UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

MAYARA MOTA DE OLIVEIRA

EFEITO DA NICOTINA NA EXPRESSAO DE HIF-1q,
VEGF-A, FIH E PHD3 EM LINHAGENS CELULARES
SCC-9 E DOK

VITORIA
2017



MAYARA MOTA DE OLIVEIRA

EFEITO DA NICOTINA NA EXPRESSAO DE HIF-1q,
VEGF-A, FIH E PHD3 EM LINHAGENS CELULARES

SCC-9 E DOK

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PoOs-Graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Prof®, Dr%. ADRIANA
MADEIRA AVARES DA SILVA

VITORIA

2017



Dados Internacionais de Catalogag&o-na-publicacéo (CIP)
(Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, ES,

Brasil)
Oliveira, Mayara Mota de, 1989 -
0O48e Efeito da nicotina na expresséao de HIF-1a, VEGF-A, FIH E PHD3 em
linhagens celulares SCC-9 e DOK / Mayara Mota de Oliveira — 2017.

60 f. :il.
Orientador: Adriana Madeira Alvares da Silva.

Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Centro de Ciéncias da Saude.

1. Carcinoma de Células Escamosas. 2. Boca. 3. Habito de Fumar.
4. Nicotina. 5. Anéxia. I. Silva, Adriana Madeira Alvares da. Il. Universidade Federal do
Espirito Santo. Centro de Ciéncias da Saude. Ill. Titulo.

CDU: 61




MAYARA MOTA DE OLIVEIRA

EFEITO DA NICOTINA NA EXPRESSAO DE HIF-1q,
VEGF-A, FIH E PHD3 EM LINHAGENS CELULARES
SCC-9 E DOK

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtencao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Apresentada em 23 de Fevereiro de 2017.

Profa. Dra. Adriana Madeira Alvares da Silva
Universidade Federal do Espirito Santo
Orientadora

Prof. Dr. Leonardo Oliveira Trivilin
Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes
Universidade de Sdo Paulo

VITORIA

2017



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela forga e graca para vencer esta etapa tdo importante da minha
vida. O mestrado é cheio de desafios, exige muito perseveranca e sabedoria para
absorver os ensinamentos nos momentos de dificuldade, e o amor de Deus nunca

me faltou em nenhum destes momentos.

Agradeco a minha mée Zilda Mara Mota por ndo medir esfor¢cos e apoio nestes dois
anos. Sempre serei grata por vocé acreditar nos meus sonhos e ser tdo orgulhosa

das minhas conquistas.

Agradeco ao meu noivo Lucas Almeida por todo apoio, sem duvida a trajetéria foi

bem mais facil com vocé ao meu lado. Obrigada!

Agradeco a professora Dr®. Adriana Madeira Alvares da Silva pela orientacdo e
apoio nesta etapa. Serei eternamente grata por todas as oportunidades e pela

confianca no meu trabalho.

Agradeco ao professor Dr. Fabio Daumas Nunes pela parceria, apoio e orientacdo. A
sua gentileza e generosidade em nos acolher como um de seus alunos foi essencial

para a conquista deste titulo.

Agradeco aos alunos e técnicos do Laboratorio de Biologia de Células Tronco e
Laboratério de Patologia Molecular da Faculdade de Odontologia da USP, em
especial a Adriana Costa, Juvani Lago, Edna e Dr® Lilia Rocha. Vocés foram
essenciais para realizacdo desta pesquisa.

Agradeco ao professor Dr. Roger Chammas e a aluna Mayara D’Auria Jacomassi do
Laboratério de Biologia Celular do Instituto do Cancer do Estado de S&o Paulo pelo

auxilio para realizacéo de parte desta pesquisa.

Agradeco aos amigos e parceiros de trabalho, Joaquim Gasparini, Lucas Maia e
Gabriela Peterle, pela parceria e apoio em todas as etapas. Sempre fomos grandes

amigos, mais hoje os tenho como irméaos. Amo voceés!

Agradeco ao mestre Renato Graciano de Paula, por toda ajuda com a estatistica.



Agradeco as amigas Samira D’Almeida, Raissa Debacker, Camila Santos, Thabata
Damasceno, Paola Fernandes por todo apoio nesta jornada. Vocés sdo presentes

de Deus na minha vida.

Agradeco a todos os companheiros de trabalho do grupo de biologia molecular

humana do Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude (CCENS).

Agradeco a FAPES, pelo apoio financeiro dispensados para a realizacdo da

pesquisa.



RESUMO

OLIVEIRA, M.M. EFEITO DA NICOTINA NA EXPRESSAO DE HIF-1a, VEGF-A,
FIH E PHD3 EM LINHAGENS CELULARES SCC-9 E DOK, 2017, 60f. Dissertacao
de Mestrado — Universidade Federal do Espirito Santo.

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC Oral) € considerado um problema
de salude publica em todo o mundo, com taxas significativas de mortalidade e
morbidade. Os principais fatores de risco para o CEC Oral sdo o tabagismo, o
etilismo e o HPV. Em relacdo ao tabaco, este € composto por mais de 7000
substancias entre estas a nicotina, que contribui para o processo de carcinogénese.
A contribuicdo da nicotina para a carcinogénese esta relacionada a ativacado de
multiplas vias de sinalizacdo que também regulam a progresséo, o crescimento e a
metastase de tumores por meio da estimulacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nNAChRs). Pesquisas evidenciam que a exposi¢cdo a nicotina pode
mimetizar os efeitos da hipdxia e promover a regulacéo positiva na expressao génica
de genes relacionados a via, como HIF-1a, VEGF-A, FIH e PHD3. Com o intuito de
observar as influéncias da nicotina na expressao génica de algumas proteinas da via
de hipoxia em linhagens celulares de carcinoma epidermoide de cavidade oral
(SCC-9) e de queratindcitos orais com displasia (DOK), foi realizado a andlises da
viabilidade celular e de expressdo génica dos genes HIF-1a, VEGF-A, FIH e PHD3
por meio dos testes de MTS e RT-gPCR, respectivamente, sendo os calculos e
graficos estatisticos feitos por meio do software GraphPad Prism® v.7. Foi
observado que nicotina promove a proliferacédo celular na linhagem SCC-9 de forma
dose e tempo dependente, destacando-se o tempo de 8h. O mesmo néo foi
observado para linhagens DOK. Em relacdo a expressao génica, nicotina induz a
expressdo de HIF-1a em células SCC-9 e DOK de forma dose e tempo dependente
e a expressao de HIF-1a contribui parcialmente para a expressdo de VEGF-A sob
inducdo de nicotina. Também foi observado que nicotina tem um alto potencial
inibitério na expressao génica dos genes FIH e PHD3. Sendo assim, nicotina tem um
papel de regulacdo na via de hipoxia que contribui para adesdo celular, invasao,
migracdo e metastase, sugerindo que o habito tabagista ou a direta exposicédo a
nicotina pode estar relacionado com as possiveis respostas ao tratamento em
pacientes com CEC Oral.

Palavras-chave: CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CAVIDADE ORAL.
TABAGISMO. NICOTINA. HIPOXIA. RT-qPCR.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M.M. EFEITO DA NICOTINA NA EXPRESSAO DE HIF-1a, VEGF-A,
FIH E PHD3 EM LINHAGENS CELULARES SCC-9 E DOK, 2017, 60f. Dissertacao
de Mestrado — Universidade Federal do Espirito Santo.

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is considered a public health problem
worldwide, with significant mortality and morbidity rates. The main risk factors for
OSCC are smoking, alcoholism and HPV. Regarding tobacco, this is composed of
more than 7000 substances among these nicotine, which contributes to the process
of carcinogenesis. The contribution of nicotine to carcinogenesis is related to the
activation of multiple signaling pathways that also regulate the progression, growth
and metastasis of tumors through the stimulation of nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs).Research has shown that exposure to nicotine may mimic the effects of
hypoxia and promote positive regulation in the gene expression of pathway-related
genes, such as HIF-1a, VEGF-A, FIH and PHD3.In order to observe the influence of
nicotine on the gene expression of some proteins of the hypoxia pathway in oral
cavity Oral Squamous Cell Carcinoma lines (SCC-9) and oral keratinocytes with
dysplasia (DOK), was been realized analysis of cell viability and gene expression of
the HIF-1a, VEGF-A, FIH and PHD3 genes by means of the MTS and RT-gPCR
tests, respectively, and the calculations and statistical graphics performed by
GraphPad Prism® v.7. It was observed that nicotine promotes cell proliferation in the
SCC-9 line in a dose-dependent and time-dependent manner, with an 8h time. The
same was not observed for DOK lines. In relation to nicotine gene expression it
induces the expression of HIF-1a in SCC-9 and DOK cells in a dose-dependent and
time-dependent manner and the expression of HIF-1a contributes, at least in part, to
the expression of VEGF-A under induction of nicotine. It has also been observed that
nicotine has a high inhibitory potential in the gene expression of FIH and PHD3
genes. Therefore, nicotine has a regulatory role in the hypoxia pathway that
contributes to cell adhesion, invasion, migration and metastasis, suggesting that
smoking or direct exposure to nicotine may be related to possible responses to
treatment in patients with oral squamous cell carcinoma.

Key words: oral squamous cell carcinoma. smoking. nicotine. hypoxia. RT-
gPCR.
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1 INTRODUCAO

1.1CARCINOMA EPIDERMOIDE DE CAVIDADE ORAL

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) faz parte do conjunto de
entidades nosoldgicas pertencente ao carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco,
e constitui-se pelas regides da mucosa oral, gengiva e alvéolos superiores, gengiva
e alvéolos inferiores, palato duro, lingua e assoalho da boca (Figura 1) (UICC, 2009).
Entre as variantes neoplasicas, o carcinoma epidermoide € o tipo de neoplasia mais

observado e esta frequentemente localizado na lingua (INCA, 2016).

Cavidade nasal
N ___—Seios paranasais
— /

Nasofaringe

— Orofaringe  |-Faringe

) _~ Hipofaringe J

Glandulas salivares

— ¢ |ibio

Glandulatireoide
Laringe—""

Traqueia

Figura 1. Regifes anatdmicas que compdem o carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECP).
Fonte: Medicinanet. Disponivel em www.medicinanet.com.br/conteudos/acp-
medicine/4493/cancer_de_cabeca_e_pescoco.htm. (Adaptada).

