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“A persisténcia é o caminho do éxito.”

Charles Chaplin



RESUMO




O carcinoma epidermoide oral apresenta altas taxas de mortalidade. Os receptores tirosina
quinase, FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, estdo amplificados e/ou superexpressos nessa neoplasia
e sdo blogueados pelo inibidor TKI-258. Esses receptores ativam a PI3K, proteina intracelular
que esta frequentemente associada a carcinogénese, que pode ser blogqueada pelos
inibidores LY294002 e Wortmannin. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
tratamento com TKI-258 sobre a proliferagdo celular, e o papel da proteina PI3K nas vias de
sinalizagdo inibidas por esse inibidor em carcinoma epidermoide oral in vitro. Através dos
ensaios de incorporacdo do BrdU e imunoexpressdao do KI-67, marcadores de proliferacao
celular, foi determinada a taxa de proliferacao de células SCC-4 de carcinoma epidermoide
oral controle e tratadas por 6 h com: TKI-258 1 uM, 5 uM e 10 pM; LY294002 60 uM e/ou
Wortmannin 2 uM; TKI 5 uM somente ou associado ao LY294002 ou ao Wortmannin; e, TKI 5
UM combinado com LY294002 e Wortmannin. Foi considerada uma significancia de p<0,05.
O tratamento com TKI-258 reduziu a taxa de proliferacdo de células SCC-4 que incorporaram
BrdU [F(3,11) = 120,807, p<0,0001] e imunoexpressaram KI-67 [F(3,11) = 222,379, p<0,0001].
O percentual de células proliferativas também foi menor apdés o tratamento com os
inibidores da PI3K, LY294002 e/ou Wortmannin, incorporacdo do BrdU [F(3,11) = 477,578,
p<0,0001] e imunoexpressao do KI-67 [F(3,11) = 421,762, p<0,0001]. A associacdo do TKI-258
5 UM com LY294002 e/ou Wortmannin diminuiu ainda mais a taxa de proliferacdo na
incorporacao do BrdU [F(3,11) = 252,324, p<0,0001] e imunoexpressao do KI-67 [F(3,11) =
295,346, p<0,0001]. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o TKI-258
apresenta um efeito antiproliferativo em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral e
esse processo possivelmente pode ser regulado pelos receptores tirosina quinase

bloqueados por esse inibidor, por meio de vias dependentes e independentes de PI3K.

Palavras-chave: carcinoma epidermoide oral; inibidores tirosina quinase; PI3K; proliferacdo

celular



ABSTRACT




Oral squamous cell carcinoma presents high mortality rates. Tyrosine kinase receptors,
FGFRs, PDGFRs and, VEGFRs, are amplified and/or overexpressed in this neoplasm and are
blocked by the inhibitor TKI-258. These receptors activate PI3K, an intracellular protein that
is often associated with carcinogenesis, that can be blocked by inhibitors LY294002 and
Wortmannin. The aim of this study was to evaluate the effect of TKI-258 treatment on cell
proliferation, and the role of PI3K protein in signaling pathways inhibited by this inhibitor in
oral squamous cell carcinoma in vitro. Through the BrdU incorporation assays and KI-67
immunoexpression, cell proliferation markers, SCC-4 cells of oral squamous cell carcinoma
were quantified and treated for 6 h with TKI-258 (1, 5 and 10 uM); LY294002 60 uM (LY)
and/or Wortmannin 2 uM (WTN); TKI-258 5 uM only or associated with LY or WTN; and, 5
UM TKI-258 combined with LY and WTN. A significance of p<0.05 was considered. Treatment
with TKI-258 reduced the proliferation rate in SCC-4 cells incorporated BrdU [F(3,11)
=120.807, p<0.0001] and immunoexpressed KI-67 [F(3,11) = 222.379, p<0.0001]. The
reduction percentage was also lower after treatment with PI3K, LY and/or WTN inhibitors,
incorporation of BrdU [F(3,11) = 477.578, p<0.0001] and KI-67 [F(3,11) = 421.762, p<0.0001].
And, the association of 5 puM TKI-258 with LY and/or WTN further decreased the
proliferation rate in BrdU incorporation [F(3.11) = 252.324, p<0.0001] and KI-67
immunoexpression [F(3,11) = 295.346, p<0.0001]. The results obtained in this study
demonstrated that TKI-258 exhibits an antiproliferative effect on SCC-4 cells of OSCC and this
process may possibly be regulated by the tyrosine kinase receptors blocked by that inhibitor,

by means of PI3K dependent and independent pathways.

Keyword: cell proliferation; oral squamous cell carcinoma; PI3K; tyrosine kinase inhibitors
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O carcinoma epidermoide oral se origina no epitélio de revestimento da mucosa oral e é
responsavel pela maioria das lesGes malignas da regido de cabec¢a e pescogo (THOMSON,
2018). Mundialmente, ele é considerado o sexto tipo de cancer mais comum e esta

associado a 1% a 2% das mortes por cancer (ECONOMOPQOULOU et al., 2016).

Na carcinogénese as células neopldsicas adquirem habilidades como, por exemplo, a
capacidade de crescimento ilimitado e autébnomo (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Este
comportamento desregulado pode ser ocasionado pela amplificacdo e/ou superexpressdo
de receptores tirosina quinase que sofreram mutac¢des (HU et al., 2015). Quando um ligante
como os fatores de crescimento é reconhecido pelo dominio extracelular ou N-terminal do
receptor, ocorre sua dimerizacao e autofosforilacio do dominio intracelular ou C-terminal
que possui atividade tirosina quinase. Desta forma, a tirosina fosforilada se torna um local
de ativacdo de proteinas intracelulares, dentre elas a proteina fosfoinositideo 3-quinase
(P13K), que propaga os sinais até o nucleo (ARORA e SCHOLAR, 2005). Sendo assim, o
reconhecimento dos mecanismos envolvidos na desregulacdo desses receptores pode

induzir a terapéutica com os inibidores tirosina quinase (GOTINK e VERHEUL, 2010).

Os inibidores tirosina quinase sdo pequenas moléculas hidrofébicas capazes de atravessar a
membrana celular e competirem pelo sitio da adenosina trifosfato (ATP) no dominio
intracelular do receptor tirosina quinase. Logo, ndo ocorre a autofosforilagdo e ativacao

desse receptor e consequentemente a transducdo do sinal (GOTINK e VERHEUL, 2010).

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

atraentes para o tratamento dessa neoplasia.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com o inibidor tirosina quinase
TKI-258 sobre a regulacdo da proliferacdo em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral
moderadamente diferenciado, e determinar se ha o envolvimento da proteina PI3K na via de
sinalizacdo inibida pelo TKI-258, utilizando os ensaios de incorporacdio do BrdU e

imunoexpressao do KI-67.
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2.1. Mucosa oral

A cavidade oral pertence ao sistema digestério e é o local de entrada dos alimentos no
organismo. Ela contribui com a ingestdo, fragmentacao, umidificacdo e digestdo dos
alimentos. A cavidade oral também esta relacionada com a fala, expressao facial, percepgao
sensitiva e respiracdo. Os labios, os dentes, a lingua, a mucosa oral e as glandulas salivares

estdo envolvidos nesses processos (KATCHBURIAN e ARANA, 2012).

Anatomicamente, a cavidade oral é dividida em dois compartimentos: o vestibulo da boca e
a cavidade prépria da boca. O vestibulo da boca é o espago entre os dentes e a gengiva, ao
passo que a cavidade prdpria da boca se localiza entre os arcos dentais superiores e
inferiores. A cavidade oral é delimitada anteriormente pelos labios, superiormente pelo
palato duro e palato mole, inferiormente pelas papilas circunvaladas da lingua e
posteriormente pela orofaringe. Todas as regides da cavidade oral sdo revestidas pela

mucosa oral (MADANI et al., 2014).

