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RESUMO

O carcinoma epidermoide de cavidade oral (CEC oral) € o tipo mais comum de
neoplasia maligna que acomete a cavidade oral, normalmente conduzido pelo
surgimento de lesGes pré-malignas, como a leucoplasia. O uso de tabaco
compreende um dos maiores fatores de risco para o seguimento de CEC oral. A
nicotina é o maior composto natural presente no tabaco, estudos vem apontando
que sua ligagcdo a Receptores Nicotinico de Acetilcolina (NAChRs) leva a um
aumento da producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e de fatores de
crescimento que se ligam a Receptores Tirosina Quinase (RTK) desencadeando
ativacdo de vias de MAPK’s e fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K/Akt), que culminam
na ativacdo da proteina HIF-1a e expressao de CA-IX, conduzindo a um aumento na
proliferacdo celular, migracdo, metastases e a inibicdo da apoptose de células
tumorais. Com este fim avaliamos a expressao dos genes ERK1/2, PI3K, AKT, HIF-
1a e CA-IX em cultura celular de SCC9 e DOK expostos a diferentes concentracdes
de nicotina e a camara de hipoxia em tempos variados. As analises do efeito das
concentracbes crescentes de nicotina e a exposicdo a camara de hipoxia, nas
linhagens celulares de SCC9 e DOK, na viabilidade celular e na expressdo dos
genes em questdo foram realizados através de técnica de MTS e Real time. Os
resultados apontam maiores expressdes em HIF-1a, PI3K, AKT, ERK1/2 e CA-IX em
SCC9 no tempo de 24 horas, em cultivados em concentracédo de 0,1mM de nicotina,
guando comparado com o controle. Comparando a expressao das concentracdes de
nicotina com células cultivas em camara de hip6xia, nota-se um maior expressao no
tempo de 24 horas em 0,1mM dos genes HIF-1a, PI3K, AKT e ERK1/2, ja CA-IX
ficou com uma expressdo baixo de camara de hipoxia. Os resultados de DOK
demostram que a nicotina causa um pequeno aumento em relagcdo ao controle na
expressdo de HIF-1a em 5mM, AKT em 2,5mM e ERK1 em 0,1mM no tempo de 8
horas, ja para o tempo de 24 horas observou-se um pequeno aumento em ERK2 na
concentracdo de 2mM. Comparado camara de hipoxia com o controle as demais
concentracbes e nicotina, observou-se que apenas em HIF-1a a expresséo foi
menor no tempo de 8 horas, mas em 24 horas essa expressao superou as
expressdes no controle e nas células expostas a nicotina. Conclui-se que a nicotina

€ capaz de modular uma maior expressdao em SCC9 dos genes em questédo do que



em DOK.

Palavras-chaves: Cavidade Oral. Nicotina. PI3K/AKT. ERK1/2. HIF-1a. CAIX.



ABSTRACT

Oral cavity squamous cell carcinoma (oral SCC) is the most common type of
malignancy that affects an oral cavity, usually driven by the pre-malignant lesions,
such as leukoplakia. Smoking is one of the main risk factors for oral SCC. Nicotine is
the major natural compound present in tobacco, studies have pointed out that its
binding to Nicotinic Acetylcholine Receptors (nNAChRs) leads to an increase in the
production of Reactive Oxygen Species (ROS) and of growth factors that bind to
Receptor Tyrosine Kinase (RTK) triggering the activation of MAPKs and
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K / Akt), culminating in the activation of the HIF-1a
protein and CA-IX expression, leading to increased cell proliferation, migration,
metastasis and inhibition of tumor cell apoptosis. For this purpose we evaluated the
expression of genes ERK1 / 2, PI3K, AKT, HIF-1a and CA-IX in cell culture and
SCC9 DOK exposed to different concentrations of nicotine and hypoxia chamber at
various times. The effect of increasing concentrations of nicotine and exposure to
hypoxia chamber in cell lines of DOK and SCC9, cell viability and expression of the
genes in question were performed using the MTS technique and Real Time. The
results showed higher expression of HIF-1a, PI3K, AKT, ERK1 / 2 and CA-IX in
SCC9 at 24 hours in cultivars with 0.1 mM nicotine concentration when compared to
control. Comparing the expression of nicotine concentrations with cultured cells in a
hypoxia chamber, a greater 24 h time expression in 0.1 mM of HIF-1a, PI3K, AKT
and ERK1 / 2 genes was noted, whereas CA-IX was a low expression of hypoxia
chamber. The DOK results show that nicotine causes a small increase over control in
the expression of HIF-1a in 5 mM, AKT in 2.5 mM and ERK1 in 0.1 mM in the time of
8 hours, during the 24 hours observed a small increase in ERK2 at 2 mM
concentration. Compared hypoxia chamber with the control other concentrations and
nicotine, it was observed that only in HIF-1a the expression was lower in the time of 8
hours, but in 24 hours this expression exceeded the expression in the control and in
the nicotine exposed cells. It is concluded that nicotine is able to modulate a higher

expression of genes in question SCC9 than DOK.