O CEC oral é considerado um problema de saude publica em todo o mundo, sendo
classificado como o sexto cancer mais incidente, com estimativas de 300 mil novos
casos e 145 mil ébitos decorrentes da doenga no mundo para o ano de 2012 (INCA,
2016). No Brasil, estimou-se aproximadamente 15.490 mil novos casos de CEC oral

para o ano de 2016, com taxas de 11.140 para o sexo masculino e 4.350 para o
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sexo feminino, 0 que torna este carcinoma o quarto mais frequente para homens
(14,58 por 100 mil habitantes) e o décimo para mulheres (5,29 por 100 mil
habitantes) na regido sudeste (INCA, 2016).

O CEC oral ocorre principalmente em individuos com idade superior a 40 anos e do
sexo masculino, no entanto, nos ultimos anos houve um aumento na incidéncia entre
mulheres, o que reflete as mudancas nos habitos tabagistas e etilistas destas
(VILAR; MARTINS, 2012; INCA, 2016). Esta neoplasia também se caracteriza por
apresentar progndésticos ruins, baixos indices de sobrevida e tém na cirurgia e na
radioterapia as principais modalidades terapéuticas iniciais (ALVARENGA et al.,
2008; CHEDID; FRANZI, 2008).

A etiologia do CEC oral baseia-se em multifatores, na qual a genética, o ambiente e
0s habitos de vida do paciente sdo deterministicos para surgimento da neoplasia
maligna. Entre os principais fatores de risco para o CEC oral, estdo: o tabagismo, o
etilismo, as infec¢des por Papilomavirus Humano (HPV), deficiéncias nutricionais e
fatores ocupacionais (ALVARENGA et al., 2008; CURADO; HASHIBE, 2009; VILAR;
MARTINS, 2012).

Estudos apontam que o tabagismo e o etilismo atuam em sinergia no
desenvolvimento de les6es multifocais na cavidade oral, e esta hipétese baseia-se
na atuacdo do alcool como solvente para as 7000 substancias tdxicas presentes no
tabaco, que em sua maioria sdo classificadas como carcinogénicas. Individuos
tabagistas potencializam de 5 a 25 vezes o risco de desenvolver o tumor, sendo este
correlacionado com a exposi¢do ao tabaco, com o numero de cigarros fumados por
dia e com a frequéncia de ingestdo de bebidas alcodlicas (SINGH et al., 2011;
FRESQUEZ et al., 2013; ALMEIDA et al., 2014).
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1.2 TABAGISMO: O PAPEL DA NICOTINA NA CARCINOGENESE

A OMS estima em torno de um bilh&o de usuérios de tabaco em todo o mundo, e
estes em sua maioria vivem em paises de baixa e média renda, com uma alta
incidéncia de doencas e mortes relacionadas ao tabagismo (OMS, 2010). Diante dos
altos indices, no ano de 2003 foi criado o primeiro tratado internacional de saude
publica nomeado de Convencdo-Quadro para o Controle do Tabaco (CQCT),
negociado sob a coordenacgdo da Organizacdo Mundial de Saude e ja adotado por
178 paises, que visa proteger as geracfes presentes e futuras das devastadoras
consequéncias sanitarias, sociais, ambientais e econémicas geradas pelo consumo

e pela exposicéo a fumaca do tabaco (INCA, 2017).

No Brasil as medidas de controle do tabagismo integram a Politica Nacional de
Controle do Tabaco, sob responsabilidade do Ministério da Saude e com a
participacdo de outros grupos que integram o Sistema Unico de Satde (SUS), e tem
0s obijetivos, principios, obrigacfes e medidas norteadas pela CQCT (INCA, 2017).
Neste contexto, as varias acdes desenvolvidas pela Politica Nacional de Controle do
Tabaco mostram que o percentual de adultos fumantes no Brasil vem apresentando
uma expressiva queda no decorrer das Ultimas décadas. No ano de 1989, a
Pesquisa Nacional sobre Saude e Nutricdo (PNSN) estimou que 34,8% da
populacdo acima de 18 anos era fumante. A ultima pesquisa realizada no ano de
2013, pela Pesquisa Nacional sobre Saude (PMS), estimou que 14,7% da populacéo
acima de 18 anos era fumante (CONICQ, 2016).

A OMS aponta o tabagismo como a principal causa de cancer evitavel, sendo
atribuidos 30% da fragdo dos principais fatores de risco para cancer (INCA, 2016).
Pesquisas relacionam o tabagismo e a ocorréncia de cancer no pulméo, no trato
urinario, no estébmago, no intestino, no figado, no rim, no colo do Utero e Utero, na
mama, na cavidade oral, na faringe, na laringe e eséfago, e no pancreas (VINEIS et
al., 2004; SINGH et al., 2011).

Entre as substancias que compdem o cigarro, a nicotina € o principal composto

responsavel pelo processo de dependéncia e que contribui largamente para a
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carcinogénese (CARLISLE et al.,, 2007; BARR et al., 2007). A nicotina é um
composto dibasico que pode ser absorvido através do epitélio do pulméo, da
mucosa bucal e nasal, do intestino, da pele, e a sua absorcdo esta correlacionada
ao pH alcalino. Uma pessoa que fuma aproximadamente 25 cigarros/dia ira absorver
aproximadamente 0,43 mg de nicotina/kg de peso corporal e obter uma
concentracdo de nicotina no sangue no intervalo de 4-72 ng/ml (SANNER,;
GRIMSRUD, 2015).

Em relacdo a mucosa bucal, estudos indicam que os niveis de nicotina na saliva &
aproximadamente oito vezes mais elevado que o encontrado no plasma (ROSE et
al., 1993; ADRIAN et al., 2006). Este aumento pode estar correlacionado a adicéo de
compostos nos cigarros, como o hidroxido de calcio, que aumentam a alcalinidade
da regido bucal, e levam a um aumento da absorcdo a partir da cavidade oral
(MISHRA et al., 2015).

A contribuicdo da nicotina para a carcinogénese estd relacionada a ativacdo de
multiplas vias de sinalizacdo que também regulam a progressado, o crescimento e a
metastase de tumores por meio da estimulacdo dos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs). Os nAChRs sdo estruturas pentaméricas, que atuam como
alvo do tipo canal i6nico, compostas por cinco subunidades (a (alfa), B (beta), y
(gama), © (delta) e € (epsolon)) que possuem estruturas semelhantes. Sabe-se que
existem 09 tipos de subunidades a, 04 tipos de subunidade B, e 01 tipo de
subunidade y e & (CARLISLE et al., 2007).

O receptor a7AChR, é um dos subtipos do nAChRs altamente expresso em tumores,
e é associado com o crescimento e migracdo de células tumorais, € n0os processos
de angiogénese e apoptose. Varias linhas de pesquisa sugerem que a regulacéo
promovida pela nicotina esteja diretamente relacionada com a estimulagéo
especifica deste receptor, no entanto, os mecanismos moleculares subjacentes ao
seu papel na progressdo do cancer ainda sado pouco conhecidos (SINGH et al.,
2011; WARREN; SINGH, 2013; MA et al., 2014).

A carcinogénese correlacionada com a absor¢do de nicotina também é promovida
pela sua nitrosagdo e formacgéo dos derivados 4- (metilnitrosamino) -1- (3-piridil) -1-
butanona (NNK) e N'-nitrosonornicotina (NNN). Estes compostos também estimulam
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0s NAChRs e contribuem com os processos inflamatérios que ocorrem na cavidade
oral em resposta ao tabagismo (Figura 2) (WEST et al., 2003; SANNER;
GRIMSRUD, 2015; MISHRA et al., 2015).

NNN, NNK,
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Figura 2. Diagrama esquemaético da regulagdo mediada pelo nAChR, ativados pela nicotina, NNN e
NNK. Fonte: Singh et al., 2011.

IF

Algumas pesquisas indicam que a ativacdo dos nAChRs pela nicotina esta
relacionada como a ativacdo de proteinas-cinases a jusante, que podem mediar o
processo de resisténcia a quimioterapia. Estudos indicam que o0s pacientes
diagnosticados com cancer e que permanecem fumando durante o tratamento tem
um pior progndéstico, devido ao aumentado toxicidade, baixa efichcia das drogas
terapéuticas na quimioterapia e reducao das respostas a radioterapia, e todos estes
contribuem para um maior risco de complicacdes durante o tratamento (CHEN et al.,
2011; PINTO et al., 2011; MISHRA et al., 2015).

Os estudos que visam estabelecer uma correlagdo entre nicotina e a progressao
tumoral sdo mais evidentes em canceres que acometem o aparelho respiratorio,
nestes foram demonstrados que os efeitos mediados pela nicotina se assemelham a
regulacdo celular promovida pelas células em hipoxia (SANNER; GRIMSRUD,

by

2015). Pesquisas evidenciaram que a exposicdo a nicotina pode mimetizar os



18

efeitos da hipdxia e promover a regulacdo positiva na expressao génica de genes
relacionados a via, como HIFla, VEGF, FIH e PHD3 (ZHANG et al., 2007; GUO et
al., 2012; Shi et al., 2012). Embora estes estudos tenham reportado que a nicotina
estimula a regulacéo de varias vias relacionadas a progressao tumoral, em especial
na expressdo de genes relacionados com a via de hipdxia, 0s mecanismos

subjacentes permanecem pouco compreendidos (MA et al., 2014).

1.3 HIPOXIA E ANGIOGENESE

Os mecanismos de controle da homeostase do oxigénio sado essenciais para a
sobrevivéncia das células, logo, as concentracbes de O, devem ser rigidamente
controladas para manutencao da fisiologia e bioquimica celular (CHINTALA et al.,
2012), e o complexo transcricional hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) desempenha
um papel central na homeostase e na regulacdo das respostas celulares e
sistémicas a hipdéxia (SEMENZA, 1999). HIF-1 promove a transcricdo de mais de
100 genes que atuam em mecanismos especificos para aumentar o suprimento de
O, e para evitar a morte celular, dentre esses, estdo 0s genes relacionados a
angiogénese, proliferacdo, adesdo e metabolismo celular, metastase, e outros
(ECKERT et al., 2012; CHINTALA et al., 2012; SANTOS et al., 2012).