A mucosa oral é constituida por epitélio estratificado pavimentoso, formado pelos
queratindcitos, melandcitos, células de Langerhans e células de Merckel. Ela apresenta um
papel importante na cavidade oral, que é o de proteger os tecidos mais profundos, além
disso, também participa da sintese e secre¢ao de substancias e atua como 6rgao sensorial

(NANCI, 2012).

O epitélio da mucosa oral pode sofrer alteragdes de acordo com a regido da cavidade oral.
Nas dreas mais expostas a mastigacao o epitélio é queratinizado, visto que a camada cérnea
é fundamental para dissipar as forcas de cisalhamento, ja nas regiGes onde é necessaria uma
maior flexibilidade, ele é n3ao queratinizado. Desta forma, de acordo com caracteristicas
histolégicas e localizacdo, a mucosa oral é classificada em trés tipos: mucosa oral de
revestimento, constituida por epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado; mucosa
oral mastigatodria, formada por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado; e, mucosa

oral especializada, que possui epitélio orto e paraqueratinizado (NANCI, 2012).

O epitélio da mucosa oral pode ser acometido por algumas desordens malignas, as principais
sdo: leucoplasia, eritroplasia, queilite actinica e liquen plano. Essas alteracdes aumentam o
risco de desenvolvimento de neoplasias orais como, por exemplo, o carcinoma epidermoide

oral (GANESH et al., 2018).
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2.2. Neoplasia

A neoplasia é uma massa de tecido atipico formado a partir de um estimulo, que faz com
que as células percam sua capacidade de controlar o ciclo celular e passem a se multiplicar
de maneira autonoma e ilimitada, e mesmo com a interrupc¢ao do estimulo esse crescimento
nao cessa (KUMAR et al., 2010). Para tanto, as células neopldsicas adquirem algumas
habilidades, como: autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais
anticrescimento, potencial de duplicagdo ilimitado, capacidade de evadir da apoptose,
potencial aumentado de angiogénese e capacidade de invadir tecidos e gerar metastases

(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Os mecanismos relacionados ao surgimento e progressao tumoral s3ao muito variados,
porém a maioria das alteracbes acontece em receptores e proteinas intracelulares que
participam de vias de sinalizacdo envolvidas em inumeros processos celulares, como, por
exemplo, a proliferacdo celular. Para tal, ocorrem mutag¢des que ddo origem aos oncogenes,
genes que aumentam a ativacdo de vias de sinalizagdo, além disso, ha também a inativacao
de genes supressores de tumor, que controlam negativamente a atividade de vdrias

proteinas envolvidas na regulacdo da homeostase (SEVER e BRUGGE, 2015).

As neoplasias podem ser classificadas em benignas ou malignas de acordo com as
caracteristicas morfoldgicas e os efeitos que causam no organismo. As neoplasias benignas
apresentam células bem diferenciadas, com pouca atipia e baixa taxa de divisdo, além disso,
sdo encapsuladas e possuem crescimento local e ndo disseminado por metdstases, sendo
assim, estdao associadas a um progndstico melhor. Por outro lado, as neoplasias malignas,
coletivamente denominadas de canceres, tém células pouco diferenciadas, com crescimento
rapido e infiltrativo, capacidade de invadir tecidos adjacentes e gerar metastases, e estdo

relacionadas com um prognéstico pior (KUMAR et al., 2010).

As neoplasias malignas que se originam nas células epiteliais sdo denominadas carcinomas,
mais especificamente aquelas que acometem o tecido epitelial estratificado escamoso sdo
intituladas carcinomas de células escamosas. Aproximadamente 80% dos canceres humanos
sdo carcinomas, provavelmente, devido a alta taxa de proliferacdo do tecido epitelial em
adultos e/ou porque o tecido epitelial fica muito exposto aos danos causados por agentes

fisicos e quimicos (LO et al., 2012).
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2.3. Carcinoma epidermoide oral

O carcinoma epidermoide oral é uma neoplasia que se origina nas células escamosas do
epitélio de revestimento da mucosa oral e é responsdvel pela maioria das lesGes malignas
gue acomete a regido da cabeca e pescoco, representando mais de 90% dos tumores da
cavidade oral (THOMSON, 2018). A lingua é o sitio mais frequentemente acometido por essa
neoplasia, seguida pelo palato mole e assoalho da boca (DE MORAIS et al., 2017).
Mundialmente, é considerado o sexto tipo de cancer mais comum correspondendo a
aproximadamente 6% dos casos, e esta associado a altas taxas de mortalidade
(ECONOMOPOULOU et al., 2016). Anualmente sdao observadas 300.000 novas ocorréncias
dessa neoplasia, e surpreendentemente ha um aumento expressivo na quantidade de jovens
acometidos (THOMSON, 2018). No Brasil, para os anos de 2018 e 2019, ha uma estimativa

do aparecimento de 11.200 novos casos em homens e 3.500 em mulheres (INCA, 2017).

O surgimento do carcinoma epidermoide oral é multifatorial, o uso do tabaco, sua
associacdo com o alcool, a infeccdo pelo papiloma virus humano, a imunossupressao, os
fatores genéticos e ambientais sdo algumas das causas (PORTER et al., 2018). A maior
incidéncia ocorre em homens (MORO et al., 2018), possivelmente, por estarem mais
expostos aos principais fatores de riscos que sdo o tabaco e o alcool (RUBACK et al., 2012).
Outro fator determinante para o desenvolvimento do carcinoma epidermoide oral é a idade,
visto que essa neoplasia é mais frequente em individuos a partir dos 50 anos (TANDON et al.,
2017; MORO et al., 2018). A maior incidéncia é observada entre a quinta e sexta década de
vida (AL-JABER et al., 2016). Além disso, a idade também desempenha um papel crucial na
sobrevida, uma vez que pacientes mais jovens apresentam uma melhor taxa de

sobrevivéncia em relagdo aos pacientes mais velhos (MAHMOOD et al., 2018).

O grau de queratinizacdo, o pleomorfismo celular e nuclear e a atividade mitética sdo os
critérios utilizados para classificar, microscopicamente, o carcinoma epidermoide oral em:
bem diferenciado, aquele semelhante ao epitélio escamoso normal, que apresenta
abundante formacdo de pérolas de quaratina; moderadamente diferenciado, contém nitido
pleomorfismo nuclear e atividade mitdtica, incluindo mitoses anormais e pouca
gueratinizacdo; e, pouco diferenciado, possui predominio de células indiferenciadas com

numerosas mitoses atipicas e pouca queratinizacdo (PEREIRA et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Classificagdo histolégica do carcinoma epidermoide oral. Coloragdo de hematoxilina e eosina. (A, B)
Bem diferenciado. (C, D) Moderadamente diferenciado. (E,F) Pouco diferenciado. Fonte: CREMA, 2001.

A classificacdo histolégica do carcinoma epidermoide oral é muito importante para
direcionar o tratamento do paciente, uma vez que quanto maior a diferenciacdo do tumor,
melhor o progndstico, tumores pouco diferenciados estdo associados com uma menor
sobrevida (PADMA et al., 2017). A fim de determinar com mais precisdao o prognodstico e o
tratamento correto para o paciente é fundamental que também sejam quantificados alguns
parametros clinicos do carcinoma epidermoide oral, como a agressividade clinica, a extensao
e a disseminacdo. Para isso, devem ser avaliados a extensdo do tumor primario, o
envolvimento de linfonodos locais e a ocorréncia ou ndo de metastases a distancia

(KADEMANI, 2007).