Key-words: Oral Cavity. Nicotine. PI3K / AKT. ERK1 / 2. MAPK. HIF-1a. CAIX.
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1. Introducéo

1.1.Carcinoma Epidermoide de Cabeca e Pescoco e Cavidade Oral

O cancer de cabeca e pescoco é um termo que abrange tumores malignos que
acometem o trato aerodigestivo superior, com maior risco de acometimento da
cavidade oral, faringe (compreendida pela orofaringe, nasofaringe, hipofaringe) e
laringe. Dentre os tumores malignos de cabeca e pescoco, o de cavidade oral possui
maior incidéncia, com aproximadamente 500 mil novos casos reportados
anualmente, resultando em 145 mil mortes (WHO, 2014; CHI et. al., 2015). No Brasil,
0 INCA estimou para o ano de 2016, 11.140 novos casos de cancer da cavidade oral
em homens e 4.350 em mulheres, representando, assim, um risco estimado de
11,27 novos casos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres (INCA,
2015).

Entre os relatos de tumores do trato aereodigestivo superior, 90% sao classificados
como carcinoma epidermoide. O carcinoma epidermoide de cabeca e pescocgo
(CECP) (do inglés: head and neck squamous cell carcinoma - HNSCC) é uma
neoplasia maligna que tem sua origem no epitélio de revestimento. Este carcinoma é
0 sexto tipo de cancer mais comum no mundo, com mais 540.000 novos casos
reportados anualmente, resultando em mais de 271.000 mortes. O carcinoma
epidermoide de cavidade oral (CEC oral) € o tipo mais comum de neoplasia maligna
gue acomete a cavidade oral. Pouco mais de 50% dos pacientes com CEC oral
sobrevivem por mais de 5 anos ap6s o diagnéstico (MAJCHRZAK et. al., 2014; CHI,
et. al., 2015; (ABIDULLAH et al., 2014; DONG et al., 2015; MARUR; FORASTIERE,
2016).

O CEC oral normalmente é conduzido pelo surgimento de lesdes pré-malignas,

como a leucoplasia oral. A leucoplasia oral s&o manchas brancas ou placas que nao
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pode ser caracterizada clinicamente ou patologicamente como qualquer outra
doenca, de surgimento comum em labios, lingua, mucosa oral e gengiva com
propensdo de se tornar maligna. No entanto, o mecanismo de transformacao
maligna da leucoplasia oral ainda néo esta claro (ABIDULLAH et al., 2014; DONG et
al., 2015).

Individuos tabagistas tem maior propencao a desenvolver leucoplasia oral do que os
nao tabagistas, devido a repetidas exposicdes de agentes carcinOgénicos presente
no tabaco. A cessac¢ao do habito tabagico leva a uma diminuicdo da leucoplasia até
mesmo seu desaparecimento (HASHIBE et al., 2000; SCHEPMAN et. al., 2001).

O uso de tabaco compreende um dos maiores fatores de risco para o seguimento de
CEC oral. O tabaco possui mais de 7.000 substancias descritas em sua composicao,
dentre elas 60 sdo carcinogénicas, e com isso o risco de um fumante desenvolver
cancer oral é de 7 a 10 vezes maior do que um individuo que nunca fumou (XU et
al., 2007; GRANDO, 2014).

1.2.Nicotina e via progresséao tumoral

A nicotina € o maior composto natural biossintetizado pela planta Nicotiana tabacum
e o principal responsavel pela dependéncia dos usuarios de tabaco. Mesmo né&o
sendo considerado um composto carcinogénico, evidéncias crescentes vém
apontando a participacdo da nicotina no crescimento tumoral, inducdo de metastase,
progressado celular, migracdo, angiogénese e evasao apoptotica das ceélulas
tumorais de céncer de pulméo, cabecga e pescoco, rins e bexiga, sistema gastrico,
pancreas, vesicula biliar, figado e célon (MACHA et al., 2011; GRANDO, 2014).