O HIF-1 é um heterodimero proteico composto por duas subunidades, HIF-1a e HIF-
1B, também denominadas como aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
(ARNT), ambas pertencentes a familia de proteinas basic helix-loop-helix-Per-ARNT-
Sim (bHLH-PAS). As subunidades HIF-1a e HIF-13 possuem padrdes de expressao
distintos: a subunidade HIF-18 é constitutivamente expressa no nucleo, com niveis
de mRNA e de proteina constantes na célula, independente da concentracdo de
oxigénio. A subunidade HIF-1a também é expressa constitutivamente, no entanto, a
concentracdo de oxigénio atua como agente regulador por modificacbes poés-
traducionais, como hidroxilagdo e ubiquitinagdo, que garantem que ela seja

degradada pelo sistema proteossomal, o que mostra a influéncia da molécula de O,
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no tempo de meia vida da proteina (CARROL; ASHCROFT, 2006; SEMENZA,
2012).

A subunidade HIF-1la possui os dominios bHLH e PAS (Per-ARNT-Sim), que
garantem a dimerizacdo com a subunidade HIF-13 e a ligacdo ao DNA. Sua
estrutura molecular também é composta por outros dois dominios localizados na
porcado N-terminal (N-TAD) e na C-terminal (C-TAD), os quais atuam na ativacao da
transcricdo génica. O dominio C-terminal (C-TAD) também atua na sinalizacdo da
subunidade HIF-1a, quando esta é translocada para o0 nucleo, na estabilizacédo
proteica e estabelece a interacdo com o coativador p300, o qual garante a
transcricdo dos genes envolvidos com os mecanismos especificos para evitar a
morte celular por hipoxia. Tanto na por¢cao N-terminal, como na C-terminal existe um
importante dominio, o ODD (oxygen-dependent degradation), que atua na mediacéo
da estabilidade da HIF-1a de acordo com a disponibilidade de oxigénio (Figura 3)
(SEMENZA, 2003; KAELIN; RATCLIFFE, 2008).

Ativagao da transcri¢do
p300/CBP
B Pas-A | PAsE I V-0 [ cTAD
* + 4

Dimerizagao

W v ¥

j bHH ] PAS-A" | PASSE 789aa
HIF-1 B

826aa

Figura 3. Estrutura molecular de HIF-1la e HIF-1B. Estrutura da proteina HIF1l-a e os dominios
presentes ao longo da sua cadeia. Os dominios bHLH e PAS da HIF-1a mediam a dimerizagao com a
proteina HIF-1B. Os dominios N-TAD e C-TAD séo requeridos para hidroxilagao da proteina HIF-1a e
também para a ativagdo da transcricao génica. A cadeia polipeptidica da subunidade HIF-1a totaliza
826 aminoéacidos. Modificado de Yong-Shi e Gang-fang in World J Gastroenterol 2004; 10(8): 1082-
1087.

A abundancia de subunidade HIF-1la é regulada, primariamente, por proteinas
pertencentes a familia prolil hidroxilases chamadas: PHD1, PHD2 e PHD3. Células

em normoxia transcrevem e sintetizam a proteina HIF-1a constitutivamente, porém
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essa € rapidamente degradada apos sofrer modificacdo poOs-traducional, como a
hidroxilacdo do dominio ODD pelas PHDs. Essa hidroxilacdo é dependente de
oxigénio e a-cetoglutarato como substratos e ferro e ascorbato como cofatores das
reacbes (SEMENZA, 2003; STOLZE et al., 2006; RANKIN; GIACCIA, 2008). A HIF-
la, apo6s hidroxilacdo, é reconhecida pela proteina von Hippel-Lindau (pVHL), que
recruta o complexo ubiquitina ligase, e este marca a proteina HIF-la para a
degradacédo proteossomal (Figura 4) (SEMENZA, 2012).

A degradacdo de HIF-1a também é assegurada por outro mecanismo de regulacao,
realizado pelo fator inibidor de HIF (FIH), uma enzima sensivel ao oxigénio. Na
presenca de oxigénio, o FIH promove a hidroxilacdo de um residuo de asparagina,
na porcdo C-terminal da HIF-1a, e esta previne a interagdo de HIF-1a com o seu
coativador de transcricdo p300/CBP (Figura 4) (HEWITSON et al., 2002; SEMENZA,
2003; RANKIN; GIACCIA, 2008).

[ ‘: ( 1* ...
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Degradacéo
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HIF-1 Transcricionalmente Ativo

Figura 4. Esquema de formacgéo do Complexo HIF-1 em condi¢Bes de normédxia e hipoxia.

Na presenca de oxigénio intracelular, as proteinas PHDs hidroxilam o dominio ODD e FIH hidroxila de
um residuo asparagina da proteina HIF-1a, seguida a proteina pVHL reconhece a HIF-1a
hidroxilizada e a encaminha para a degradacéo proteossomal. Na falta de oxigénio intracelular, a HIF-
1a ndo é hidroxilada e isto permite a entrada de HIF-1a no nucleo. Assim, HIF-1a dimeriza-se com a
subunidade HIF-1B, formando o complexo HIF-1 trascricionalmente ativo. Quando formado, o
heterodimero se liga ao DNA e inicia-se a transcricdo de genes que favorecerdo a sobrevida da
célula.
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Células em hipdxia inicializam uma resposta celular anti-apoptética, na qual a
subunidade HIF-1a estabilizada é translocada do citoplasma para o nucleo, local
onde HIF-1a dimeriza- se com a subunidade HIF-1B, formando o complexo HIF-1
trascricionalmente ativo, que se associa com coativadores transcricionais e promove
a expressdo de genes associados a adaptacdo a hipdxia (Figura 4) (SEMENZA,
2003). A estabilidade da atividade transcricional de HIF-la é assegurada, em
situacdes de hipodxia, por alguns mecanismos de regulacdo, como pela inativacéo do
fator inibidor de HIF (FIH), o que permite a interacdo de HIF-1a com o seu coativador

de transcricdo p300/CBP (SEMENZA, 2003; RANKIN; GIACCIA, 2008).

A hipoxia é encontrada em diferentes graus na maioria dos tumores sélidos, devido
as caracteristicas inerentes as regides pouco vascularizadas. Células préximas a
periferia do tumor sdo bem vascularizadas, o que garante um maior aporte de
oxigénio e nutrientes. Células internalizadas caracterizam-se pela pouca
vascularizagdo, tornado-as anodxicas e necroticas. As células que intermedeiam
estas duas regides, em sua maioria estdo hipoxicas, devido as alteracdes estruturais
ou quantitativas dos vasos, e isto reflete em uma baixa oxigenacdo. Assim, o
sistema de resposta celular as condi¢des de hipoxia é essencial para a progressao
de tumores soélidos (OLIVEIRA; ALVES, 2002; BUSTAMANTE et al., 2009).

Células que sobrevivem ao estresse hipoxico adquirem resisténcia a diversas
alteracdes fisioldégicas e nédo fisiologicas, incluindo radioterapia e quimioterapia.
Pacientes tratados com radioterapia tendem a producdo de espécies reativas de
oxigénio, como: os radicais superéxido (Oz), os radicais hidroperoxila (HO?) e
radical hidroxila (OH’), que atuam na degradacdo de moléculas essenciais
(BUSTAMANTE et al., 2009). Neste contexto, células em hipdéxia formam uma
guantidade reduzida de espécies reativas de oxigénio, exigindo de 2,5 a 3 vezes a
dose de radiacdo para produzirem o mesmo nivel de apoptose do que células
oxicas, 0 que caracteriza uma alta resisténcia e baixa eficiéncia a radioterapia
(SALNIKOW; ZHITKOVICH, 2008).

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um dos genes expressos em
resposta a hipOxia, e estd relacionado a angiogénese, ao aumento da
permeabilidade dos vasos, crescimento, proliferacédo e migracéo de células tumorais

(SHI et al., 2012). O VEGF também pode ser descrito como fator de permeabilidade
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vascular (VPF) ou VEGF-A, e este pertence a uma familia multigénica composta por
outros quatro membros: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, P1GF (fator de crescimento
placentario) (CARMELIET; JAIN, 2011).

O mecanismo de sinalizacdo do VEGF é mediado pela ligacdo e promocédo da
autofosforilagcdo dos dois receptores de tirosina-quinase, que séo: VEGF receptor-1
(VEGFR-1) e VEGF receptor-2 (VEGFR-2), sendo este ultimo também chamado de
receptor de cinases contendo dominio receptor (KDR). Os receptores VEGFR
constituem-se de uma porgao extracelular com 7 dominios do tipo imunoglobulina,
uma Unica regido transmembranar, e uma porc¢ao intracelular que contém o dominio
tirosina-quinase (CARDOSO et al., 2016).

Os estimulos promovidos pelo VEGF resultam em respostas celulares nas células
endoteliais de ponta (tip cells), responsaveis pela organizacdo do processo
angiogénico, e as células endoteliais que seguem as células de ponta (stalk cells), e
estas coordenam o processo migratorio. O processo de migracdo das células
endoteliais finaliza quando as ramificacbes que migram de forma oposta se
encontram por meio das tip cells, restabelecendo o fluxo sanguineo, a homeostase
no tecido e o estado quiescente das células endoteliais (JOHNSON et al., 1999;
HSU et al., 2014).

A expressao do VEGF é relacionada a progressao de doencas devido ao seu papel
na regulacdo da microcirculacdo em processos patoldgicos. Em relacdo a
tumorigénese, a expressdo do VEGF, pode ser correlacionada com a formacdo de
metastases, ja que é necessario um maior aporte de oxigénio e nutrientes para que

as ceélulas tumorais possam colonizar outros tecidos (PRADEEP et al., 2011).

Curiosamente, a mesma matriz extracelular que prové as células tumorais proteinas
necessarias para a sustentacdo, sobrevivéncia e crescimento tumoral, contém
diversas proteinas e fragmentos protéicos com propriedades antiangiogénicas, como
angiostatina e endostatina, constituindo-se também numa barreira importante para a
formacdo de novos tumores. As células tumorais que sobrevivem as etapas
anteriores e atingem novos sitios metastaticos, sdo outra vez selecionadas, de
acordo com seu potencial angiogénico, e novamente o VEGF é um fator essencial

nesse processo, estimulando ndo apenas o0 crescimento de novos vasos, mas
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também de células tumorais, que frequentemente expressam receptor para esse
fator (KISHIMOTO et al., 2012).