Geralmente tumores em estagio inicial sdo tratados com cirurgia ou radioterapia, ja os
tumores em estagios mais avangados requerem uma combinacdo entre cirurgia, radioterapia
e/ou quimioterapia (MACHIELS et al., 2014). Apesar dos avangos, o carcinoma epidermoide
oral ainda é um cancer agressivo, com propens3ao para gerar metastases e associado a um
grande numero de mortes (THOMSON, 2018). Sendo assim, ha a necessidade do
desenvolvimento de farmacos que bloqueiem as vias de sinalizacdo envolvidas na

carcinogénese dessa neoplasia (YING et al., 2006).
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2.4. TKI-258

Para a manutencdo da homeostase ocorrem inumeras reacdes celulares que modulam as
fungdes fisioldgicas, uma delas é a transferéncia de um grupo fosfato para uma determinada
proteina, essa reacdo é mediada por enzimas denominadas quinases. As tirosinas quinase
sao aquelas enzimas que fazem o deslocamento de um fosfato da molécula de ATP para um
residuo de tirosina, e algumas delas estdo associadas a induc¢do da carcinogénese (BHULLAR

etal., 2018).

As tirosinas quinase atuam em vias de sinalizagdo iniciadas através dos receptores tirosina
quinase, que sdo um grande e heterogéneo grupo de receptores localizados na membrana
celular que respondem principalmente a mediadores proteicos, como, por exemplo, os
fatores de crescimento. Esses receptores possuem um dominio extracelular ou N-terminal,
no qual se liga um ligante, um dominio transmembranar e um dominio intracelular ou C-

terminal que possui atividade tirosina quinase (HU et al., 2015).

Quando um ligante como os fatores de crescimento é reconhecido pelo dominio
extracelular, ocorre uma mudancga conformacional que resulta na dimerizacdo do receptor e
autofosforilagdo do dominio intracelular. Desta forma, a tirosina fosforilada é um local de
ligacdo e ativacdo para proteinas intracelulares que propagam os sinais da superficie
membranar até o nucleo. A fosforilacdo intracelular inicia uma cascata de reacOes

citoplasmaticas que resultam em respostas celulares (ARORA e SCHOLAR, 2005).

Os receptores tirosina quinase regulam vias de sinalizacdo envolvidas em processos celulares
importantes como proliferacdo e migracao celular, sobrevivéncia e angiogénese. Porém,
esses receptores podem sofrer mutacGes e ficarem desregulados e assim desencadear
doengas como o cancer, nas quais geralmente ocorre a amplificacdo e/ou superexpressio

desses receptores multados (HU et al., 2015).

Os receptores tirosina quinase estdo amplificados em carcinoma epidermoide oral (OIKAWA
etal., 2017) e superexpressos em carcinoma de cabeca e pescoco (ELFERINK e RESTO, 2011).
Sendo assim, o reconhecimento dos mecanismos envolvidos na desregulacdo desses
receptores conduziu a terapéutica com os inibidores tirosina quinase (GOTINK e VERHEUL,

2010).
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Os inibidores tirosina quinase sdao pequenas moléculas hidrofébicas capazes de atravessar a
membrana celular e competirem pelo sitio do ATP no dominio intracelular ou C-terminal dos
receptores tirosina quinase (IMAl e TAKAOKA, 2006). Eles agem diretamente no local de
ligacdo do ATP por meio de pontes de hidrogénio e indiretamente através de um sitio
alostérico impossibilitando a associacdo do ATP. Consequentemente, a tirosina quinase nao
consegue transferir fosfato para o residuo tirosina e ndo ocorre a autofosforilagdo e ativacao

do receptor (GOTINK e VERHEUL, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de agao dos inibidores tirosina quinase em células tumorais. a) Apds a ativacdo do
receptor tirosina quinase (RKT) pela ligacdo do ligante no dominio extracelular ou N-terminal, as vias de
sinalizacdo intracelulares Ras-Raf-MEK-MAPK e PI3K-AKT sdo ativadas, assim como as proteinas STAT1, STAT3 e
STATS. Os efeitos coordenados destas vias de sinalizagdo intracelulares levam a indugao de respostas celulares
incluindo proliferagdo, diferenciagdo, motilidade, adesdo e angiogénese. A desregulacdo da sinalizagao
mediada pelos RKTs em células tumorais leva a proliferagcdo, invasdo, metdstases e neovascularizagao
exacerbadas. b) Inibidores tirosina quinase (TKIs) atuam como analogos do ATP e inibem a sinalizacdo do RKT
por meio da competicdo pela ligacdo do ATP no dominio intracelular e através de um sitio alostérico
impossibilitando a associacdo do ATP. Como resultado, a ativacdo de varias vias de sinalizacdo é bloqueada.
Cada TKI apresenta uma seletividade diferente para RTK, e alguns sdo multi-seletivos, o que pode fornecer uma
vantagem terapéutica. Fonte: Adaptado de (IMAI e TAKAOKA, 2006).
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O TKI-258 é um inibidor tirosina quinase que possui atividade inibitéria sobre os FGFRs,
PDGFRs e VEGFRs (RENHOWE et al., 2009). Os dados in vivo e in vitro indicam que o TKI-258
bloqueou a sinalizacdo dos FGFRs, PDGFRs, VEGFRs em cancer urotelial (QING et al., 2009),
cancer de mama avancado (ANDRE et al., 2013) e cancer pancreético (ZHANG et al., 2014),

através do comprometimento do crescimento tumoral (HANZE et al., 2013).

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

desregulados em aproximadamente 7% dos tumores sélidos (GHEDINI et al., 2018).

A familia dos fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs) é composta por quatro
isoformas, PDGFA, PDGFB, PDGFC e PDGFD, que se ligam aos PDGFRa e PDGFRP3 (DEMOULIN
e ESSAGHIR, 2014). Em condicbes fisioldgicas estes receptores estdo envolvidos
principalmente na regulacdo da embriogénese, entretanto durante a carcinogénese

desencadeiam o aumento da proliferagao celular (HELDIN et al., 2018).

Os fatores de crescimento endoteliais vasculares (VEGFs), VEGFA, VEGFB, VEGFC e VEGFD,
sdao encontrados em mamiferos e podem se ligar em trés membros dos VEGFRs, VEGFR1,
VEGFR2 e VEGFR3 (KARAMAN et al., 2018). Possivelmente devido ao papel importante na
regulacdo da angiogénese, tanto fisiolégica quanto patoldgica, essa via de sinalizacdo esta

relacionada a um rapido crescimento tumoral (SHIMIZU et al., 2018).

Desta forma, devido a inibicdo multipla destas trés familias de receptores tirosina quinase, o
TKI-258 possui um efeito antitumoral promissor, tanto diretamente através do bloqueio das
vias de sinalizacdo FGFs/FGFRs e PDGFs/PDGRs, quanto por sua atividade antiangiogénica
por meio da inibicdo de VEGFs/VEGFRs (LEE et al., 2005).
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2.5. PI3K

A PI3K pertence a uma familia de quinases lipidicas intracelulares que integram vias de
sinalizacdo envolvidas na regulacdo de diversos processos fisioldgicos como, por exemplo, a
proliferagcdo celular (THORPE et al., 2015). Nos mamiferos, sdo conhecidas trés diferentes
classes da PI3K: I, Il e lll. O desenvolvimento do cancer esta mais associado a classe |, que
possui duas subclasses denominadas A e B, as quais apresentam uma subunidade regulatéria
e outra catalitica, sendo que a subunidade catalitica da classe IA apresenta as isoformas
pl110 a, B e 6, e da classe IB, p110 y. A classe Il é constituida por trés enzimas diferentes,
PI3K-C2a, PI3K-C2B e PI3K-C2y, e sua fungdo ainda é pouco conhecida. Ja a classe Il possui
apenas uma proteina expressa em eucariontes que é a proteina vacuolar 34 (Vps34)

(MARTINI et al., 2014).

A ativacdo da PI3K classe | ocorre através de receptores tirosina quinase localizados na
membrana plasmatica (classe IA) ou receptores acoplados a proteina G (classe IB). A
autofosforilacdo desses receptores desencadeia a aproximacao e ligacdo da PI3K as tirosinas
fosforiladas resultando na ativa¢do da subunidade catalitica, dessa forma a PI3K é capaz de
converter o fosfatidilinositol 4,5-bi-fosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato (PIP3),
gue atua no recrutamento e ativacdao da AKT, que ativa a proteina alvo de rapamicina em

mamiferos (mTORC), resultando em respostas celulares (MARTINI et al., 2014) (Figura 3).