Estudos realizados com linhagens celulares CNE 1 e 2 (nasofaringe), SCC25
(cavidade oral) e A549 (pulméo), tém demostrado uma relacéo significativa entre a

nicotina e sua ligacdo em receptores nicotinico de acetilcolina (NnAChRs) na ativacao
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de vias de transducgéo de sinais relevantes para a carcinogénese (SHI et al., 2012;
GUO et al., 2012; GEMENETZIDIS et al., 2009).

A ligacdo da nicotina a nAChRs, esta diretamente relacionada ao aumento da
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), que é aproveitado pelas células
para fins de sinalizacdo celular. A producdo de ROS mediante a presenca de
nicotina ainda nédo foi totalmente elucidada, mas acredita-se que a ligacdo da
nicotina a NAChRs gera um actmulo de Ca®" no citoplasma que culmina em um
influxo dos ions para o interior da mitocondria, induzindo a ativacdo de seu
metabolismo. Assim, 0 aumento da concentracdo de Ca®" pode estar diretamente
ligado ao aumento na geracao de ROS (GUO et al., 2012; LI et al., 2013)

O acumulo de ROS no interior da célula demonstraram capacidade de ativar
receptores tirosina quinase (RTK), sem a presenca de seus ligantes
correspondentes, levando a ativagao da via de ERK1/2 e de PI3K/AKT (ZHANG et
al., 2016).

Além de gerar ROS, a ligacdo da nicotina com nAChRs induz a producéo de fatores
de crescimento, neurotransmissores e fatores angiogénicos, que se ligam a RTK,
ativando vias ERK1/2 e de PI3K/AKT, conduzindo assim a um aumento na
proliferacdo celular, migracdo, metastases e a inibicdo da apoptose de células
tumorais (SCHAAL; CHELLAPPAN, 2014).

O estimulo de receptores presentes na membrana celular pela nicotina, inducéo de
fatores de crescimento, citocinas e geracdo de ROS, demonstram ter um papel
fundamental na ativacdo de HIF-1a em condigbes de ndo hipoxia, através da
ativacdo de vias mitdgenas e anti-apoptéticas (ZHANG et al., 2007; JUNG et al.,
2008).
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1.2.1. MAPK’s

As MAPK’s sdo uma familia de Serina/Treonina quinases, que atuam na regulacéo
dos processos fisioldégicos das células (figura 1). Sabe-se que aberracdes na
sinalizacdo de ERK1/2 geram diversas doencas, incluindo muitos tipos de cancer
(CAGNOL & CHAMBARD, 2010). Estas enzimas sdo ativadas por meio de uma
cascata de fosforilagdo sequencial que amplifica a transducdo de sinais da
membrana celular para o ndcleo. A ativacdo das ERK1/2 tem inicio com a
estimulacdo e fosforilagdo de receptores tirosina quinase (RTK). A fosforilacdo em
tirosina do RTK permite a ligacdo de proteinas de adaptacdo, que apresentam em
sua sequéncia aminoacidos especificos de interacfes proteina-proteina (SANG et.
al., 2003).

Apos RTK ser ativado, a proteina adaptacdo Shc liga-se a uma fosfotirosina
especifica do receptor por meio do dominio PTB. A associacdo de Shc com o
receptor leva a fosforilagdo em tirosina de Shc pelo préprio RTK ou por outra
quinase intracelular, como Src. Essa fosforilagdo permite a ligacao de outra proteina
de adaptacdo a Grb2. Essas associacfes levam a um aumento na quantidade de
Grb2 integradas ao receptor. Como o fator de troca de nucleotideo guanina Sos (son
of sevenless) liga-se constitutivamente Grb2; a ligacdo de Grb2 com o RTK também
recruta Sos. A ligacdo de Sos ao RTK leva a uma troca de Ras-GDP por GTP na
membrana plasmética. Ras-GTP interage com Raf-1, ligando-se ao dominio
regulador N-terminal da quinase. Ras-GTP dirige Raf-1 para a membrana plasmatica
onde é ativada por fosforilagdo em tirosina em Tyr-340 e Tyr-341 pela quinase Src
(RAMOS & BIOLOGY, 2008).

