18 células, p<0,0001),

(Figura 3).

A imunoexpressdao de KI-67 (marcador de proliferacdo celular) em células SCC-4
controle e tratadas HA-1077 e/ou Y-27632 por 6 h demonstrou resultados similares
aos observados por meio de ensaio de incorporagao de BrdU. O tratamento com HA-
1077 e/ou Y-27632 inibiu a taxa de proliferacdo das células SCC-4 [F(5,17) = 192,595,
p<0,0001], nas concentra¢des estudadas. Quando comparado com o numero de
células controle (35,01+1,67 células), o numero de células que imunoexpressaram Kl-
67 (proliferativas) foi significativamente menor nas amostras tratadas com HA-1077,
nas concentragées: 25 uM (20,76+0,70 células, p<0,0001), 50 uM (19,04+0,42 células,
p<0,0001), 100 uM (13,46+0,49 células, p<0,0001). Também, foi significativamente
menor que o controle, o nimero de células proliferativas tratadas com HA-1077 50 uM
associado com Y-27632 30 uM (16,81+0,98 células, p<0,0001) e, com Y-27632 30 uM
(12,64+1,23 células, p<0,0001), (Figura 4).
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Figura 3 - Efeito do HA-1077 sobre a proliferagao celular de células de carcinoma epidermoide oral, in vitro.
Ensaio de incorporagdo de BrdU por 6 horas. Porcentagem de células SCC-4 proliferativas controle (C) e células SCC-
4 tratadas com HA-1077: 25 pM (HA25), 50 uM (HA50), 100 uM (HA100), HA-1077 50 puM associado ao Y-27632 30
UM (HA50+Y30) e Y-27632 30 LM (Y30). *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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Figura 4 - Efeito do HA-1077 sobre a proliferagao celular de células de carcinoma epidermoide oral, in vitro.
Ensaio de imunoexpressdo de KI-67 por 6 horas. Porcentagem de células SCC-4 proliferativas controle (C) e células
SCC-4 tratadas com HA-1077: 25 uM (HA25), 50 uM (HA50), 100 uM (HA100), HA-1077 50 uM associado ao Y-27632
30 uM (HA50+Y30) e Y-27632 30 uM (Y30). *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001.
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7 DISCUSSAO
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Neste estudo, foi utilizada a linhagem de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral
humano, para avaliar a proliferacdao celular. Demonstramos os efeitos inibitérios de
HA-1077 na proliferacdo celular, sugerindo que o HA-1077 possa ter um potencial
terapéutico na inibicao da proliferagao celular, provavelmente por exercer um papel

importante nos processos da via de transducgdo de sinal Rho/ROCKs.

As GTPases Rho estdo envolvidas com a progressdo do cdncer em vdrios 6rgaos,
incluindo mama (Liao et al., 2012), pulmao (Ma et al., 2010) e colorretal (Wang et al.,
2010). Contribuem para a regulacdo de varios processos biolédgicos, incluindo
morfologia, adesdo, polaridade celular, progressdo do ciclo celular, apoptose
sobrevivéncia, e o trafego na membrana (Etienne-Manneville e Hall, 2002; Boureux et

al., 2007; Ridley, 2015).

A desregulagdo de proteina Rho, tem sido associada a estagios de progressdao do
cancer. A proteina RhoA possivelmente desempenha um papel na proliferacdo e
sobrevivéncia das células neoplasicas (Jaffe e Hall, 2005). A proteina RhoB pode limitar
a proliferacdo celular, sobrevivéncia, invasdo e metdstase. Durante a progressdo
tumoral, seus niveis geralmente estao diminuidos demonstrando que RhoB apresenta
uma funcdo contrdria as outras proteinas Rho (Prendergast, 2001; Vega e Ridley,
2016). Em carcinoma de mama, as GTPases RhoA e RhoB, estdo superexpressas e
podem estar associadas com a progressao da doenca (Fritz et al., 2002). A expressao
de RhoB é detectdvel em epitélio normal, carcinoma in situ bem diferenciado, ja em
tumores indiferenciados sua expressdao é diminuida ou indetectavel, sugerindo que
essa proteina possua um papel supressor de tumor em carcinoma epidermoide de
cabeca e pescoco (Adnane et al., 2002). A proteina Racl pode contribuir com a
proliferacdo das células cancerigenas, estimulando a expressdo de ciclina D1 e

induzindo a transformacao maligna in vitro (Jaffe e Hall, 2005).