Esta via de sinalizagdo intracelular PI3K/AKT/mTOR possui um papel importante no controle
do ciclo celular (FRUMAN e ROMMEL, 2014) e estd frequentemente alterada no cancer, o
gue a torna um potencial alvo para o desenvolvimento de terapias antitumorais
direcionadas (FAES e DORMOND, 2015). Os inibidores da PI3K mais conhecidos e utilizados
sdo o LY294002 e o Wortmannin (KONG e YAMORI, 2008). O LY294002 é um produto
sintético derivado da quercetina, membro dos flavonoides, que inibe reversivelmente por
competicao o sitio do ATP em enzimas da familia da PI3K classe I. Por outro lado, o
Wortmannin é um metabdlito produzido pelo fungo Penicillium wortmannii, que inibe
irreversivelmente a PI3K e outras proteinas correlacionadas a ela, por meio de ligacdo

covalente (KNIGHT, 2010) (Figura 4).
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Figura 3. Via de sinalizagdo PI3K-AKT-mTOR. As isoformas da classe IA e IB da PI3K sdo ativadas pelos
receptores de tirosina-quinase (RTKs) e pelos receptores acoplados a proteina G (GPCRs), respectivamente. A
PI3K ativada interage com a membrana lipidica e fosforila o fosfatidilinositol 4,5-bi-fosfato (PIP2), produzindo o
fosfatidilinositol 3,4,5-bifosfato (PIP3), constituindo um sitio de ancoragem para a proteinas PDK1 e AKT. Essas
proteinas sdo translocadas para a membrana, em que AKT fosforilada por PDK1 dentro do circuito de ativacdo
em Thr308 e ativagdo completa foi conseguida por fosforilagdo da Serina 473 pelo mTORC2. O PIP3 ativado
sinaliza a cascata intracelular através da AKT, que promove o crescimento celular, sobrevivéncia, sintese de
proteinas e proliferagdo. O PTEN, um supressor de tumor (fosfatase e proteina homdloga da tensina),
desfosforila o PIP3 a PIP2 regulando a geragdo do PIP3. Fonte: (YANAMANDRA et al., 2015).
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Figura 4. Visao geral simplificada da inibigao da PI3K com o LY294002 e o Wortmannin. O LY294002 (LY) inibe
reversivelmente a PI3K por competi¢do no sitio do ATP e o Wortmannin (WTN) inibe irreversivelmente a PI3K
por meio de ligagdo covalente. Fonte: Adaptado de (HOLMES, 2011).
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3. HIPOTESE
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O inibidor tirosina quinase TKI-258 inibe a taxa de proliferacdo celular, envolvendo a via da

PI3K, em carcinoma epidermoide oral in vitro.
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4. OBIJETIVOS
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4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do inibidor tirosina quinase TKI-258 sobre a proliferacdo celular em

carcinoma epidermoide oral in vitro.

4.2. Objetivos especificos

- Comparar a taxa de proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral controle e
tratadas com o TKI-258, inibidor dos receptores tirosina quinase: FGFRs, PDGFRs e VEGFRs,
em trés concentragdes diferentes (1 uM, 5 uM e 10 uM), através da incorporac¢do do BrdU e

imunoexpressdo do KI-67, marcadores de proliferacdo celular.

- Avaliar o envolvimento da proteina PI3K na regulacdo da proliferacdo de células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral controle e tratadas com seus inibidores, LY294002 e
Wortmannin, por meio da incorporagao do BrdU e imunoexpressao do KI-67, marcadores de

proliferacdo celular.

- Verificar se a via de sinalizacao inibida pelo TKI-258 envolve a proteina PI3K na regulacao
da proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, comparando a taxa de
proliferacdo de células tratadas com TKI-258 apenas e associado ao LY294002 e/ou
Wortmannin, através da incorporac¢ao do BrdU e imunoexpressao do KI-67, marcadores de

proliferacdo celular.
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5. MATERIAL E METODOS
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5.1. Casuistica

Por utilizar células comercialmente disponiveis, este estudo foi dispensado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Tridangulo Mineiro (Anexo 1). Foram
empregadas células da linhagem SCC-4 de carcinoma epidermoide oral humano de lingua
moderadamente diferenciado da American Type Culture Collection (ATCC®), obtidas do banco

de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

5.2. Reagentes

O inibidor tirosina quinase TKI-258 foi obtido da Selleck Chemicals (Houston, TX, USA), ja os
inibidores da PI3K, LY294002 e Wortmannin, foram obtidos da Sigma-Aldrich, o 5-bromo-2'-
deoxyuridine (BrdU), o 4’,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI), o Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium F12 (DMEM-F12), o dimethylsulfoxide (DMSO), o bovine serum albumin (BSA), o
Triton X-100 0,2%, o paraformoldeido, os antibiéticos penicilina e estreptomicina, e os sais
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A hidrocortisona e o soro fetal
bovino (SFB) foram obtidos da Ariston (Sdo Paulo, SP) e da Cultilab (Campinas, SP),
respectivamente. O anticorpo primario anti-KI-67 foi adquirido da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) e o anticorpo primario anti-BrdU da Vector Laboratories (Burlingame,
CA, USA). O anticorpo secundario Alexa 488 foi obtido da Molecular Probes (Eugene, OR,
USA).

5.3. Cultura celular

As células SCC-4 foram cultivadas em garrafas T75 com meio DMEM-F12, contendo
100 U/mL de estreptomicina, 100 U/mL de penicilina, 400 ng/mL de hidrocortisona e SFB
10% em incubadora Umida com atmosfera 5% C0O,/95% ar a 37°C. Os experimentos foram

realizados quando as células atingiram a semi-confluéncia.
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5.4. Ensaios de proliferagao celular

Para avaliar o efeito do inibidor tirosina quinase TKI-258 sobre a regulacdao da proliferacao
celular em carcinoma epidermoide oral in vitro, foram realizados os ensaios de incorporacao
do BrdU e imunoexpressao do KI-67. Foi feita a comparacao da taxa de proliferacdo de
células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 em trés concentragdes: 1 uM, 5 uM e 10 uM,

que incorporaram o BrdU e imunoexpressaram o KI-67.

Além disso, foi utilizado o percentual de células SCC-4 BrdU e KI-67 positivas controle e
tratadas com os inibidores da PI3K, LY294002 e Wortmannin, para avaliar o envolvimento
dessa proteina na regulacdo da proliferacdo celular. Para essa finalidade as células foram
tratadas com LY294002 60 uM, Wortmannin 2 uM, e LY294002 60 uM combinado com

Wortmannin 2 uM.

E, para verificar se a via de sinalizacdo inibida pelo TKI-258 envolve a proteina PI3K na
regulacdo da proliferacdo de células SCC-4, foi feita a comparacdo da taxa de células
positivas para os marcadores de proliferacdo celular, BrdU e KI-67, tratadas com apenas TKI-

258 5 uM e associado ao LY294002 60 uM e/ou Wortmannin 2 uM.