A partir da ativagéo de Raf-1, ela pode fosforilar MEK 1/2. MEK 1/2 fosforiladas, irdo
funcionar como uma serina/treonina quinase de dupla especificidade, como ERK 1/2
possui uma sequéncia Thr-Glu-Tyr na alca de ativacdo do dominio catalitico da
quinase, ela sera fosforilada por MEK 1/2. ERK 1/2 ativada rapidamente transloca-se
para o nucleo, onde é funcionalmente sequestrada e regula a atividade de proteinas

nucleares, incluindo fatores de transcricdo (WIDMANN et al., 1999). Estudos
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mostraram que as ERK1/2 estdo envolvidas na regulagdo da sintese de HIF-1a e
também na sua ativacao transcricional, pois as ERK’s realizam a fosforilagdo do co-
activador CBP/ 300, aumenta a afinidade do complexo HIF-1/p300, estimulando sua
ativacao transcricional (MAGGIONI et al., 2011).

Compelxo HIF

Citoplasma

Nucleo WL

Figura 1. Representagdo esquemdtica da ativacdo da via de ERK1/2 através da estimula¢do de
receptrores tirosina quinase (RTK).

1.2.2. PISK

As PI3Ks sdo uma familia de quinases lipidicas intracelulares que fosforilam o grupo
3'-hidroxila de fosfatidilinositéis e fosfoinositidos. A via PI3K/AKT é compreendida
por uma cascata de serina/treonina quinases que acaba regulando varios processos
celulares como a progressdo do ciclo celular, sobrevivéncia celular, migracdo e
sintese de proteinas. Estudos vém revelando que alteragfes na regulagédo essa via
esta associada a promocao da tumorigénese e angiogénese em diversas neoplasias
(HEEG et al., 2011; SINGH; PILLAI; CHELLAPPAN, 2011; SCHAAL; CHELLAPPAN,
2014).
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A ativacdo de PI3K/AKT € realizada também por RTK (figura 2). Assim que o
receptor é ativado sua porcao intracelular é fosforilada sendo utilizada como sitio de
ancoragem para PI3K. Apos a ancoragem PI3K é fosforilada e converte PIP2
(fosfatidilinositol-4, 5-bifosfato) em PIP3 (fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato). Apds a
formacao de PIP3 h& o recrutamento de PDK1 que contém um dominio PH que se
liga a PIP3 desencadeando a ativacdo de PDK1, que ira fosforilar AKT em T308
ativando sua atividade serina/treonina quinase. Uma vez fosforilada em T308, a
ativacdo final de AKT ocorre por PDK2 (o complexo rictor/mTOR ou DNA-PK)
através da fosforilacdo em S473.

A total ativacdo de AKT estimula a progressédo do ciclo celular, a sobrevivéncia, o
metabolismo e a migracao através da fosforilacdo de muitos substratos fisiol6gicos.
O gene supressor tumoral PTEN (fosfatase e tensina homologa) é responsavel por
desfosforilar PIP2 e PIP3, mas com a perda ou até mesmo com a diminui¢édo de sua
expressao ocorre um estimulo da atividade de PI3K, levando a ativacédo elevada de
AKT. Evidéncias demostram que ROS é capaz de inativar PTEN, por ser capaz de
promover a fosforilacdo de PTEN, o que leva a entrar na via de degradacao
proteossomal (FRESNO VARA et al., 2004; CARNERO et al., 2008, (ZHANG et al.,
2016).
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Figura 2. Representacdo esquematica da ativacdo da via de PI3K/AKT através da estimulagéo de
receptrores tirosina quinase (RTK).
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1.2.3. HIF e CA-IX

Mudancas ocorridas no microambiente de células tumorais, como hipéxia e acidose
celular, podem induzir a sinalizacdo entre o estroma e as células neoplasicas, o0 que
leva a uma mudanca nas caracteristicas fenotipicas destas células e desencadeia
um comportamento de proliferacdo anormal, diminuicdo da adesdo, migracao
celular, invasao, resisténcia e angiogénese, devido a ativacdo do complexo HIF-1
(figura 3) (TEPPO et. al., 2013; PASTOREKOVA et. al., 2008).

O complexo HIF-1 é um fator de transcricdo que ativa a expressao de diversos
genes envolvidos em varios aspectos de processos celular e fisiologicos. Esse

complexo € composto por uma subunidade - alpha e uma subunidade — beta. Em
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condigbes de normoxia, a HIF1a € normalmente sintetizada, porém rapidamente
degradada apos sofrer modificacdo pés-traducional pelas prolil hidroxilases (PHDSs).
Uma dessas modificacdes € a hidroxilacdo da prolina, o que resulta na ligacdo do
complexo von Hippel-Lindau (VHL) a proteina HIF1a, e esta sera levada a

ubiquitinacao e, posteriormente, a degradacao proteossomal.