Dentro do exposto, observa-se que hipoxia, densidade vascular reduzida e o habito
tabagista estdo diretamente relacionados a um pior prognéstico dos pacientes com
cancer (CHEN; COSTA, 2009; MISHRA et al., 2015), e que 0s mecanismos para
resisténcia a hipdxia caracteriza-se pela modulacdo da expressao de varios genes
gue garantem a sobrevida fenotipica e a agressividade clinica do tumor (CHINTALA
et al., 2012; SEMENZA, 2012).

Sendo assim, a compreensdo dos mecanismos relacionados com a progressao
tumoral é essencial para o desenvolvimento de terapias anticaAncer, e a elucidacao
da regulacéo génica em resposta a hipoxia pode proporcionar uma nova visdo para
a compreensdo de como estas células tumorais evoluem sob estresse ambiental e
fornecer fundamentos para o desenvolvimento de drogas e formas de tratamento e

intervencao contra o cancer (YANG et al., 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da nicotina na expressao génica da HIF-1a, VEGF-A, FIH e PHD3
em linhagens celulares de carcinoma epidermoide de cavidade oral (SCC-9) e
de queratindcitos orais com displasia (DOK), além da viabilidade celular dose e

tempo- dependente.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar in vitro o efeito da nicotina sobre a viabilidade celular segundo a dose
e 0 tempo de exposicdo em linhagem celular SCC-9, por meio do ensaio
MTS.

e Avaliar in vitro o efeito da nicotina sobre a viabilidade celular segundo a dose
e o tempo de exposicao em linhagem celular DOK, por meio do ensaio MTS.

e Avaliar a expressao dos genes HIF1a, VEGF-A, FIH e PHD3 por RT-gPCR
em cultura de células SCC-9 submetidas a diferentes concentracbes de
nicotina e submetidas a camara de hip6xia, nos tempos de 8 e 24h.

e Avaliar a expressao dos genes HIF1a, VEGF-A, FIH e PHD3 por RT-gPCR
em cultura de células DOK submetidas a diferentes concentra¢des de nicotina
e submetidas a camara de hipdxia, nos tempos de 8 e 24h.
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3 METODOLOGIA

3.1 CULTURA CELULAR

Para andlise da influéncia da nicotina na expresséao génica de HIF1a, VEGF-A, FIH
E PHD3 em células tumorais de carcinoma epidermoide de cavidade oral (linhagem
comercial SCC-9), e de queratinécitos orais com displasia (linhagem comercial
DOK), adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC® CRL1629™), as
linhagens foram cultivadas no Laboratério de Biologia de Células Tronco
(LABITRON) da Faculdade de Odontologia da USP. A linhagem SCC-9 foi cultivada
em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s® (DEMEM, Gibco, Germany) associado ao
meio Ham F12 e suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solugéo
antibiotica-antimicética e 1% de Hidrocortisona. A linhagem DOK foi cultivada
somente em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de

solucado antibidtica-antimicoética e 1% de Hidrocortisona.

O crescimento celular foi monitorado em microscoépio invertido e 0 meio de cultura
trocado a cada dois dias. Ao atingirem confluéncia de 70%, o meio foi aspirado, as
células foram lavadas com 3 mL de PBS 1X pH 7,2 estéril e dispostas em 2mL de
tripsina a 0,05% durante 5 minutos na estufa para destaca-las da placa de cultura.
ApoOs alguns minutos de exposicao, adicionou-se 2mL de meio de cultura para
inativacdo da enzima. As células em suspenséo foram centrifugadas a temperatura
ambiente a 1300rpm por 4 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi aspirado, o
precipitado de células foi ressuspendido em 3mL de meio de cultura. Aliquotas de
1x10° células foram distribuidas em placas de petri e mantidas na estufa até
atingirem aproximadamente 80% de confluéncia sendo entédo utilizadas para os

experimentos de extracdo de RNA.
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Para os estudos conduzidos sob condi¢cdes de normoxia, as células foram cultivadas
em 20% de O, e 5% de CO,. Os estudos conduzidos para condi¢des responsiva a
hipoxia foram realizados no Laboratério de Biologia Celular do Instituto do Cancer do
Estado de S&o Paulo (ICESP-FMUSP), e as células foram cultivadas em 94% de
nitrogénio, 5% de CO; e 1% de O,.

3.2 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Para a andlise de viabilidade celular 8x10° células foram cultivadas em placas para
cultura de células com 96 pocos, e decorrido o tempo de ligacdo nas placas as
células foram expostas a diferentes concentracdes de nicotina (Nicotine 299% -
Sigma) (0 mM, 0.1 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM), por tempos
variados (8 e 24h). Passado o tempo de exposicdo, a viabilidade celular foi
analisada por meio do método colorimétrico baseado na biorredu¢do do composto
MTS (Promega® #G3580).

A absorbancia foi lida em leitor de microplacas (ELx800™, Bio-Tek Instruments,
Winooski) no comprimento de 490 nm usando como grupos de controles negativos
células ndo expostas a nicotina. O experimento foi realizado em triplicata e os
resultados analisados por meio de analise de variancia one-way (ANOVA) e teste
Dunnett (p<0.05) utilizando o software GraphPad® v.7.0 (GraphPad Software, San
Diego, California, USA).

Apés a identificacdo da dosagem maxima de nicotina que garantisse a viabilidade
celular, foram estabelecidos as concentragdes de nicotina (0.1 mM, 1 mM, 2.5 mM, 5
mM e 10 mM), nos tempos de 8 e 24h. Para a andlise da influéncia da nicotina na

expressdo dos genes relacionados com a via responsiva de hipoxia as células
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também foram submetidas a camara de hipdxia, permanecendo na mesma durante

0s tempos ja descritos.

3.3 EXTRACAO DE RNA

Para a extracdo de RNA das culturas celulares, o meio de cultura foi aspirado das
placas e estas foram incubadas com 1,5 mL de TRIzol por 5 minutos. Apés a lise
celular, as células foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno livres
de RNase e DNase e em cada amostra foi adicionado 0,3 mL de cloroférmio. Os
tubos foram centrifugados a 10.200 rpm durante 15 min a 4°C, e em sequéncia a
fase aquosa, contendo o RNA, foi transferida para tubos estéreis. Nos tubos foi
adicionado 0,75 mL de é&lcool isopropilico por mililitro de solugdo desnaturante e os
mesmos foram centrifugados a 10.200 rpm durante 10 min a 4°C. Neste momento foi

possivel observar a formacao do precipitado de RNA no fundo do tubo.

Por fim, a solucdo sobrenadante foi descartada, e foi adicionado 1 mL de alcool a
75% gelado e os tubos foram centrifugados a 8.400 rpm durante 5 min. O alcool foi
descartado e o RNA foi ressuspenso em agua livre de DNAse e RNAse.

A concentracdo do RNA foi determinada no aparelho Nanodrop® no comprimento de

onda de 260 e 280 nm e armazenado a -80°C até o momento de sua utilizacao.

3.4 ELETROFORESE
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Para analise da integridade do RNA, 1 ug de cada amostra foi misturado com 5x
tampdao de aplicacéo (solucdo aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e
0,25% xileno cianol), e submetido ao aquecimento durante 10 min a 70°C e

separados por eletroforese em gel de agarose a 1% por 1 h a 60V.

3.5 OBTENCAO DE cDNA

Para a sintese de cDNA foi utilizado o equivalente a 1 pug de RNA de cada amostra
pelo kit High Capacity cDNA RT (Life Technologies™). Para cada reac&o utilizou-se
10uL do Mix (10x RT Buffer, dNTP Mix, RT Rodom Primer, RNase Inibitor,
Multiscribe™ Reverse Transcriptase, 4gua DNAse free) adicionados em cada
amostra. A sintese foi realizada no termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient®) sob as condi¢cbes de 25°C por 10 min, 37°C por 2 hora e a 85°C por 5

minutos.

3.6 RT-gPCR
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As reacgOes de RT-gPCR, para analise de expresséo génica das culturas celulares
expostas a diferentes concentragcdes de nicotina, foram realizadas utilizando-se o
termociclador 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems Carlsbad, CA,
USA), no Laboratorio de Biologia Celular da Faculdade de Odontologia da USP.

Os produtos da transcrigdo reversa serviram de molde para a amplificagdo por RT-
gPCR, sendo todas as reacoes realizadas em um volume final de 10 uL, em placas
Oticas, com o0s seguintes reagentes: x UL dos primers foward e reverse para cada um
dos genes em estudo e para a p-2-microglobulina (controle endégeno da reacéo), 5
puL Syber Green Master Mix® (Applied Biosystems), o equivalente a 1 pg de cDNA e
agua ultra pura para completar o volume. Para cada par de primers foi realizada RT-
gPCR utilizando-se agua estéril (blank), para avaliacdo de sua possivel

contaminacao.

O processo de ciclagem térmica foi padronizado para cada um dos genes
estudados, e apds o término do ultimo ciclo, as amostras foram submetidas a anélise
da curva de dissociacdo, conferindo-se a auséncia de qualquer curva bimodal ou
sinal anormal de amplificacdo. Os primers utilizados no estudo foram desenhados
por meio do programa de bioinforméatica PrimerQuest
(https://www.idtdna.com/Primerquest), evitando-se polimorfismos de nucleotideos

anicos dentro dos primeiros locais de ligacdo e nos transcritos semelhantes. Todos
tiveram a homologia analisada por meio do Blast (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncia do primers utilizados no RT-gPCR

Gene Primer
HIF-1a Forward: 5'-TTCAAGCAGTAGGAATTGGAAC-3'
Reverse: 5-CGTTTCCAAGAAAGTGATGTAGTAG-3'
VEGF-A Forward: 5'- AGGGCAGAATCATCACGAAG-3
Reverse: 5-GTCTCGATTGGATGGCAGTAG-3'
PHD3 Forward: 5'-GCTTCCTCCTGTCCCTCAT-3'
Reverse: 5-AAGCCACCATTGCCTTAGAC-3
FIH Forward: 5'-CTACCCATACCCTGTTCAT-3'

Reverse: 5-AATTAGGGAACCTCTCGTAG-3'
B-2-microglobulina Forward: 5'-TGCTATGTGTCTGGGTTTC-3'
Reverse: 5-CAAGTCTGAATGCTCCACT -3'
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Para analise quantitativa da expresséo nas culturas celulares foi usado o método Ct

22CT e 0s dados foram normalizados com o gene endégeno

comparativo (método
padrdao (B-2-microglobulina) e calculados como a variacdo relativa nos niveis de
expressao em relacdo ao grupo calibrador (Células submetidas a camara de hipoxia)

(LIVAK; SCHMITTGEN 2001).