Para os ensaios de proliferacdo celular, aproximadamente 0,8x10* células por pogo foram
cultivadas em placas com seis pocgos, contendo laminulas de vidro em incubadora Umida
com atmosfera 5% C0O,/95% ar a 37°C overnight. No ensaio de incorporagdo do BrdU, foi
adicionado meio com/sem tratamento e 0,5 pg/mL de BrdU nos pogos de todas as células. Ja
no ensaio de imunoexpressdo do KlI-67 foi adicionado apenas meio com/sem tratamento.
Foram avaliados os seguintes grupos: controle (C); TKI-258 1 uM (TKI 1); TKI-258 5 uM (TKI
5); TKI-258 10 uM (TKI 10); controle veiculo (C,, - DMSO no volume de LY294002 60 uM);
LY294002 60 uM (LY); Wortmannin 2 uM (WTN); LY294002 60 puM combinado com
Wortmannin 2 uM (LY+WTN); TKI-258 5 uM associado ao LY294002 60 uM (TKI 5+LY); TKI-
258 5 uM combinado com Wortmannin 2 uM (TKI 5+WTN); e, TKI-258 5 uM associado ao
LY294002 60 uM e ao Wortmannin 2 uM (TKI 5+LY+WTN). As células SCC-4 controle e
tratadas foram incubadas por 6 h. Os experimentos foram realizados em triplicatas

bioldgicas e duplicatas experimentais.
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5.5. Reagdes de imunofluorescéncia

Apds 6 h de tratamento, as células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral foram lavadas com
DPBS, com calcio e magnésio, duas vezes de 5 min. Em seguida, foi realizada a fixagdo com
paraformaldeido 4% por 1 h. As células foram novamente lavadas com DPBS duas vezes de 5
min. No ensaio de incorpora¢ao do BrdU, foi feita a incuba¢dao com HClI 1 N a 37°C por 1 h.
Tanto no ensaio de incorporacao do BrdU, quanto no ensaio de imunoexpressdo do KI-67,
apos a lavagem com DPBS, 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. Em seguida, foi
realizada a incubagdo em camara umida e temperatura ambiente com anticorpo primario
anti-BrdU e anti-KI-67 na dilui¢do 1:50 em DPBS/BSA 0,1% overnight. Apds a lavagem com
DPBS duas vezes de 10 min, as células foram incubadas em ambiente escuro, camara Umida
e temperatura ambiente, com o anticorpo secundario anti-mouse Alexa 488 diluido 1:1000
em DPBS/BSA 0,1% por 2 h. Apds duas lavagens com DPBS de 10 min, a evidenciagdo dos
nucleos foi feita com o fluoréforo DAPI diluido 1:500 em DPBS por 15 min. Finalmente, apds

lavagem com DPBS duas vezes de 5 min, as laminas foram montadas com glicerol-carbonato.

5.6. Analise morfométrica

Foram avaliados dez campos aleatérios de cada lamina das células controle e tratadas em
um microscopio de fluorescéncia. Os nucleos de todas as células marcadas com DAPI e das
células positivas para os marcadores de proliferacdo celular, BrdU e KI-67, foram

quantificados. O percentual de células positivas foi calculado utilizando o programa Excel®.
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5.7. Analise estatistica

Os resultados foram analisados com o programa IBM SPSS 20.0® (San Franscisco, CA, USA) e
os graficos confeccionados com o programa GraphPad Prism® (San Diego, CA, USA). As
varidveis foram testadas para verificar se a distribuicdo foi normal através do teste de
analise de varidancia. Como a distribuicdo foi normal, foram utilizados os testes paramétricos,
testede andlise de variancia (ANOVA) e pds-teste de Tukey, para a comparagao multipla
entre os grupos estudados. Os resultados foram expressos em média mais ou menos erro. As

diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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6. RESULTADOS
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6.1. Efeito do tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 sobre a proliferacao

celular em carcinoma epidermoide oral in vitro

Houve uma diferenca estatisticamente significativa do percentual de células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral BrdU positivas entre todos os grupos estudados [F(3,11) =
120,807, p<0,0001]. A taxa de células que incorporam o BrdU foi significativamente menor
nos grupos tratados com TKI 1 (38,64+1,29, p<0,0001), TKI 5 (33,67+1,63, p<0,0001) e TKI 10
(28,82+0,75, p<0,0001), em relacdo ao grupo C (53,41+2,51). O efeito antiproliferativo do
TKI-258 foi dependente da dose, considerando que houve diferencas estatisticas entre o
percentual de células proliferativas tratadas com: 1 uM vs 5 uM (p<0,05), 1 uM vs 10 uM
(p<0,0001) € 5 uM vs 10 uM (p<0,05) (Figura 5A), indicando que ocorreu 27,64%, 36,94% e

46,04% de redugdo, respectivamente.

A imunoexpressao do KI-67 em células SCC-4 controle e tratadas com TKI-258 demonstrou
resultados semelhantes aos observados no ensaio de incorpora¢dao do BrdU. Foi vista uma
diferenca estatisticamente significativa da taxa de células SCC-4 KI-67 positivas entre todos
os grupos estudados [F(3,11) = 222,379, p<0,0001]. Quando comparado com o percentual de
células do grupo C (45,85+2,26) que imunoexpressaram KI-67, o percentual de células
proliferativas foi significativamente menor nas trés concentracbes de TKI-258: TKI 1
(35,58+0,57, p<0,0001), TKI 5 (27,62+0,48, p<0,0001) e TKI 10 (22,04+0,25, p<0,0001). O TKI-
258 inibiu a proliferacdo celular de maneira dose dependente, uma vez que houve
diferencgas estatisticas entre a taxa de células proliferativas tratadas com: 1 uM vs 5 uM
(p<0,0001), 1 uM vs 10 uM (p<0,0001) e 5 uM vs 10 uM (p<0,001) (Figura 5B), indicando que

ocorreu 22,40%, 39,75% e 51,91% de reducao, respectivamente.

Desta forma, o bloqueio dos FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, com o inibidor tirosina quinase TKI-
258, reduziu o percentual de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral proliferativas em
todos os grupos tratados. E, a medida que as concentrag¢des do inibidor aumentaram a taxa

de proliferacao celular diminuiu.
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Figura 5. Efeito do tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 sobre a proliferacdo celular em
carcinoma epidermoide oral in vitro. Percentual de células controle e tratadas com TKI-258 (1 uM, 5 pM e 10
KUM) durante 6 h. (A) Percentual de células BrdU positivas e (B) Percentual de células KI-67 positivas. ANOVA e
pos-teste de Tukey: *p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001.
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6.2. Efeito do tratamento com os inibidores da PI3K, LY294002 e/ou Wortmannin, sobre a

proliferagao celular em carcinoma epidermoide oral in vitro

Houve uma diferenca estatisticamente significativa do percentual de células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral BrdU positivas entre todos os grupos estudados [F(3,11) =
477,578, p<0,0001]. O percentual de células proliferativas foi significativamente menor nos
grupos tratados: LY (38,46+1,66, p<0,0001), WTN (22,36+0,80, p<0,0001) e LY+WTN
(14,31+0,59, p<0,0001), quando comparados ao grupo C,, (49,01+1,53). Foi observada uma
diferenca estatisticamente significativa da porcentagem de células proliferativas do grupo
tratado com LY quando comparado com WTN (p<0,0001) e, com LY+WTN (p<0,0001); houve
uma redugao significante entre o percentual de células proliferativas tratadas com LY+WTN
em comparacdo com as tratadas somente com WTN (p<0,0001) (Figura 6A). Foi observada

uma redugao de 21,52% no grupo LY; 54,36% no grupo WTN; e 70,78% no grupo LY+WTN.

Confirmando os resultados encontrados no ensaio de incorporacdo do BrdU, no ensaio de
imunoexpressao do KI-67 também houve uma diferenga estatisticamente significativa do
percentual de células SCC-4 KI-67 positivas entre todos os grupos estudados [F(3,11) =
421,762, p<0,0001]. Quando comparado com o percentual de células do grupo C,
(48,11+1,68) que imunoexpressaram KI-67, o percentual foi significativamente menor nos
grupos tratados: LY (36,18%1,56, p<0,0001), WTN (23,89+1,23, p<0,0001) e LY+WTN
(11,87+0,40, p<0,0001). Foi vista uma diferenca estatisticamente significativa da
porcentagem de células proliferativas do grupo tratado com LY quando comparado com
WTN (p<0,0001) e, com LY+WTN (p<0,0001); houve uma reducdo significante entre a taxa de
células proliferativas tratadas com LY+WTN em comparacdo com as tratadas somente com
WTN (p<0,0001) (Figura 6B). Foi vista uma redug¢do de 24,79% no grupo LY; 50,33% no grupo
WTN; e 75,31% no grupo LY+WTN.