A atividade da HIF1a é também controlada por meio da hidroxilacdo de um residuo
de asparagina pelo fator inibidor de HIF (FIH), que previne a interagao de HIF1a com
seu coativador de transcricdo p300/CBP. Tanto a PHD3 como a FIH requerem
oxigénio e a-cetoglutarato como substratos, além de ferro e ascorbato como
cofatores das reagdes. Sob condigdes de hipdxia, a subunidade HIF1a € estabilizada
e transloucada do citoplasma para o nucleo, onde dimeriza com a subunidade
HIF1B, formando o complexo HIF-1, transcricionalmente ativo, que se associa com
coativadores transcricionais e promove a expressdo de mais de 100 genes, que
estdo relacionados a progresséo tumoral (SEMENZA, 2007).

Assim que o complexo HIF-1 é ativado, as células entram no ciclo de producéo de
energia anaerdbico, no qual a glicose é degradada até lactato. Para que isso ocorra,
HIF induz a ativacdo de duas formas da enzima de lactatos desidrogenases (LDH-A
e LDH-5), que ir4 converter o piruvato em lactato, além disso, ela ativa a piruvato
desidrogenase quinase 1 que ir4 impedir que o priruvato entre no ciclo de Krebs
(CHICHE et. al., 2009).

A quebra da glicose em lactato leva a formagdo de metabolitos secundarios como
CO; e protons, causando uma acidificacdo do meio intracelular. O meio intracelular
acido é incompativel com o crescimento celular e sobrevivéncia, assim para manter
o pH deste meio neutro, tanto o lactato como os prétons serdo transportados para o
meio extracelular, através de transportadores Monocarboxilato (MCT4) e canais de
Na+/H+ (NHE1), o que contribui com a acidificagdo do microambiente extracelular,
tornando o meio intracelular mais basico (CHICHE et. al., 2009).

O CO; presente no meio intracelular passa por difusdo para o meio extracelular e
também contribui com a acidificagcdo deste. No meio extracelular o CO, ira sofrer
uma reacao reversivel de hidratacdo para formacao de bicarbonato (HCO3-), reacao
esta catalisada pela anidrase carbdnica (CA-1X) (PASTOREKOVA et. al., 2008).
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O bicarbonato é transportado para o interior da célula, por meio do transportador BT,
onde se une a prétons intracelulares, produzindo H,O e CO,, ajudando ainda mais a
desacidificacdo do meio intracelular. Novamente, o CO, passara por difusdo para o
meio extracelular, a agua por aguaporinas presente na membrana celular onde
sofrerdo nova reacdo de hidratagcdo para formar bicarbonato, liberando proétons
capturados no meio intracelular, acidificando ainda mais o meio extracelular
(PASTOREKOVA et. al., 2008).

Desta forma, com a expressdo dos reguladores de pH, tais como: transportadores
de membrana, bombas e isoenzimas (Anidrases Carbbnicas), o ambiente
intracelular é preservado neutro, mas produzindo uma acidose no meio extracelular
tipica de ambientes tumorais, contribuindo para sua progressédo. Nos ultimos anos,
HIF-1la e CA-IX vem sendo alvo de varios estudos, pois demostraram
ser promissores marcadores de diagnostico, progndstico e alvo terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos (STOLZE et al., 2006; RANKIN & GIACCIA,
2008; PASTOREKOVA et. al., 2008; VAN DEN BEUCKEN et. al., 2009; TEPPO et.
al., 2013; WARD et al., 2013).

Na D—QCO)O -

pHe -~ 68
- NE CA IX

GLYCOLYSIS

pyruvate

Figura 3. Processos envolvidos na via de transcricdo HIF-1 para a regulacdo do pH em células
tumorais. Fonte: PASTOREKOVA et. al., 2008.
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Estudos sobre a acdo da nicotina na ativacdo das vias de PI3K/AKT e ERK1/2, que
culminam na ativacédo de HIF-1a sdo de suma importancia, para que aja um melhor
entendimento da acdo da nicotina em células tumorais, ajudando assim no
desenvolvimento de novos farmacos e protocolos especificos para pessoas

tabagistas, resultando em uma melhor resposta ao tratamento.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Analisar a expressédo dos genes ERK1/2, PI3K, AKT, HIF-1a e CA-IX em cultura
celular de SCC9 e DOK expostos a diferentes concentracdes de nicotina e a camara

de hipdxia em tempos variados.