3.7 ESTATISTICA

Para a andlise estatistica e avaliacdo da relacdo entre os padrbes de expressdo
génica das amostras de culturas de células submetidas a diferentes concentracdes
de nicotina, por tempos variados, foi utilizando a analise de variancia one-way
(ANOVA), seguida de teste tukey. Todos os céalculos e modelos estatisticos foram
calculados com a utilizagdo do software GraphPad Prism® v.7, considerando a

relacdo significante quando o valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS SCC-9 E DOK
INCUBADAS COM NICOTINA

A viabilidade das linhagens celulares SCC-9 e DOK incubadas com concentracdes
crescentes de nicotina foram analisadas por meio do ensaio de MTS, e os resultados
sao apresentados nas figuras 5 e 6. Observa-se diferenca significativa na viabilidade
das células SCC-9 incubadas nas concentracbes de 1 mM e 2,5 mM no tempo de 8
horas (figura 5A), também se pode observar uma grande reducéo na viabilidade na
concentracdo de 30 mM, e esta pode ser ocasionada por alcancar o limiar de
toxicidade celular devido a incubagdo em uma alta concentragdo de nicotina. A
figura 5B mostra uma alteracdo no padrao de viabilidade celular para o tempo de
24h, observando-se uma reducéo significativa (p<0,0001) na viabilidade das células

expostas a concentracdes de 20 mM e 30 mM.
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Figura 5. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de carcinoma epidermoide de
cavidade oral (SCC-9) incubadas com nicotina. (A) Analise da viabilidade inferida através do
ensaio de MTS apés incubagdo com nicotina por 8h. **** As concentracdes de 1 mM, 2,5 mM e 30
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mM diferem significativamente (p<0,01) do controle (Células que ndo foram incubadas com nicotina).
(B) Andlise da viabilidade inferida através do ensaio de MTS apds incubacdo com nicotina por 24h.
**x As concentragbes de 20 mM e 30 mM diferem significativamente (p<0,0001) do controle (Células
que nao foram incubadas com nicotina). Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes analisados através de teste Dunnett, e as reagBes foram preparadas em triplicatas,
sendo os valores expressos como média + desvio padréo.

As analises realizadas na linhagem celular DOK ndo mostram diferenca significativa
na viabilidade das células incubadas nas concentra¢gfes de 0,1 a 30 mM no tempo
de 8 horas (figura 6A), no entanto, este padréo sofre uma alteracdo no tempo de
24h, observando-se uma reducao significativa da viabilidade celular nos tempos de

2,5 mM, 10 mM, 20 mM e 30 mM em relac&o ao controle (figura 6B).
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Figura 6. Efeito in vitro da viabilidade em linhagem celular de queratindcitos orais com
displasia (DOK) incubadas com nicotina. (A) Andalise da viabilidade inferida através do ensaio de
MTS ap6s incubag¢édo com nicotina por 8h e (B) por 24h. **** No tempo de 24h as concentracdes 2,5
mM e 10 mM diferem significativamente (p<0,05) do controle (Células que ndo foram incubadas com
nicotina). As concentracdes de 20 mM e 30 mM também diferem significativamente (p<0,0001) do
controle. Os dados sao representativos de trés experimentos independentes analisados através de
teste Dunnett, e as reagdes foram preparadas em triplicatas, sendo os valores expressos como média
+ desvio padréo.

Diante destes resultados, foram escolhidas as concentragdes de 0,1 mM, 1 mM, 2,5
mM, 5 mM e 10 mM para o experimento de analise de expressao génica, uma vez
que estas foram as concentragcdes que se mantiveram com uma segura viabilidade

em relacdo ao controle da reagéo.
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4.2 PERFIL DE EXPRESSAO DE HIF-1A, VEGF-A, FIH E PHD3 EM
LINHAGEM CELULAR SCC-9

Para analisar se a nicotina modula a expressao de genes relacionados a via de
hipdéxia na linhagem celular SCC-9, foi realizada a analise do nivel de expressao dos
genes HIF-1a, VEGF-A, FIH e PHD3, nos tempos de exposicdo de 8 e 24h e sob
diferentes concentrac¢tes (0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5mM, 10mM).

Como mostrado na figura 7, HIF-1a foi diferencialmente expresso nos tempos de 8 e
24h. A exposicdo a nicotina induziu a expressao de HIF-1a nas concentragdes de
0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5mM por 8h, e na concentracdo de 0,1 por 24h. Observou-
se que HIF-1a foi 5,1 vezes mais expressa na concentragdo de 0,1 por 24h em
comparacdo com as células em hipoxia (figura 7B). Também pode- se observar

diferencas significativas no comparativo de expressao entre as concentracoes.
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Figura 7. Expressédo do gene HIF-1a apés exposi¢gao com Nicotina em linhagem celular SCC-9.
(A) Analise da expressao de HIF-1a apds exposigdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 por 8 h
e (B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipdxia) através de teste
Tukey (p<0,0001), e Diferem significativamente de 10 mM (p<0,0001), o Diferem significativamente
de 10 mM (p<0,001), & Diferem significativamente de 5 mM  (p<0,0001), $$ Diferem
significativamente de 2,5 mM (p<0,0001), % Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,05), ##i#
Diferem significativamente de 1 mM (p<0,0001), # Diferem significativamente de 1 mM (p<0,05). O
namero relativo de transcritos de HIF-1a foi normalizado em relacdo ao gene enddgeno [3-2-
microglobulina (B2M) e analisado através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés



34

experimentos independentes, e as reacfes foram preparadas em triplicata, sendo expressos como
média * desvio padréo.

Em relacdo a expressdo do gene VEGF-A, este teve uma maior expressao na
concentracdo de 1 mM no tempo de 8h, observando-se uma expressao 1,5-vezes
maior em comparacéo as células hipoxicas (figura 8A). E valido ressaltar que as
concentracdes de 0,1 mM e 5 mM incubadas por 8h foram igualmente expressas as
células expostas a hipdxia, e as demais concentracdes tiveram expressdo menor do

que a observada em células expostas a hipoxia.

Por outro lado, todas as concentragcdes no tempo de 24h apresentaram menor
expressdo génica do que a observada nas células em hipdxia, destacando-se o
apenas o tratamento de 0,1 mM que apresentou um aumento significativo no nivel
de expressdo em comparagao aos outros tratamentos. Foi observado um aumento
de 9,2-vezes na expressdo de células incubadas com 0,1 mM em comparacao as

células incubadas com 1 mM de nicotina (figura 8B).
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Figura 8. Expresséo do gene VEGF-A apés exposicao com Nicotina em linhagem celular SCC-
9. (A) Andlise da expressao de VEGF-A ap6s exposicdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 por
8 h e (B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipoxia) (p<0,0001),
e Diferem significativamente de 10 mM (p<0,0001), & Diferem significativamente de 5 mM
(p<0,0001), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,0001), #### Diferem significativamente de
1 mM (p<0,0001). O numero relativo de transcritos de VEGF-A foi normalizado em relacdo ao gene
endégeno f-2-microglobulina (B2M) e analisado através de teste Tukey. Os resultados séo
provenientes de trés experimentos independentes, e as reacdes foram preparadas em triplicata,
sendo expressos como média + desvio padréo.
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O gene VEGF-A esta entre os mais de 100 genes expressos em resposta a ativagao
a via da HIF-1, sendo assim, faz-se necessario identificar se HIF-1a promove a
inducdo da expressdao génica observada para VEGF-A em células expostas a
nicotina. Pode-se observar uma forte correlacdo entre a expressao de HIF-1a e
VEGF-A para a linhagem SCC-9 tratadas por 8h (Figura 9A). O mesmo padréo
segue para as células tratadas por 24h, na qual, a reducao na expressao de HIF-1a
também afetou a expressdo de VEGF-A (Figura 9B), podendo-se afirmar que a
exposicao a diferentes concentracdes de nicotina influencia diretamente a expressao
de HIF-1a seguido da expressdo do gene VEGF-A, e que o padrdo de expressao
observado esta diretamente ligado as concentracdes e ao tempo de exposicado a

nicotina.
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Figura 9. Ativacdo de HIF-la e expressdo de VEGF-A apds exposicdo com Nicotina em
linhagem celular SCC9. (A) Ativacdo de HIF-1la e expressdo de VEGF-A apds exposicdo com
Nicotina em linhagem celular SCC9 por 8h e (B) por 24h. **** Apds 8h de exposi¢do, na
concentracdo 0,1 mM VEGF-A difere significativamente de HIF-1a (p<0,0001); em 2,5 mM VEGF-A
difere significativamente de HIF-1a (p<0,001); em 1 mM e 5 mM VEGF-A difere significativamente de
HIF-1a (p<0,01); e em 10 mM VEGF-A difere significativamente de HIF-1a (p<0,05). % Ap6s 24h de
exposi¢do, as concentragbes 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM e 10 mM VEGF-A difere significativamente de
HIF-1a (p<0,0001); em 5 mM VEGF-A difere significativamente de HIF-1a (p<0,01). O numero relativo
de transcritos dos genes HIF-1a e VEGF-A foram normalizados em relagdo ao gene enddgeno B-2-
microglobulina (B2M) e analisados através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés
experimentos independentes, e as reacfes foram preparadas em triplicata, sendo expressos como
média + desvio padréo.
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FIH e PHD3 tém como papel principal a regulagédo da expressédo de HIF-1a por
mecanismos distintos, e o perfil de expressao observado para ambos s&o vistos nas
figuras 10 e 11. Em relacdo a FIH (figura 10), o padrao de expresséo entre o tempo
de exposicdo de 8 e 24h mostrou-se diferente. A analise do tempo de 8h mostrou
gue apenas o tratamento 1 mM teve uma expressao génica equivalente a observada
nas células em hipoxia, e os demais tratamentos apresentaram menor expressao
guando comparados a hipoxia e a 0,1mM (figura 10A). As células incubadas por 24h
com nicotina obtiveram um aumento de 1,9-vezes na expressao do gene no
tratamento de 0,1 mM em comparacdo a células em hipdxia (figura 10B). Este
tratamento também apresentou um valor de expressdo 16,8-vezes maior quando

comparado ao tratamento 5 mM/24h.
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Figura 10. Expresséo do gene FIH apds exposi¢cdo com Nicotina em linhagem celular SCC-9.
(A) Andlise da expressédo de FIH apds exposi¢cdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 por 8 h e
(B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipéxia) (p<0,0001), ***
Diferem significativamente do grupo controle (p<0,001), e Diferem significativamente de 10 mM
(p<0,0001), o Diferem significativamente de 10 mM (p<0,001), & Diferem significativamente de 5 mM
(p<0,0001), ¢ Diferem significativamente de 5 mM (p<0,001), 83 Diferem significativamente de 5 mM
(p<0,01), & Diferem significativamente de 5 mM (p<0,05), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM
(p<0,0001), #### Diferem significativamente de 1 mM (p<0,0001). O numero relativo de transcritos
de FIH foi normalizado em relagdo ao gene enddgeno 3-2-microglobulina (B2M) e analisado através
de teste Tukey. Os resultados s&@o provenientes de trés experimentos independentes, e as reacdes
foram preparadas em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao.