Desta maneira, a inibicdo da proteina PI3K com os inibidores LY294002 e Wortmannin,
reduziu o percentual de proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral em
todos os grupos tratados com um ou mais inibidor da PI3K. E, a associacdo entre os dois

inibidores diminuiu mais significativamente a taxa de proliferacdo celular.
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Figura 6. Efeito do tratamento com os inibidores da PI3K, LY294002 e/ou Wortmannin, sobre a proliferagdo

celular em carc

vitro. Percentual de células controle e tratadas com LY294002 60

in

dermoide oral

Inoma epi

MM, Wortmannin 2 uM e LY294002 60 uM associado ao Wortmannin 2 uM, durante 6 h. (A) Percentual de

células BrdU positivas e (B) Percentual de células KI-67 positivas. ANOVA e pds-teste de Tukey: ***p<0,0001.
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6.3. Efeito do tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 e/ou com os inibidores
da PI3K, LY294002 e Wortmannin sobre a proliferagao celular em carcinoma epidermoide

oral in vitro

No ensaio de incorporag¢ao do BrdU houve uma diferenga estatisticamente significativa do
percentual de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral proliferativas entre todos os
grupos estudados [F(3,11) = 252,324, p<0,0001]. A taxa de células BrdU positivas foi
significativamente menor nos grupos tratados com TKI 5+LY (23,77+1,46, p<0,0001), TKI
5+WTN (17,93+0,79, p<0,0001) e TKI 5+LY+WTN (10,09+0,82, p<0,0001), em relacdo ao
grupo tratado com TKI 5 (35,48+1,40). Foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa do percentual de células proliferativas do grupo tratado com TKI 5+LY quando
comparado com TKI 5+WTN (p<0,001) e, com TKI 5+LY+WTN (p<0,0001); houve uma
reducdo significante entre a taxa de células proliferativas tratadas com TKI 5+LY+WTN em
comparag¢do com as tratadas com TKI 5+WTN (p<0,0001) (Figura 7A). Foi observada uma
reducdo de 32,97% no grupo TKI 5+LY; 49,45% no grupo TKI 5+WTN; e 71,54% no grupo TKI
5+LY+WTN.

Por meio do ensaio da imunoexpressao do KI-67 também teve uma diferenga
estatisticamente significativa do percentual de células SCC-4 KI-67 positivas entre todos os
grupos estudados [F(3,11) = 295,346, p<0,0001]. Quando comparado com a taxa de células
proliferativas tratadas com TKI 5 (31,64+1,57), a taxa foi significativamente menor nos
grupos tratados com TKI 5+LY (21,40+0,75, p<0,0001), TKI 5+WTN (18,26+0,64, p<0,0001) e
TKI 5+LY+WTN (8,52+0,45, p<0,0001). Foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa da porcentagem de células proliferativas no grupo tratado com TKI 5+LY quando
comparado com TKI 5+WTN (p<0,05) e, com TKI 5+LY+WTN (p<0,0001); houve uma reducao
significante do percentual de células proliferativas tratadas com TKI 5+LY+WTN em relac¢ao
as tratadas com TKI 5+WTN (p<0,0001) (Figura 7B). Foi vista uma reducdo de 32,36% no
grupo TKI 5+LY; 42,29% no grupo TKI 5+WTN; e 73,06% no grupo TKI 5+LY+WTN.

Deste modo, a inibicdo dos FGFRs, PDGFRs e VEGFRs com o inibidor tirosina quinase TKI-258
e/ou da proteina PI3K com os inibidores LY294002 e Wortmannin, reduziu a proliferacdo de
células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral em todos os grupos tratados. E, a combinacao

dos trés inibidores diminuiu mais ainda o percentual de células proliferativas.
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Figura 7. Efeito do tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 e/ou com os inibidores da PI3K,
LY294002 e Wortmannin sobre a proliferacdo celular em carcinoma epidermoide oral in vitro. Percentual de
células tratadas com TKI-258 5 uM, TKI-258 5 uM associado com LY294002 60 uM, TKI-258 5 uM associado com
Wortmannin 2 uM e TKI-258 5 uM associado com LY294002 60 uM e com Wortmannin 2 uM, durante 6 h. (A)
Percentual de células BrdU positivas e (B) Percentual de células KI-67 positivas. ANOVA e pds-teste de Tukey:
*p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001.
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7. DISCUSSAO
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Através dos ensaios de incorporacdo do BrdU e imunoexpressdo do KI-67, marcadores de
proliferagdo celular, este estudo demonstrou pela primeira vez que a inibi¢do dos receptores
tirosina quinase FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, com o TKI-258, reduz a proliferacdo de células
SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de lingua humana moderadamente diferenciado, e
provavelmente esse processo ocorre por meio de vias intracelulares envolvendo a proteina
PI3K. A proliferagdao é um processo celular complexo e altamente coordenado que ocorre em
quatro fases sequenciais: G1, S, G2 e M. Nas primeiras fases hd o aumento do tamanho da
célula e a sintese de proteinas e DNA, ja na fase M acontece efetivamente a divisao celular

(GOLIAS et al., 2004).

A continuidade do ciclo celular é modulada por varias proteinas, responsaveis por
impulsionar o inicio do ciclo e sua interrup¢cdao de forma reversivel. Existem ainda algumas
moléculas extracelulares que também participam dessa regulacdo, como: FGFs, PDGFs e
VEGFs (WILLIAMS e STOEBER, 2012). A perda de controle do ciclo celular é um evento prévio
e fundamental para que haja um aumento desordenado da proliferacdo e
consequentemente a carcinogénese (GOLIAS et al., 2004). Esta desregulacdo pode ser
desencadeada por mutacdes em receptores e/ou em proteinas intracelulares que controlam
a proliferacdo celular como, por exemplo, a PI3K (WILLIAMS e STOEBER, 2012). Este estudo
avaliou o efeito da inibicdo de trés diferentes familias de receptores de fatores de
crescimento e/ou da proteina PI3K, sobre a taxa de proliferacdo de células SCC-4 de

carcinoma epidermoide oral.

O TKI-258 é um inibidor tirosina quinase que possui atividade inibitéria sobre os FGFRs,
PDGFRs e VEGFRs (RENHOWE et al., 2009), e esta em fase de desenvolvimento | (SCHAFER et
al., 2016), Il (SCHEID et al., 2015) e Ill (MOTZER et al., 2014) em ensaios clinicos para
tratamento de alguns tipos de cancer, embora em carcinoma epidermoide oral ainda

existam poucos trabalhos com esse inibidor.

Em amostras de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, através da expressao
de RNAm, foram observadas alteracGes nas isoformas de FGFRs em 46% dos casos, sendo
gue desses, 31% dos pacientes tiveram amplificacdo e superexpresdo de FGFR1, 12% de
FGFR3, 9% de FGFR2 e 8% de FGFR4, além disso foram vistas alteracbes dos VEGFR2 e
VEGFR3 em 16% e 9% dos pacientes do estudo, respectivamente (BRANDS et al., 2017).
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Por meio de rea¢bes de imunohistoquimica e imunofluorescéncia, em amostras de tecidos
de pacientes com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, foi observada uma
expressdao de 94% de PDGFRp, 71% de VEGFR1-2 e 65% de FGFR2, entretanto através da
analise por Western blot, foi constatado que nas linhagens celulares FADU, SCC-1, SCC-6,
SCC-22A, OSC-19 e Cal27 de carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, houve a
expressao somente de FGFR1-3 (SWEENY et al., 2012). Também em linhagens celulares de
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (PCI-1, PCI-9, PCI-13, PCI-52 e PCI-68)
foi demonstrado, pela analise com RT-PCR, que os FGFR1-3 apresentaram maior expressao
gque os VEGFR1-3, e em todas essas linhagens celulares o tratamento com TKI-258 6 uM por

72 h reduziu de forma significativa a quantidade de células vidveis (BRANDS et al., 2017).