2.2.0bjetivos Especificos

e Realizar ensaio de viabilidade celular das linhagens SCC9 e DOK em meio
contendo nicotina em diferentes tempos e concentraces através de ensaio
de MTS para determinar as melhores concentracdes e tempos;

e Cultivar SCC9 e DOK em meios contendo nicotina nas concentracdes
determinadas;

e Submeter as linhagens celulares SCC9 e DOK a camara de hipdxia em
tempos variados

e Avaliar a expressao dos genes ERK1/2, PI3K, AKT, HIF-1a e CA-IX em SCC9
e DOK expostas a nicotina e hipéxia em diferentes tempos através da técnica

de PCR em tempo real.
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3. Metodologia

3.1.Cultura celular

As Linhagens celulares SCC9 (Derivada de Carcinoma Epidermoide de lingua) e
DOK (Derivada de Queratinécitos Displasicos Orais de lingua) utilizadas no
experimento foram doadas pelo Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes, da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Séao Paulo (FO-USP), e foram cultivadas em
parceria com o Laboratério de Biologia de Células Tronco (LABITRON) da FO-USP.
O experimento com hipdxia foi realizado em parceria com o Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto do Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP-FMUSP).

As células de SCC9 foram cultivadas em meio de cultura contendo 220mL DMEM
(Sigma-Aldrich), 220mL de meio Ham-F12 (Gibco), suplementado com 50mL de soro
bovino fetal, 5mL de antimicotico/antibiético e 4mL de hidrocortizona (50ng/mL). A
células de DOK foram cultivas em meio de cultura contendo 440mL de DMEN
(Sigma-Aldrich), suplementada com 50mL de soro bovino fetal, 5 ml de
antimicotico/antibiético e 5ml de hidrocortisona (5ng/mL). Os dois cultivos celulares
foram mantidas em estufa de atmosfera imida a 37°C e 5% de CO,. O crescimento
celular foi monitorado com auxilio de microscopio invertido, sendo o meio trocado a
cada 2 dias. Quando as células atingiram 80% de confluéncia, o meio foi totalmente
aspirado e as células lavadas com 10 ml de PBS 1x estéril, e dispostas com 5ml de
tripsina a 0,05% durante 5 minutos em estufa a 37°C até o desprendimento do
frasco. Apds o tempo decorrido foi adicionado 5mL de meio de cultivo em cada
frasco com intuito de inativar a tripsina. As células em suspenséao foram transferidas
para um tubo tipo Falcon, e centrifugadas a temperatura ambiente a 1000xg por 4
minutos; em seguida o sobrenadante foi aspirado e adicionado 3mL de meio de
cultura especifico de cada célula. As células foram ressuspendidas e distribuidas em

placas de Petri (P100) a uma concentracdo de 1x10° células/placa, em seguida e
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foram mantidas novamente em estufa com as mesmas condi¢cbes anteriores até
atingirem a confluéncia de 80%. Apdés atingirem a confluéncia ideal os meios foram
trocados e adicionados a cada placa meios contendo nicotina (Nicotine =99% -
Sigma-Aldrich) nas concentra¢des de 0,1mM, 1mM, 2,5mM, 5mM e 10mM, sendo
separadas em grupos de 8 e 24 horas de exposicdo. As células que foram
submetidas a camara de hipdxia ndo receberam tratamento com nicotina, e foram
expostas a uma atmosfera de 94% nitrogénio, 5% CO2 e 1% de oxigénio em estufa

de cultura a 37°C, separado em grupos de 8 e 24 horas.

3.2 Ensaio de Viabilidade Celular

Para a andlise de viabilidade celular as células foram cultivadas em placa de 96
pocos expostas a diferentes concentracdes de nicotina (Nicotine 299% - Sigma), O
mM, 0,1 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM,10 mM, 20 mM, 30 mM, por tempos variados de
8 e 24h. Decorrido o tempo de exposicao, a viabilidade celular foi analisada por meio
do método colorimétrico baseado na biorreducdo do composto tetrazélio [3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazdlio], com sal
interno (MTS) (Promega #G3580).

A absorbancia foi lida em leitor de microplacas ELx800™ (Bio-Tek Instruments,
Winooski) no comprimento de onda de 490 nm usando como grupo controle células

nao expostas a nicotina.
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3.3 Extracdo de RNA e analise da integridade

A extracdo de RNA das células cultivadas foi realizada com Trizol® (Invitrogen™)

seguindo protocolo do fabricante.