As GTPases Rho, Racl e Cdc42 parecem ser importantes para a modulacdo da invasao
celular através da regulacdo especifica da via de sinalizacdo de Vav2 (GEFs) (Lai et al.,
2008). Sao capazes de interagir com diferentes proteinas em uma forma dependente
do GTP, indicando que cada uma regula numerosos sinais distintos nas vias de

transducdo (Hall, 2012). Os resultados deste estudo sugerem que a via de sinalizacdo
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Rho/ROCKs pode ter um papel importante nas vias de sinalizacdo que regulam a

proliferacdo celular.

Devido as funcgbes atribuidas as proteinas ROCKs e suas relagdes na tumorigénese e
progndstico de diversos tumores, inibidores de ROCKs tém sido amplamente utilizados
em estudos cientificos para avaliar sua acao antitumoral. Estas moléculas afetam
processos como proliferacdo, invasdo e migracdao dos mais variados tipos tumorais,
além de ja terem sido descritos como potencializadores de agentes quimioterapicos e

da radioterapia (Chin et al., 2015).

No presente trabalho foram HA-1077 e Y-27632, que sdo inibidores especificos de
ROCKs. Essas drogas ja foram descritas por possuir alta eficacia e por agirem no sitio de
ATP das proteinas ROCKs, impedindo que as proteinas fosforilem seus alvos (Abe et al.,

2014; Moreira Carboni, S. S. et al., 2015; Wang et al., 2016; Wei et al., 2016).

Neste estudo foi observado que o tratamento com HA-1077 diminuiu o nimero de
células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral proliferativas de modo dependente da
dose. Estes achados concordam com estudos que demonstraram o efeito inibitdrio
sobre a proliferacdo e migracdo celular em células de cancer urotelial, sugerindo que
HA-1077 possa ter um potencial terapéutico na prevencdo de metdstases,
provavelmente por exercer um papel importante nos processos da via de transducao

de sinal Rho/ROCKs (Abe et al., 2014).

As células SCC-4 tratadas com Y-27632, também apresentaram uma reducdo do
numero de células que proliferaram. Em acordo com o estudo que utilizou as
linhagens celulares Tca8113 e CAL-27 de carcinoma escamoso de lingua, inibindo

crescimento do carcinoma in vitro (Wang et al., 2016).

Em outros estudos foi demonstrado que o Fasudil®, medicamento que tem como
principio ativo o HA-1077, inibiu a proliferacdo e sintese de colageno e induziu a
apoptose de fibroblastos humanos derivados da cicatriz uretral através da via de
sinalizagdo Rho/ROCK (Xu et al., 2017); ja em estudos que utilizou o HA-1077 reduziu a
proliferacdo, migracdo e induziu a apoptose de células de cancer urotelial (Abe et al.,
2014), além de inibir a migracdo e invasdo de células de carcinoma epidermoide oral

(Moreira Carboni, S. S. et al., 2015).
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A presenca de alteragdo significativa apds o tratamento com as drogas pode ser
consequéncia da superexpressdao de ROCK1 e ROCK2, ou simplesmente pelo fato que
diferentes tipos celulares respondem a drogas de formas distintas. A atividade de
ROCKs pode promover a proliferagdo em alguns tipos celulares assim como pode ter
papel anti-proliferativo em outros, citando como exemplo a inibicdo de ROCKs em
queratindcitos humanos que resulta no aumento da proliferagao celular e diminuigdo

da diferenciagdo celular (Julian e Olson, 2014).

Varios autores demonstraram que a inibicdo da via de ROCKs diminuiu proliferacao,
migracdo e invasao celular em diferentes tumores (Reymond et al., 2015), citam a via
RhoC/ROCK como alvo terapéutico para reducdo de metastase a partir da interacdo
com células endoteliais (Sun et al, 2016), encontraram a atenua¢do da via
RhoA/ROCK/MMPs a partir do tratamento com curcumina em linhagem de células de

cancer de mama, inibindo assim a invasao celular.

O inibidor especifico das ROCKs, Y-27632, reduziu a capacidade de migracao e invasao
de linhagens celulares de carcinoma hepatocelular, de forma dose dependente (Zhang
et al., 2015). Similarmente, em linhagens celulares de cancer de préstata, observaram
a diminuicdo da migracdo e invasdo celular por meio da transfeccdo do microRNA-

135a, que diminuiu a expressao das proteinas ROCK1 e ROCK2 (Kroiss et al., 2015).

Neste estudo, ao associar os inibidores HA-1077 e Y-27632, a diminuicdo da
proliferacdo celular nas células SCC-4 foi semelhante as tratadas apenas com Y-27632,
no entanto, ndo foi encontrado na literatura estudos com ensaios de associacdo dos
dois inibidores para proliferacao celular, mas, para migragao e invasao celular mostrou

efeitos semelhantes (Moreira Carboni, S. S. et al., 2015).