A andlise do perfil de expressdo de PHD3 (figura 11) mostrou que todos os

tratamentos tiveram menor expressao quando comparados as células em hipoxia, e
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nao houve diferenga significativa entre os tratamentos incubados por 8h e 24h
(figura 11A e B).
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Figura 11. Expressao do gene PHD3 ap6s exposi¢ao com Nicotina em linhagem celular SCC-9.
(A) Analise da expressédo de PHD3 apd6s exposicdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 por 8 h e
(B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipoxia) (p<0,0001), e
Diferem significativamente de 10 mM (p<0,0001), o Diferem significativamente de 10 mM (p<0,001),
& Diferem significativamente de 5 mM (p<0,0001), ¢ Diferem significativamente de 5 mM (p<0,001),
& Diferem significativamente de 5 mM (p<0,05), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,0001),
% % Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,01), #### Diferem significativamente de 1 mM
(p<0,0001). O numero relativo de transcritos de PHD3 foi normalizado em relagdo ao gene endégeno
B-2-microglobulina (B2M) e analisado através de teste Tukey. Os resultados sao provenientes de trés
experimentos independentes, e as rea¢fes foram preparadas em ftriplicata, sendo expressos como
média + desvio padréo.

Dentro do observado, o padrdo de expressao para os genes de regulacdo da via
HIF-1 seguem de forma distinta. Na figura 12, pode-se observar que a expressao
dos genes FIH e PHD3 possui uma alta correlacdo com a expressdo do gene HIF-
1a, observando-se uma maior expressdo de FIH, sendo assim, pode-se afirmar que
para a linhagem SCC-9 FIH € mais expresso que PHD3, podendo ser o gene

correlacionado com a regulacao génica de HIF-1a sob exposi¢ao a nicotina.
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Figura 12. Ativacdo de HIF-1a e regulagdao promovida em FIH e PHD3 apés exposi¢cdo com
Nicotina em linhagem celular SCC9. (A) Ativacao de HIF-1a e regulagdo promovida em FIH e
PHD3 ap6s exposicdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 por 8h e (B) por 24h. **** Apds 8h de
exposi¢cdo as concentracdes 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM e 10 mM diferem significativamente de
HIF-1a (p<0,0001). #### as concentragbes 0,1 mM, 25 mM, 5 mM e 10 mM diferem
significativamente de FIH (p<0,001); e a concentragcdo 1 mM difere significativamente de FIH
(p<0,0001). % Apds 24h de exposicdo as concentragdes 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM e 10 mM
diferem significativamente de HIF-1a (p<0,0001). $ as concentracdes 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM diferem
significativamente de FIH (p<0,0001); a concentracdo 5 mM difere significativamente de FIH (p<0,01);
a concentracdo 10 mM difere significativamente de FIH (p<0,001). O ndmero relativo de transcritos
dos genes HIF-1a, FIH E PHD3 foram normalizados em relacdo ao gene enddgeno B-2-
microglobulina (B2M) e analisados através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés
experimentos independentes, e as rea¢fes foram preparadas em triplicata, sendo expressos como
média * desvio padréo.
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4.3 PERFIL DE EXPRESSAO DE HIF-1A, VEGF-A, FIH E PHD3 EM LINHAGEM
CELULAR DOK

Para analisar se a nicotina modula a expressao de genes relacionados a via de
hipdxia, na linhagem celular DOK, foi realizada a andlise do nivel de expressao dos
genes HIF-1a, VEGF-A, FIH e PHD3, nos tempos de exposicdo de 8 e 24h e sob
diferentes concentragbes (0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5mM, 10mM), assim como
realizado para a linhagem SCC-9.

O nivel de expressdo observado para o gene HIF-1a foi diferenciado para todos os
tratamentos em 8h de exposicdo (figura 13A). Observou-se um aumento na
expressdo de 1,5-vezes, 1,2-vezes, 1,4-vezes, 1,6-vezes e 1,4-vezes para 0S
tratamentos 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5mM, 10mM, respectivamente, em comparacao
a linhagem exposta a hipdxia. Um padréo inverso foi visto em células expostas por
24h, na qual todos os tratamentos tiveram uma reducéo nos niveis de expressao em
comparacao com as células em hipoxia (figura 13B). Também foi possivel observar
uma diferenca significativa na comparagdo entre os tempos de 8h e 24h de
exposicao (p<0,001).
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Figura 13. Expressédo do gene HIF-1a apos exposicdo com Nicotina em linhagem celular DOK.
(A) Andlise da expressao de HIF-1a apés exposigdo com Nicotina em linhagem celular DOK por 8 h e
(B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hip6xia) (p<0,0001), **
Diferem significativamente do grupo controle (p<0,01), e Diferem significativamente de 10 mM
(p<0,0001), o Diferem significativamente de 10 mM (p<0,001), A Diferem significativamente de 10 mM
(p<0,05), * Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,05), & Diferem significativamente de 5 mM
(p<0,0001), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,0001), $ Diferem significativamente de 2,5
mM (p<0,001), #### Diferem significativamente de 1 mM (p<0,0001). O nimero relativo de transcritos
de HIF-1a foi normalizado em relagdo ao gene enddgeno [-2-microglobulina (B2M) e analisado
através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, e as
reacOes foram preparadas em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao.

Para o gene VEGF-A os niveis de expressdo também variaram entre os tratamentos
em 8h de incubacao, observando-se uma expressao 1,8-vezes maior no tratamento
2,5 mM em comparacao a células hipoxicas (Figura 14A). No tempo de 24h, todos
os tratamentos tiveram menor expressdo em comparagdo as células em hipdxia
(Figura 14B). A comparacdo entre os tempos de 8h e 24h de exposi¢do também
apresentou uma diferencga significativa (p<0,05).
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Figura 14. Expressédo do gene VEGF-A ap0s exposi¢ao com Nicotina em linhagem celular DOK.
(A) Analise da expressao de VEGF-A ap0s exposi¢do com Nicotina em linhagem celular DOK por 8 h
e (B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipdxia) (p<0,0001), e
Diferem significativamente de 10 mM (p<0,0001), o Diferem significativamente de 10 mM (p<0,001),
A Diferem significativamente de 10 mM (p<0,05), & Diferem significativamente de 5 mM (p<0,0001),
¢+ Diferem significativamente de 5 mM (p<0,001), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM
(p<0,0001), ## Diferem significativamente de 1 mM (p<0,01), # Diferem significativamente de 1 mM
(p<0,05). O nuamero relativo de transcritos de VEGF-A foi normalizado em relacdo ao gene endbgeno
B-2-microglobulina (B2M) e analisados através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de
trés experimentos independentes, e as rea¢gbes foram preparadas em triplicata, sendo expressos
como média + desvio padréo.

A figura 15 mostra a correlagédo entre a expressao de HIF-1a e VEGF-A, e neste
observa-se um padréao diferente do observado na linhagem SCC-9, na qual, pode-
se observar no tratamento 2,5 mM/8h e 10 mM/24h uma maior expressao de VEGF-

A em comparacao a HIF-1a.
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Figura 15. Ativacdo de HIF-l1a e expressdo de VEGF-A apds exposi¢cdo com Nicotina em
linhagem celular DOK. (A) Ativagdo de HIF-1a e expressao de VEGF-A ap0s exposicdo com
Nicotina em linhagem celular DOK por 8h e (B) por 24h. **** Apés 8h de exposi¢do, na concentragao
0,1 mM e 5 mM VEGF-A diferem significativamente de HIF-1a (p<0,0001); em 1 mM, 2,5 mM e 10
mM VEGF-A diferem significativamente de HIF-1a (p<0,001). % Apés 24h de exposicdo, a
concentracdo 0,1 mM VEGF-A difere significativamente de HIF-1la (p<0,0001); em 1 mM VEGF-A
difere significativamente de HIF-la (p<0,001); em 2,5 mM, 5 mM e 10 mM VEGF-A diferem
significativamente de HIF-1a (p<0,01). O numero relativo de transcritos dos genes HIF-1a e VEGF-A
foram normalizados em relagdo ao gene enddgeno B-2-microglobulina (B2M) e analisados através de
teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, e as reacdes
foram preparadas em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao.
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O perfil de expressdo do gene FIH para a linhagem DOK variou entre os tempos de
8 e 24h. Em relacao aos tratamentos aplicados por 8h pode-se observar que 0,1 mM
e 2,5 mM mostraram niveis similares de expressdo em relacéo as células em hipoxia
(Figura 16A). Ja o tempo de 24h pode-se observar uma diminuicdo na expressdo em
todos os tratamentos (Figura 16B). Além disso, houve diferenca significativa entre os

tratamentos de 8 h e 24 h quando comparados entre si (p<0,05).
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Figura 16. Expresséo do gene FIH ap6s exposi¢cdo com Nicotina em linhagem celular DOK. (A)
Anélise da expressédo de FIH ap6s exposicdo com Nicotina em linhagem celular DOK por 8 h e
(B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipdxia), e Diferem
significativamente de 10 mM, m Diferem significativamente de 10 mM, & Diferem significativamente de
5 mM (p<0,0001), ¢ Diferem significativamente de 5 mM (p<0,001), $ Diferem significativamente de
25 mM (p<0,001), * Diferem significativamente de 25 mM (p<0,05), ###H Diferem
significativamente de 1 mM (p<0,0001), ## Diferem significativamente de 1 mM (p<0,01). O nimero
relativo de transcritos de FIH foi normalizado em rela¢éo ao gene endégeno B-2-microglobulina (B2M)
e analisado através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés experimentos

independentes, e as reac¢des foram preparadas em triplicata, sendo expressos como média + desvio
padréo.