Para a extracdo de RNA das culturas celulares, o meio de cultura foi totalmente
aspirado das placas e estas foram incubadas com 1,5 ml de Trizol® (Invitrogen™)

por 5 minutos.

ApoOs a lise celular, as células foram coletadas e transferidas para tubos de
microcentrifuga de polipropileno livres de RNase e DNase, adicionando-se a cada
amostra 300uL 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
novos tubos de microcentrifuga. Foi adicionado 750uL de alcool isopropilico, e os
mesmos foram centrifugados a 10.200 rpm durante 10 min a 4°C. Descartou-se 0
sobrenadante, e foi adicionado 1 ml de alcool 75% gelado. Os tubos foram
centrifugados a 8.400 rpm durante 5 min. O alcool foi descartado e o RNA foi

ressuspendido em 20uL de agua livre de DNase e RNase.

O RNA extraido foi avaliado quanto a sua qualidade (260 e 280 nm) e concentracao
em aparelho NanoDrop™ 2000/2000c. Para andlise da integridade do RNA
ribossomal 18S e 28S, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de

agarose 0,8% corado com brometo de etidio.

3.4 Tratamento e Sintese de cDNA

As amostras foram previamente tratadas com DNase | (Invitrogen™), em seguida
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foram utilizadas para sintese de cDNA. A sintese foi realizada a partir de 1ug de
RNA utilizando Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription with RNase Inhibitor

(Life Technologies™), seguindo protocolo proposto pelo fabricante.

3.5 PCR em tempo real

A PCR em tempo real foi realizado utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Life
Technologies™), com um volume final de 10uL para cada reacdo. Os Primers
utilizados na reagédo encontram-se na Tabela 1. As reagOes de amplificacdo foram
realizadas em triplicadas no termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). Os niveis de transcritos foram normalizados em relacdo ao controle
endoégeno B2M (Beta-2-Microglobulina), sendo em seguida corrigidos em relacéo ao
grupo controle (OmM) de acordo com o método 224! (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 1. Sequéncia dos primer qPCR.

GENE Primer Pares de Base

F:AGATCCTCAAGAAGGAAGTC
AKT1 120
R:TCTGGAAAGAGTACTTCAGG

F:GCTTTCTGTCTCCTCTAAAC
PISKCA 75
R:CAGAGGACATAATTCGACAC

F:CGAAACTACCTACAGTCTCT
ERK1 113
R:GGGTTAAAGGTTAACATCCG

F:TACAGGGCTCCAGAAATTA
ERK2 71
R:CAGCCTACAGACCAAATATC

i F:TTCAAGCAGTAGGAATTGGAAC e
-la
R: CGTTTCCAAGAAAGTGATGTAGTAG

CALIX F: GACATCCTAGCCCTGGTTTT 24
R: CCTTTGGTTCCCCTTCTGTG

. F:ACTTTGTCACAGCCCAAGAT -
RCCAAATGCGGCATCTTCAAA
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3.6 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad® v.7.00 (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, USA). As diferengas entre o grupo controle e
tratados foram avaliadas utilizando a analise de variancia one-way (Teste Tukey) e
para ensaio de viabilidade (MTS) analise de variancia one-way (Dunnett’s) . Para

admitir diferencas estatisticamente significativas foi considerado P<0,05.
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4. Resultados

4.1.Viabilidade celular

Para determinacao das concentracdes ideais de estudo, foram realizados ensaios de
MTS para verificagdo da viabilidade celular de SCC9 e DOK submetidas a
concentracdes crescentes de nicotina (0,2mM, 1mM, 2,5mM, 5mM, 10mM, 20mM e

30mM) em tempos de exposicao de 8 e 24 horas (figura 4).

Os resultados obtidos de SCC9/8horas (figura 4A), demostraram uma diferenca
significativa na viabilidade celular nas concentragbes de 1mM, 2,5mM e 30mM,;
qgquando comparado ao controle. Sob a concentracdo de 1mM e 2,5mM foram
observados o aumento da viabilidade celular em 87% e 96%, respectivamente.
Enquanto na concentragdo de 30mM foi observado diminuicdo de 94% na
viabilidade celular.

Diferenca significativa em relacdo ao controle foi observada para as concentracdes
de 20mM e 30 mM em SCC9/24horas (Figura 4 B). Em concentracdo de 20mM
ocorreu reducdo de 68% da viabilidade; ao passo que n&o houve deteccdo de

viabilidade celular em 30mM.