Neste estudo, através de ensaios de imunofluorescéncia para dois marcadores de
proliferagdo celular, BrdU e KI-67, foi observado que o tratamento com TKI-258 (1 uM, 5 uM
e 10 uM) por 6 h, apresentou um efeito antiproliferativo depende da dose em células SCC-4
de carcinoma epidermoide oral. As concentracdes do TKI-258 utilizadas neste trabalho foram
determinadas a partir de estudos anteriores (MAN et al., 2014; CARNEIRO et al., 2016). A
proliferacdo celular foi avaliada tanto por meio da analise da sintese de DNA no ensaio de
incorporacdo do BrdU, quanto pela detecgdao de um antigeno nuclear expresso em todas as
fases do ciclo celular, exceto em GO, no ensaio de imunoexpressdao de KI-67. Ambos os
ensaios sdo amplamente utilizados para a avaliacdo da proliferacao celular (ROTHAEUSLER e
BAUMGARTH, 2007). Corroborando com esses resultados, em linhagens celulares FADU,
SCC-1, SCC-6, SCC-22A, 0OSC-19 e Cal27 de carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco, foi observado através da contagem por citometria de fluxo que o tratamento com

TKI-258 10 nM por 48 h também reduziu a proliferacao celular (SWEENY et al., 2012).

Outros inibidores tirosina quinase, também, apresentaram atividade antiproliferativa em
alguns tipos de cancer como, por exemplo, o Sunitinibe, inibidor dos PDGFRs e VEGFRs, que
induziu a parada do ciclo em células TE13 e ECA109 de cancer esofagico (DING et al., 2016) e
em células MCF7 de cancer de mama (KORASHY et al., 2017). Resultados semelhantes foram
observados em linhagens celulares de osteosarcoma de humanos, ratos e camundongos,
tratadas com o Imatinibe, inibidor de PDGFRs (GOBIN et al., 2014). Curiosamente, apds o

insucesso terapéutico do Sunitinibe e/ou do Imatinibe em pacientes com tumores estromais
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gastrointestinais metastaticos e/ou irressecaveis, o tratamento com Dovitinibe (TKI-258),

inibidor dos FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, apresentou atividade antitumoral (KANG et al., 2013).

A autofosforilacdo dos receptores FGFRs, PDGFRs e VEGFRs ativa algumas proteinas
intracelulares importantes para que ocorra a transdugdo do sinal como, por exemplo, a PI3K,
que estd frequentemente associada a carcinogénese (SIMPSON et al., 2015), inclusive no
carcinoma epidermoide oral (MARTINS et al., 2016). Além disso, a via de sinalizagao PI3K-
AKT-mTOR esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos
antineoplasicos convencionais em pacientes com carcinoma de células escamosas orais
(WANG et al., 2017). Desta forma, a inibigcdo desses receptores e/ou dessa via de sinalizagdo

pode apresentar um potencial terapéutico para essa neoplasia (FRANKSON et al., 2017).

Neste estudo, o tratamento com os inibidores da PI3K, LY294002 60 uM e Wortmannin
2 uM, por 6 h, diminuiu a taxa de proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma epidermoide
oral. Estudos anteriores mostraram que o tratamento com LY294002 60 pM apresentou
efeito antiproliferativo em células A549 de cancer de pulmao (LIANG et al., 2017), assim
como o tratamento com Wortmannin 2 uM em células OE19 de adenocarcinoma de Barrett
(PAL et al., 2012). Tanto o LY294002, quanto o Wortmannin, reduziram a proliferacdo em
linhagens celulares KYSE150, HKESC-1, KYSE270 e T.Tn de cancer esofagico (Ll et al., 2014).

Os inibidores da PI3K tém sido muito utilizados em pesquisas oncolégicas para desvendar o
papel dessa proteina em varios processos celulares envolvidos na iniciacdo e progressao
tumoral (LIU et al., 2012). Neste estudo, o tratamento com Wortmannin, inibidor da PI3K, foi
associado a uma reducdo mais significativa da taxa de proliferacdo de células SCC-4 de
carcinoma epidermoide oral, quando comparado ao tratamento com o também inibidor da
PI3K, LY294002. Possivelmente isso pode ser atribuido ao fato do Wortmannin além de inibir
a PI3K, também apresentar atividade inibitdria sobre a quinase tipo polo 1 (PLK1) (LIU et al.,
2005; LIU et al., 2012), proteina importante na regulacdo da mitose que quando desregulada
estd associada a carcinogénese (LIU et al., 2017). Em estudo com amostras de tecidos de
carcinoma epidermoide oral, foi demonstrado por meio de imunohistoquimica que a PLK1
foi expressa em 90% dos casos, enquanto em tecidos normais ndo houve expressao (VITTAL
et al., 2018). Todavia, em células 451Lu, SKMel28, 1205Lu, WM852 e SKMel19 e Mewo de
melanoma metastatico, o tratamento com LY294002 diminuiu mais significativamente o

crescimento celular em relagdo ao tratamento com Wortmannin (SINNBERG et al., 2009).
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O tratamento com Wortmannin em diferentes concentracdes (1; 6,25; 12,5; 25 e 50 nM),
por 24, 48 e 72 h, reduziu significativamente a proliferacdao em células MCF-7 de cancer de
mama (YUN et al., 2012), assim como em células K562 de leucemia (WU et al., 2009). E, em
camundongos com xenoenxertos de células das linhagens de cancer esofagico KYSE150 e
KYSE270, o tratamento com Wortmannin, 0,6 mg/kg, por 19 dias foi associado a uma

reducao de 59,2% e 77,3% do tamanho do tumor, respectivamente (LI et al., 2014).

Neste estudo, o tratamento com LY294002 também reduziu a taxa de células proliferativas
em carcinoma epidermoide oral, embora em menores propor¢des quando comparado com o
tratamento com Wortmannin. Em concordancia com esses resultados, em células BGC-823
de cancer gastrico, o tratamento com LY294002 (10, 20, 50 e 100 uM), por 24 h e 48 h,
diminuiu a taxa de proliferacdo celular (LU et al., 2018). E, em camundongos, apds a injecao
intraperitoneal de LY294002, 25 mg/Kg/dia, dos 2 aos 10 meses de idade, houve uma
reducdo da imunoexpressao de KI-67 em células tumorais na tireocide e um retardo
estatisticamente significativo na progressdo do ciclo celular em comparacdo ao dos

camundongos nao tratados (FURUYA et al., 2007).

Os resultados deste estudo demonstraram que a PI3K possui um papel importante na
regulacdo da proliferacdo em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, tendo em vista
gque a combinacdao dos seus dois inibidores, LY294002 e Wortmannin, resultou em uma
diminuicdo significativa da taxa de células proliferativas, 70,78% no ensaio de incorporacdo
do BrdU e 75,31% no ensaio de imunoexpressao do KI-67, em comparagao com a taxa de
proliferacdo das células controle. Estudos anteriores demonstraram que a via de sinalizacdo
PI3K/AKT/mTOR regula positivamente a proliferacdo em células SCC-25 de carcinoma
epidermoide oral (SMOLENSKY et al., 2017), assim como em células MCF7 cancer de mama
(CHIKH et al., 2016), em células MKN28 de cancer gastrico (LI et al., 2016) e em células PC-3
de cancer de proéstata (LIN et al., 2012). Em concorddncia com estes resultados, em
camundongos com xenoenxertos de carcinoma de células escamosas orais foi observado que
a PI3K possui um papel essencial na proliferacdo celular, uma vez que sua inibicdo reduziu o

crescimento tumoral (MIZRACHI et al., 2017).