Em relagcdo a PHD3, este se manteve com uma baixa expressdo, assim como
observado para a linhagem SCC-9. Pode-se observar que todos os tratamentos
tiveram uma menor expressao quando comparados a hipoxia (Figura 17A e B), no
entanto, mesmo com a baixa expressao observou-se uma diferenca significativa
entre os tratamentos de 8 h e 24 h comparados entre si (p<0,05).
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Figura 17. Expressao do gene PHD3 apds exposicdo com Nicotina em linhagem celular DOK.
(A) Analise da expressédo de PHD3 apo6s exposi¢cdo com Nicotina em linhagem celular DOK por 8 h e
(B) por 24 h. **** Diferem significativamente do grupo controle (Camara de hipéxia) (p<0,0001), e
Diferem significativamente de 10 mM através de Teste Tukey (p<0,0001), o Diferem
significativamente de 10 mM (p<0,001), m Diferem significativamente de 10 mM (p<0,01), & Diferem
significativamente de 5 mM (p<0,0001), ¢« Diferem significativamente de 5 mM (p<0,001), 88 Diferem
significativamente de 5 mM (p<0,01), $$ Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,0001), *
Diferem significativamente de 2,5 mM (p<0,05), #### Diferem significativamente de 1 mM
(p<0,0001). O numero relativo de transcritos de PHD3 foi normalizado em relagdo ao gene endégeno
B-2-microglobulina (B2M) e analisados através de teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de
trés experimentos independentes, e as reacfes foram preparadas em ftriplicata, sendo expressos
como média + desvio padrao.

Por fim, o perfil de expresséo analisado para estes genes nas células DOK, segue o
mesmo padrdo observado para as células SCC-9, observando-se uma maior
expressao de FIH em comparacdo a PHD3 (Figura 18), o que fortalece a hip6tese de
que a regulacdo génica para HIF-1a quando exposta a nicotina esta diretamente

ligada a ativacéo da via de regulacéo promovida por FIH.
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Figura 18. Ativacdo de HIF-1la e regulacdo promovida em FIH e PHD3 apds exposi¢cdo com
Nicotina em linhagem celular DOK. (A) Ativacdo de HIF-1a e regulacdo promovida em FIH e PHD3
apos exposigcdo com Nicotina em linhagem celular SCC9 POR 8h e (B) por 24h. **** Apds 8h de
exposi¢do as concentracdes 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM e 10 mM diferem significativamente de
HIF-1a (p<0,0001). #### as concentragbes 0,1 mM, 1 mM, 25 mM e 10 mM diferem
significativamente de FIH (p<0,0001); a concentracdo 5 mM difere significativamente de FIH

(p<0,001). * Ap6s 24h de exposicdo as concentracdes 0,1 mM e 5 mM em FIH diferem
significativamente de HIF-1a (p<0,0001); a concentragbes 1 mM em FIH diferem significativamente de
HIF-1a (p<0,01); a concentracbes 2,5 mM em FIH diferem significativamente de HIF-1a (p<0,05). &
as concentra¢des 0,1 mM, 1 mM e 5 mM em PHD3 diferem significativamente de HIF-1a (p<0,0001);
as concentragdes 2,5 mM e 10 em PHD3 diferem significativamente de HIF-1a (p<0,001). $ as
concentracdes 0,1 mM e 5 mM diferem significativamente de FIH (p<0,0001); as concentra¢des 1 mM
e 10 mM diferem significativamente de FIH (p<0,001); a concentracdo 2,5 mM difere
significativamente de FIH (p<0,01). O numero relativo de transcritos dos genes HIF-1a, FIH E PHD3
foram normalizados em relagéo ao gene enddgeno -2-microglobulina (B2M) e analisados através de
teste Tukey. Os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, e as reacdes
foram preparadas em triplicata, sendo expressos como média + desvio padrao.
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5 DISCUSSAO

5.1 VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS SCC-9 E DOK
INCUBADAS COM NICOTINA

O consumo de tabaco € um fator de risco em destaque para o desenvolvimento de
um grande numero de doencas, e 0s componentes do cigarro sdo constantes
objetos de estudo cuja finalidade € compreender os efeitos adversos do tabagismo
sobre o comportamento bioldégico ou na resposta ao tratamento de inumeras
doencas (SINGH et al., 2011).

Células que compdem a mucosa oral estdo expostas de forma direta aos
componentes do tabaco. Desta forma, estudos que tém por objetivo analisar os
mecanismos advindos da exposicéo do tabaco sé&o essenciais para a elucidacao dos

mecanismos relacionados a carcinogénese ou a viabilidade.

Este trabalho analisou por meio de MTS a influéncia da nicotina na viabilidade
celular das linhagens SCC-9 e DOK, a fim de observar o perfil proliferativo e
estabelecer o limiar de tempo/concentracdo para as células e desta forma,
estabelecer uma melhor correlagdo com os mecanismos celulares acionados in vitro

e in vivo em relacdo a exposi¢cao a nicotina.

Neste estudo, pode-se observar que as diferentes concentracées de nicotina
promoveram a proliferacdo celular na linhagem SCC-9, ressaltando-se as
concentracdes de 1 e 2,5 mM para o tempo de 8 horas. Este achado corrobora com
0 estudo de Salimi e colaboradores (2012) que observaram o aumento da viabilidade
celular promovida pela exposicdo a nicotina em linhagem humana de células
escamosas orais expostas por 6h. Shi e colaboradores (2012) também realizaram
um estudo similar em linhagens de carcinoma da nasofaringe tratadas com baixas

concentragbes de nicotina por 72 horas, e observaram que nicotina promoveu
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significativamente a proliferacdo celular de um modo dependente da concentragéo,
resultando num aumento de 20-100% na viabilidade das células.

Diferente do observado, em 8 horas, a permanéncia da linhagem SCC-9 incubadas
com nicotina por 24 horas nao garantiu aumento da viabilidade para as
concentragbes de 0,1 a 10 mM, no entanto, ndo foi observada uma reducgao
significativa da viabilidade nas mesmas concentragdes. Lee e colaboradores (2005)
relataram em seu estudo que em linhagens de tumor oral primario (HN4) e de tumor
oral metastatico (HN12) houve uma reducao da viabilidade celular de forma dose-
dependente, no entanto, estas mantiveram- se com viabilidade celular acima de 50%
para as concentracdes superiores a 0,1 mM no tempo de 24 horas. Sendo assim,
pode-se sugerir que nicotina promova a proliferacdo celular em células SCC-9 de

forma dose e tempo dependente, assim como é relatado na literatura.

Em relagdo a linhagem DOK, néo foi observado diferenca na viabilidade celular para
o tempo de 8 horas. Diferente do observado em 8h, as células expostas por 24
horas apresentaram uma reducao significativa nas concentracfes de 2,5, 10, 20 e
30 mM. O estudo realizado por Martinez e colaboradores (2002) observaram em
culturas de Fibroblastos expostas a diferentes concentracdes de nicotina a reducao
na viabilidade celular e modificagcbes na morfologia das células de forma
dose/tempo-dependente.

Em geral, estes dados sugerem que existe diferenca na viabilidade -celular
observada para as linhagens SCC-9 e DOK e, esta pode estar correlacionada com
as interacdes entre a nicotina e os metabolitos celulares, as diferencas celulares que
caracterizam as linhagens e no nivel de sensibilidade celular na presenca de
nicotina. Nesse sentido, Lee e colaboradores (2005) relataram que as linhagens

tumorais apresentaram uma menor sensibilidade a presengca de nicotina em

comparacao as linhagens de queratindcitos orais.

Neste estudo, também foi possivel observar que as concentracdes de 20 e 30 mM
apresentaram os menores indices de viabilidade celular para os dois tipos celulares
nos tempos de 8 e 24h. Este achado pode ser justificado pelo mecanismo celular
lento de eliminacdo de nicotina, sendo assim, a exposi¢cédo prolongada e em altas

concentracbes podem resultar em uma toxicidade intracelular com possiveis
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alteracOes celulares (HANES et al., 1991). Deve-se ressaltar que neste estudo
também foram testadas concentracbes 40 a 100 mM, e nestas ndo foi possivel

observar viabilidade celular.

Em relacéo as doses de nicotina utilizadas no trabalho, € valido ressaltar que estas
cumprem o objetivo de alcancar a alta concentracéo de exposi¢ao para as células da
mucosa oral de individuos fumantes. Assim, justifica-se o0 modelo de administracéo

de altas doses de nicotina utilizado no presente estudo.

5.2 PERFIL DE EXPRESSAO DE HIF-1A, VEGF-A, FIH E PHD3 EM
LINHAGENS CELULARES SCC-9 E DOK

O habito tabagista é uma doenca crbénica causada pela dependéncia nicotinica, e
desempenha um papel importante nas respostas celulares e no surgimento de novas
doencas, entre estas o cancer (GRANDO, 2014). Entre os componentes do tabaco,
a nicotina pode ter um importante papel no processo de carcinogénese em
individuos tabagistas, e 0 seu mecanismo de acdo pode promover a modulacédo da
atividade de varias proteinas celulares relacionadas com 0s mecanismos de

sobrevivéncia, proliferacdo e angiogénese (CZYZYKOWSKI et al., 2016).

Pesquisas recentes apontam HIF-1la como um importante biomarcador de
prognostico, devido a sua correlagdo com a resposta a radiagdo observada in vivo
por meio da sinalizagdo paracrina entre tumores e 0s vasos que compdem o
estroma (SCHWARTZ et al.,, 2011; MENDES et al.,, 2014). Neste sentido, a
expressao observada para este marcador pode ser significativamente alterada em
individuos tabagistas, o que dificulta a qualificacdo destes no auxilio do diagnadstico,
do prognostico, e no planejamento terapéutico (COLOMBO, RAHAL, 2009).
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A expressédo génica de HIF-1a também esta diretamente relacionada a mecanismos
de resposta celular ao estresse hipoxico. Neste trabalho foi possivel observar que
nicotina induziu a expressao de HIF-1a em células SCC-9 e DOK de forma dose-
dependente no tempo de 8h, destacando-se a concentracdo de 0,1 mM que teve
uma expressao 2,5-vezes mais elevada do que a observada nas células hipoxicas.
Em relagcdo a DOK, as concentracdes de destaque foram de 0,1 e 5 mM, que
tiveram uma expressao 1,5-vezes e 1,8-vezes, respectivamente, maiores quando
comparados a células hipoxicas. Kim e colaboradores (2012) também observaram
um aumento da expressdo de HIF-la em células do ligamento periodontal de
humanos tratadas com nicotina, no entanto, esta foi de forma tempo-dependente,

sendo fixado a concentracdo de 5 mM para dar sequéncia aos experimentos.