ROCK1 e ROCK2 apresentam diferencas funcionais na regulacdo da adesdo, migracao,
proliferacdo e expressao génica, mas os mecanismos subjacentes nao sao totalmente
compreendidos (Inaba et al., 2010; Montalvo et al., 2013; Rochelle et al., 2013;
Mertsch e Thanos, 2014; Wang et al., 2014).

Em estudo avaliando efeitos diferentes na delegdo de ROCK1 e ROCK2 na proliferagao
e migracdo celular em células Knockdown encontraram diferentes efeitos: a delecdo de

ROCK1 diminuiu a migragao celular e a delegdo de ROCK2 aumentou a migragao
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celular. Quanto a proliferagao celular, a delegdo de ROCK1 levou a uma diminui¢do da
proliferacdo, ao contrario da delecdo de ROCK2, que resultou num aumento da

proliferagdo celular (Mertsch e Thanos, 2014).

Em células de retinoblastoma, a inibicao de ROCK 1 com siRNA aumentou a adesdo e
diminuiu a capacidade invasiva de forma semelhante a inibicdo de ROCK por Y-27632,
mas, ndo foi observado efeito apds a inibicdo de ROCK2, possivelmente devido a uma
menor expressao de ROCK2 do que ROCK1 nessas células (Wang et al., 2014). Em
contrapartida, houve a reducdo da proliferacdo e migracdo celular em células de
glioblastoma com a diminui¢do de ROCK1 por siRNA de forma semelhante a inibi¢cdo de
ROCK por Y-27632. Ja a inibicdo de ROCK2 aumentou a proliferacdo e migracao celular
(Mertsch e Thanos, 2014). Estes estudos sugerem que a inibicdo de uma isoforma
ROCK em células tumorais pode inibir a tumorigenicidade de forma semelhante a

inibicdo geral de ROCK (Mertsch e Thanos, 2014; Wang et al., 2014).

O papel da via Rho/ROCK no desenvolvimento de tumores tem sido descrito utilizando
inibidores especificos de ROCK, Y-27632 ou Fasudil® (Takeba et al., 2012; Wang et al.,
2016; Xu et al., 2017). Portanto, nosso estudo sugere que a via de Rho/ROCK participa
de processos celulares que regulam a proliferacdo celular em células SCC-4 de

carcinoma epidermoide oral.

O controle da progressao do ciclo celular em células cancerigenas é considerado uma
estratégia eficaz para a inibicdo do crescimento tumoral (Grafia e Reddy, 1995). Para
compreender os mecanismos de progressdo do ciclo celular, estudos associaram a
ciclina D1/2 como promotora da acelera¢do da transicdo da fase G1 para S e também
por promover o crescimento e divisao celular, a sua expressdo é considerada um fator
importante para a promoc¢do de ocorréncia e desenvolvimento do tumor (Raisova et
al., 2000; Sauter et al., 2002). A superexpressdo de p27 foi associada com a inibicdo da
ativacdo de quinase dependente de ciclina (CDK) e a entrada na fase S do ciclo celular
(Leethanakul et al., 2000). A perda da sua funcdo pode, subsequentemente, contribuir

para a tumorigénese (Choi et al., 2003).

A expressdo reduzida de p27 foi encontrada nos canceres gastricos, de mama e de

células do pulmdo (Kuropkat et al., 1999), e correlacionada com o mau progndstico nos
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canceres de cabega e pescoco (Mineta et al., 1999). A ativacao de RhoA, degrada p27
induzindo a proliferacdo celular do cancer, estando também relacionado com a via de
sinalizagdo de VEGFA/NRP1 formando um complexo GIPC1/Syx que ativa RhoA
(Yoshida et al., 2015).

Alguns estudos indicaram que RhoA regula principalmente a progressao do ciclo
celular da fase G1 para S (Mammoto et al., 2004), e tem sido associada a transcricdo
de p21 e ciclina D1 e degradacao de p27 através da regulacdo da atividade da ciclina

E/CDK (David et al., 2012).

Em concordancia, estudos mostram que a ativacdo de RhoA/ROCK nas células do
estroma que rodeiam células estaminais de cancer de mieloma multiplo apresentaram
um maior potencial de contracdo celular, levando a uma remodelacdo da matriz de
coldgeno promovendo interacdo célula-célula, aumento de proliferacdo, migracdo e
metastase (Choi et al., 2015; Wong et al., 2015). O silenciamento de RhoA reduziu
significativamente o crescimento tumoral, diminuindo os niveis de Gal-3, B-catenina,
MMP-9 e ciclina D1/2, e aumentou os niveis de p21 e p27 levando a inibicdo da

migracao, invasdo e proliferacdo celular (Yan et al., 2014).