Interessantemente, os resultados encontrados neste estudo demonstraram que a inibicdo
simultdnea da PI3K e dos receptores FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, reduziu ainda mais a

proliferagdao celular, 71,54% no ensaio de incorporagao do BrdU e 73,06% no ensaio de
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imunoexpressdo do KI-67, quando comparada ao tratamento com apenas o inibidor tirosina
quinase TKI-258. Estes resultados sugerem que a proteina PI3K esta envolvida na via de
sinalizacdo inibida pelo TKI-258 na regulacdo da proliferacdo de células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral. A ligacdo de fatores de crescimento em receptores tirosina quinase
localizados na membrana celular desencadeia a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares
como a PI3K/AKT/mTOR, e alteracbes em proteinas que constituem essa via podem
desencadear o aumento da proliferacdo celular e o desenvolvimento do cancer (REGAD,
2015). As principais modificagées que desregulam a via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR sdo:
mutacdo, amplificagdo e/ou superexpressdo que leva a diminuicdo da expressdo ou da
funcdo da fosfatase e homdlogo de tensinas (PTEN), principal proteina que regula
negativamente a atividade da PI3K; pode haver também amplificagdo ou mutagdo da PI3K
classe IA e da proteina AKT; e, se os receptores tirosina quinase que ativam essa via
intracelular de sinalizagdo tiverem mutados e/ou amplificados ou, ainda, superexpressos

pode ocorrer ativacdo anormal e o aumento da proliferacdo celular (HASSAN et al., 2013).

A combinac¢do de inibidores que bloqueiam multiplos receptores em que ha o envolvimento
da PI3K constitui uma op¢do promissora para o tratamento do cancer, tendo em vista que
apds sofrer mutacdes, a proteina PI3K estd associada a aquisicdio de resisténcia aos
quimioterdpicos (BROWN e TOKER, 2015). Além disso, apesar dos beneficios relacionados ao
tratamento com os inibidores tirosina quinase, ja existem evidéncias que ocorre resisténcia a
essas drogas devido a mutagdes pontuais, amplificacdo e/ou superexpressdo de receptores
tirosina quinase e também em decorréncia da utilizagdo de vias de sinalizacdo intracelulares
alternativas (SIERRA et al., 2010). Neste estudo, a associacdo dos inibidores da PI3K,
LY294002 e Wortmannin, com o TKI-258, inibidor dos receptores tirosina quinase FGFRs,
PDGFRs e VEGFRs, ndo diminuiu totalmente a proliferacao de células SCC-4 em carcinoma
epidermoide oral, sendo assim possivelmente esse processo também é regulado por outras

vias de sinalizacdo intracelulares, mesmo que em menores proporgdes.

Em amostras de pacientes com tumores estromais gastrointestinais foi observado através de
reacbes de imunohistoquimica, que a expressdao das proteinas da via de sinalizacdo
PI3K/AKT/mTOR foi maior em pacientes com resisténcia ao Imatinibe, inibidor dos PDGFRs

(LI et al., 2015). A ativacdo exacerbada desta via de sinalizacdo também foi associada a
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resisténcia ao Sorafenibe, inibidor dos PDGFRs e VEGFRs, em células de carcinoma

hepatocelular (ZHANG et al., 2018) e em leucemia mieloide aguda (LINDBLAD et al., 2016).

O tratamento com o TKI-258 reduziu a migracdo e a invasdo de células SCC-4 de carcinoma
epidermoide oral (CARNEIRO et al., 2016). E, a associa¢cdo do TKI-258 com os inibidores da
PI3K, LY294002 ou RADOO1, potencializou a inibicdo da invasdo celular em fibroblastos
associados ao cancer de mama (ZANG et al., 2015). Em células de cancer de prodstata
resistentes ao tratamento com Docetaxel, a inibicdo simultanea da PI3K e dos receptores
tirosina quinase PDGFRs e VEGFRs, com os inibidores NVP-BEZ235 e Sunitinibe,

respectivamente, apresentou um efeito antitumoral mais significativo (PARK et al., 2014).

A associacdo entre os inibidores da PI3K, LY294002 e Wortmannin, com outras drogas
antitumorais frequentemente utilizadas em quimioterapias, Cisplatina, Docetaxel ou 5-
Fluorouracil, intensificou a apoptose em células HSC-2 de carcinoma epidermoide oral
(IWASE et al., 2007). O tratamento com LY294002 aumentou o efeito antiproliferativo da
Gemcitabina em células PANC-1 de carcinoma pancreatico (KE et al., 2013). Em células e em
camundongos com xenoenxertos de cancer gdstrico, a combinacdo do LY294002 com a
Oxaliplatina, também intensificou a inibi¢do do crescimento celular (LIU et al., 2011). O
tratamento prévio com Wortmannin foi associado a sensibilizacdo a radiacdo ionizante por
meio de inibicdo da formacdo de colonias e parada do ciclo celular nas linhagens celulares
A549 e H1650 de cancer de pulmao (ZHANG et al., 2010). Em contrapartida, em células
tumorais neuroenddcrinas, o Wortmannin ndo aumentou a atividade antiproliferativa do

Imatinibe, inibidor dos PDGFRs (LANKAT-BUTTGEREIT et al., 2005).

Embora n3o tenha sido feito a caracterizacdao da expressao molecular dos FGFRs, PDGFRs e
VEGFRs apos a inibigdo com TKI-258 nas células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral, os
resultados obtidos neste estudo demonstraram que o TKI-258 apresenta um efeito
antiproliferativo nessas células e esse processo possivelmente pode ser regulado pelos
receptores tirosina quinase bloqueados. Além disso, foi observado que a proteina PI3K estd
presente nessa via de sinalizacdo, porém existem outras proteinas envolvidas na cascata
intracelular que regula positivamente a proliferacdo celular nesse tipo de carcinoma.
Estudos futuros devem ser realizados para avaliar a expressao dos receptores e proteinas
envolvidas, bem como outros processos celulares in vitro e a atividade antiproliferativa do

TKI-258 in vivo.
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O tratamento com o inibidor tirosina quinase TKI-258 exerceu um efeito inibitério sobre a
proliferacdo em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral de lingua humana
moderadamente diferenciado, através do bloqueio de uma ou mais vias de sinalizacao:

FGFRs e/ou PDGFRs e/ou VEGFRs.

- O tratamento com TKI-258 nas concentra¢bes estudadas reduziu a taxa de células SCC-4
positivas para BrdU e KI-67 de maneira dependente da dose, indicando que uma ou mais
vias de sinalizacdo: FGFRs e/ou PDGFRs e/ou VEGFRs sejam importantes para a regulacdo da

proliferacdo de células de carcinoma epidermoide oral.

- O tratamento com os inibidores da PI3K, LY294002 e Wortmannin, resultou em uma
diminuicdo da taxa de células proliferativas, sugerindo que a PI3K possui um papel

importante na regulacdo da proliferacdao em células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral.

- A inibicdo simultanea da PI3K e dos receptores FGFRs, PDGFRs e VEGFRs, reduziu ainda
mais a proliferacdo celular quando comparada ao tratamento com apenas um inibidor,
provavelmente a proteina PI3K estd envolvida na sinalizacdo inibida pelo TKI-258 para a

regulacdo da proliferacao de células SCC-4 de carcinoma epidermoide oral.
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Ana Palmira Soares dos Santos
Coordenadora do CEP/UFTM

Prezada Coordenadora,

Tendo em vista que ndo haverd o envolvimento de seres humanos, solicitamos a
dispensa de Parecer do CEP/UFTM para Projeto de Pesquisa intitulado “Regulagdo de
processos bioldgicos em carcinoma epidermoide oral”, utilizando linhagens celulares
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