Outros autores como: Zhang e colaboradores (2007), Warren e colaboradores
(2012) e Ma e colaboradores (2014), também relataram a modulacdo e aumento da
expressdo de HIF-1la de forma concentracdo-dependente em linhagens de
adenocarcinoma de pulmdo (A549), no entanto, estes trabalhos priorizaram o0s
resultados de expressdo proteica para estabelecer as demais correlagbes em
estudo. Ainda neste sentido, Daijo e colaboradores (2016) descreveram que a
expresséo génica de HIF-1a foi modulada mediante a exposi¢do a um extrato de
fumaca de cigarro e por baixas concentragdes de nicotina em linhagens A549.

Em relacdo a expressao génica de HIF-1la apds 24h de exposi¢do a nicotina para
SCC-9, pode-se observar que a concentracdo mais relevante foi a de 0,1 mM que
obteve uma expressdo 5,1-vezes mais elevada em comparacdo as células
hipoxicas. As demais concentracdes tiveram uma menor expressdao do gene de
forma significativa (p<0,0001) quando comparadas as células hipOxicas e a
concentracéo de 0,1 mM. A linhagem DOK, assim como SCC-9, teve uma reducao

da expresséo génica de HIF-1a /24h em todas as concentracgdes.

A reducdo na expressao génica de HIF-1a pode estar ligada ao seu padrdo de
expressao reversivel. Daijo e colaboradores (2016), relataram que individuos
tabagistas estdo suscetiveis a indugdo continua de proteina HIF-la e de seus
transcritos, no entanto, esta observacéo nao € diretamente proporcional ao aumento
da expressédo génica deste gene. Este indicio também foi relatado por Warren e

colaboradores (2012), que observaram picos de expressdo de HIF-1a seguidos da
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reducdo a niveis basais de acordo com a dose aplicada e o tempo de exposicéo.
Para uma melhor correlacdo destes indicios com o observado neste trabalho, faz-se
necessario novas avaliacbes com concentracdes intermediarias de nicotina e maior

variacdo nos tempos de exposicao.

O VEGF-A é um importante marcador de progressdo tumoral devido a sua
participagdo na formagéo de novos vasos, bem como na promocéao a proliferagéo e
migracdo das células endoteliais (DVORAK et al., 1995; KO et al., 2015). Neste
estudo, a expressao génica de VEGF-A também foi testada em linhagens SCC-9 e
DOK por tempos variaveis. Foi observado no tempo de 8h uma maior expressao
génica em 1 mM seguido das concentracdes 0,1 e 5 mM para SCC-9. Em relagédo a
linhagem DOK, a expressdo génica também variou mediante a concentracao,
destacando-se a concentracdo de 2,5 mM, com uma expressdo superior em 1,8-

vezes.

Salimi e colaboradores (2012) observaram que em células escamosas orais
humanas (BHY) incubadas com 0,2 mM de nicotina houve um aumentou em 4 vezes
na expressao génica de VEGF-A em comparag¢do com 0 grupo sem exposicdo. Shi e
colaboradores (2012) e Ko e colaboradores (2015), também relataram o aumento da
expressdo de VEGF-A em carcinoma de epitélio escamoso da nasofaringe e em
carcinoma oral de células escamosas, respectivamente, incubadas com baixa

concentracdo de nicotina.

No tempo de 24h, a expressao génica de VEGF-A foi inferior a observada para as
células em hipdxia na linhagem SCC-9, e o0 mesmo padrao foi observado na
linhagem DOK. Diferente do observado nesse estudo, Shi e colaboradores (2012)
observaram a maior expressdo génica e proteica de VEGF-A em carcinoma de
epitélio escamoso diferenciado nasofaringeo na concentragdo de 0,1 mM de nicotina
por 24h, e a comparacao entre esses resultados garantem que as caracteristicas

celulares podem ser quesitos importantes que influenciam a expresséo deste gene.

A expressado da proteina HIF-1a conduz a ativacdo de varios genes de resposta a
jusante a hipoxia, nesse sentido, estabelecer a correlagcéo entre a expresséo de HIF-
la e VEGF-A é essencial para se concluir se a modulacdo da via de hipdxia

promovida por nicotina atua como unica via de promocao para a expressao génica
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de VEGF-A. Observamos na linhagem SCC-9 que a expresséo génica de VEGF-A
segue um padrédo dependente de HIF-1a para todas as concentragdes e tempo de
estudo. Também foi possivel observar a mesma correlagdo na linhagem DOK,

observando desvios apenas nas concentracdes 2,5 mM/8h e 10 mM/24h.

Estudos ja citados neste trabalho como o de Zhang e colaboradores (2007), Ma e
colaboradores (2014) e Daijo e colaboradores (2016), também relataram que HIF-1a
esta diretamente envolvido na expressdo de VEGF-A induzida pela nicotina.
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem que HIF-1a contribui, pelo menos

em parte, para a expressao de VEGF-A sob inducao de nicotina.

A atividade do complexo HIF-1 pode ser controlada por dois mecanismos. O primeiro
realizado pela PHD3, consiste da hidroxilacdo do residuo prolina na HIF-1a, que
resulta na ligacdo da proteina von Hippel-Lindau tumor supressor (VHL) e
consequente ubiquitinacdo e degradacao proteassomal. O segundo, realizado por
FIH, baseia-se na hidroxilacdo de um residuo aspargina que previne a interacédo de
HIF-1a com seu coativador de transcricdo CBP/p300 (RANKIN; GIACCIA, 2008).

Neste trabalho, a expressédo génica de FIH para a linhagem SCC-9 exposta por 8h
nao foram significativas, destacando-se apenas a concentracdo de 1 mM, na qual,
foi observada a mesma expressdo de células expostas a hipdoxia. O mesmo foi
observado na linhagem DOK para o tempo de 8h, destacando-se as concentragcdes
de 0,1 e 2,5 mM. Para o tempo de 24h, destacou-se a concentracao de 0,1 mM para
células SCC-9, sendo apresentado um aumento de 1,9-vezes na expressao do gene

em comparacao as células em hipdxia.

Ndo é descrito na literatura a possivel correlacdo entre nicotina e a expressao
génica de FIH, no entanto, varios estudos tentam estabelecer como se d& a agéo de
FIH em condi¢Bes hipoxicas. Mahon e colaboradores (2001), relataram uma sobre-
expressdo de FIH em células Hep3B de hepatoblastoma humano submetidas a
hipoxia, postulando-se que existe a possibilidade de que a interacdo entre HIF-1a e
FIH n&o seja regulada apenas pela concentragdo de O,. O comparativo entre esta
afirmacao e o observado neste estudo mostrou que nicotina pode estar relacionada

com a baixa expressao génica de FIH de forma tempo-dependente, e para que a
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hip6tese seja confirmada, faz-se necessario mais estudos que envolvam a via de

regulagcéo promovida por FIH mediante a incubag&o com nicotina.

Em relacdo a PHD3, foi observada a baixa expressao génica de PHD3 em todas as
concentracbes quando comparado a células em hipoxia. A baixa expressédo de
PHD3 modulada pela nicotina pode estar ligada ao aumento dos niveis de espécies
reativas de oxigénio (ROS) que estimulam a traducdo de proteinas HIF-1a por meio
da modificacdo na atividade das PHDs (DEWHIRST et al., 2008; GALANIS et al.,
2008). Neste sentido, Daijo e colaboradores (2016) observaram em seus estudos
que a ativacdo de HIF-1a e dos transcritos era dependente de ROS em tecidos
pulmonares de camundongos de forma dose e tempo dependente.

Guo e colaboradores (2012) também descreveram gue a exposicdo a hicotina
estimulou a geracdo de ROS mitocondrial, e este pode imitar os efeitos da hipdxia
por meio da estabilizacdo da proteina HIF-1a. Somados todos os achados, acredita-
se que além dos efeitos fisiopatoldégicos relacionados a nicotina descritos na
literatura, ela atua como inibidora da cadeia respiratoria mitocondrial, 0 que resulta
no aumento da producédo de radicais livres devido ao vazamento de elétrons do

complexo respiratorio (BELL et al., 2005).

Diante do exposto, ndo é possivel estabelecer uma correlagdo entre a exposicao a
nicotina e a expressdo génica de FIH e PHD3, ja que, os genes parecem ser

modulados por mecanismos distintos.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, as analises da viabilidade celular e de expressédo génica de HIF1aq,
VEGF-A, FIH e PHD3 foram efetuadas por meio de MTS e RT-qPCR,

respectivamente, com o intuito de observar o efeito da nicotina sobre a viabilidade

celular e na expressao génicas destes genes. Diante dos resultados, conclui-se que:

A nicotina promove a proliferacéo celular na linhagem SCC-9 de forma dose e
tempo dependente, no entanto, 0s mesmo resultados n&o foram observados
para a linhagem DOK, o que demonstra que possivelmente os diferentes
resultados estejam ligados as caracteristicas celulares das linhagens. Entre
as concentracdes de nicotina, observou-se que as células tém uma drastica
gueda na viabilidade a partir de 20 mM;

Em relacdo a expressao génica, observou-se que nicotina induz a expressao
de HIF-1a em células SCC-9 e DOK de forma dose e tempo dependente, e
gue a expressdo génica de HIF-1a contribui, pelo menos em parte, para a
expressao de VEGF-A sob inducao de nicotina. Também foi possivel concluir
que nicotina tem um alto potencial inibitério na expressao génica dos genes
FIH e PHD3 que regulam a via de hipdxia, e que ambos podem ser regulados
de formas distintas.

A Nicotina tem um papel de regulacdo na via de hipoxia que contribui para
adesdo celular, invasao, migracdo e metastase. Sendo assim, a correlacao
entre o observado neste trabalho com o descrito na literatura sugere que o
hébito tabagista ou a direta exposi¢cdo a nicotina podem estar relacionados
com as possiveis respostas ao tratamento em pacientes com carcinoma
epidermoide de cavidade oral.
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