De acordo com alguns estudos, foi demonstrado que o Fasudil® induz mudancas na
proliferacdo em células de cancer de bexiga e pulmao (Zhu et al., 2011; Abe et al.,
2014) e em células de glioblastoma (Deng et al., 2010). Como também, o Y-27632
causa mudancas morfoldgicas em células de carcinoma epidermoide oral SCC-4,
Tca8113 e CAL-27 (Moreira Carboni, S. S. et al., 2015; Wang et al., 2016), assim,
estando Fasudil® e Y-27632, relacionado com a inibicdo da invasdao tumoral e

transformacao celular (Feng e Lograsso, 2014).

Em concordéancia, entre os estudos recentes, o tratamento com Y-27632 reduziu a
invasdo e migracdo de células de cancer da mama in vitro e metdstase in vivo em
modelos experimentais de camundongos (Liu et al., 2009); invasdo e migracdo das
linhagens celulares CaOV3 e SKOV-3 de cancer do ovario (Jeong et al., 2012; Peng et
al., 2012); diminuiu o potencial invasivo das células da linhagem SW620 de cancer do
colorretal (De Toledo et al., 2012). E Fasudil® suprimiu a proliferacdo, migracdo e

invasdao de células da linhagem A-549 de cancer de pulmao (Zhu et al., 2011) e de
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carcinoma hepatocelular (Mikuriya et al., 2015). Tal modo neste estudo, HA-1077 e
também Y-27632 inibiram a proliferacdo celular de células SCC-4 de carcinoma

epidermoide oral de modo dose dependente.

Em contrapartida, Y-27632 ativou células da linhagem MCF-7 quiescentes de cancer da
mama ativadas através da desintegracdo de jun¢des de células acopladas com a perda
de E-caderina e p-catenina da membrana celular, levando ao aumento da migracdo e
invasdao em substratos bidimensionais e tridimensionais (Yang e Kim, 2014). Em
concordancia, o aumento da invasdo de células da linhagem SW620 de cancer de célon
em matriz de coldgeno tridimensional, mas ndo em matriz bidimensional
(Vishnubhotla et al., 2012). Juntos, estes estudos revelam que a contribuicdo da
sinalizacdo Rho/ROCK para a migra¢do das células cancerigenas varia dependendo da
linhagem celular testada e do microambiente circundante o que pode acontecer

também com a proliferacao celular (Vishnubhotla et al., 2012; Yang e Kim, 2014).

Varios relatos indicam que a inibicdo de ROCKs diminui a proliferacdo de células
tumorais e a angiogénese (Chen et al., 2014). Em células da linhagem 95D de
carcinoma de pulmao, o tratamento com Fasudil® inibiu a proliferacdo (Yang et al.,
2010); assim como reduziu significativamente a angiogénese de células endoteliais

condicionadas por carcinoma de pulmao (Zhang et al., 2012).

As diferengas funcionais para ROCK1 e ROCK2 em células tumorais e ndao tumorais
podem ser explicadas por variacdes em seus niveis de expressdo, localizacOes
subcelulares e parceiros de interacdo em tipos de células individuais (Amano, Tsumura,
et al., 2010; Morgan-Fisher et al., 2013; Schofield e Bernard, 2013; Wei et al., 2016).
Mais investigacoes sobre a funcdo das isoformas ROCKs no cancer sdao necessarias para
elucidar os mecanismos subjacentes das suas diferencas funcionais e determinar a
isoforma funcional predominante nos tipos de tumor relevantes e na via relacionada
com a proliferacdo celular. Estudos futuros serdo necessarios para avaliar os efeitos do

HA-1077 em outros processos que envolvem carcinogénese.
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8 CONCLUSAO
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Os resultados obtidos sugerem as proteinas ROCKs desempenham um papel funcional

importante na regulacdo da proliferacao celular em carcinoma epidermoide oral.

- O tratamento com HA-1077 e/ou o Y-27632, inibidores de ROCKs, tém um efeito
inibitério sobre o numero de células SCC-4 que incorporaram o BrdU (marcador de

células proliferativas), portanto reduzem a taxa de proliferacao.

- O tratamento com HA-1077 e/ou o Y-27632 tém um efeito inibitorio sobre o nimero
de células SCC-4 que imunoexpressam KI-67 (marcador de células proliferativas),

portanto reduzem a taxa de proliferacao.
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