N&o foi encontrada diferenca significativa na viabilidade celular de DOK/8horas
(figura 4C) nas concentracfes crescentes de nicotina em relacdo ao controle. Ja em
DOK/24horas (figura 4D) houve diferencas significativas entre o controle e as
concentracdes de 2,5mM, 20mm e 30mM. Reducao de 68% na viabilidade celular foi
observada para a concentracdo de 2,5mM, contudo nas concentragcbes de 20mM e

30mM né&o houve detecc¢édo da viabilidade celular.

Analisando o0s resultados obtidos, percebe-se que as células expostas as

concentracbes de 0,1 a 10mM possuem uma maior viabilidade celular quando
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comparada com as concentracbes de 20Mm e 30mM. Mediante a isso, foram
selecionadas para estudo de expressdo génica as concentracdes de 0,1 & 10mM.

A SCC9 Cell - 8h B Scc9 Cell - 24h
300+ 150-
5 T "
S 200 S 100 'I'
[}] 1]
o o
(] [}
: ' : I
S 100- 3 504
S s
s * S
04 i - 0-
> & @“‘ @“‘ &“‘ & & &“ @“ &“‘
c‘,o“ Q- Qo“ Q
[Nicotina] [Nicotina]
c DOK Cell - 8h D DOK Cell - 24h
300+ 200+
ks 5 1504
S 200- 5
3 3
pe pe 100-
S 100+ S T
3 T 5 907 T
) ]
> -|- >
0- 0- r
\3‘ é‘ N é é‘ NI
6‘ é‘ \ 6‘ Q,Q 6‘ 6‘ \06‘ '196‘
o° o
[Nicotina] [Nicotina]

Figura 4. Viabilidade celular de SCC9 e DOK. (A)SCC9 expostas a diferentes concentragdes de
nicotina, nos tempos de 8 e (B) 24 horas através do teste de MTS. (C) DOK expostas a diferentes
concentracdes de nicotina, nos tempos de 8 e (D) 24 horas através do teste de MTS *p < 0,05
comparado com o controle. ** ndo apresentaram viabilidade celular quando comparado ao controle.
Os dados sao representativos de trés experimentos independentes, e as rea¢Bes foram preparadas
em triplicatas, sendo os valores expressos como média = desvio padrao.



35

4.2 Efeito da nicotina na expressao do gene HIF-1a em SCC9 e DOK.

4.2.1. SCC9

Conforme a figura 5A, os niveis de expressao do gene HIF-1a em SCC9/8horas em

crescentes concentracfes de nicotina e exposicdo a camara de hipdxia; foram

significativamente menores que a expressao observada no controle.

Observou-se que a expressao de HIF-1a em SCC9/8horas foi significativamente
maior nas concentragdes crescentes de nicotina quando comparado com camara de
hipoxia (figura 5A). Encontrando-se nas concentragdes de 0,1mM, 1mM, 2,5mM e

5mM um aumento na expressao de 2,5; 2,4; 2,4 e 1,8 vezes, respectivamente.

Com relacao ao tempo de 24 horas (Figura 5B), foi observada uma maior expressao
de HIF-1a em cémara de hipdxia (2,2 vezes), e nas concentragbes de 0,1mM (11
vezes) e 2,5mM (1,4 vezes), em relagdo ao controle. No entanto, em 10mM foi

observado expressao 1,5 vezes menor que o controle.

Comparando camara de hipoxia 24 horas (figura 5B) as demais concentracdes,
observou-se uma diferenca significativa em todas as concentracbes. Na
concentracédo de 0,1mM observou-se expressao 5 vezes maior que a da camara de
hipéxia. Nas demais concentracfes as expressdes foram menores em relacdo a

camara de hipoxia.
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Figura 5. Expresséo de HIF-1a em SCC9. A) Expresséo relativa de HIF-1a em SCC9 apés 8 horas
de exposicdo a camara de hipdxia e a concentracdes crescentes de nicotina. * Diferem do controle
(p<0,0001). # Diferem da camara de hipoxia (p<0,0001). ## Diferem da camara de hipdxia
(p=0,0001). B) Expresséo relativa de HIF-1a SCC9 apds 24 horas de exposi¢cdo a camara de hipdxia
e a concentracdes crescentes de nicotina. * Diferem do controle (p<0,0001). # Diferem da camara de
hipéxia (p<0,0001).

4.2.2. DOK

Os niveis de expressao do gene HIF-1a em DOK, quando exposta a concentracdes
crescentes de nicotina e camara de hipdxia em um periodo de 8 horas (figura 6A),
foi menor em camara de hipdxia (1,5 vezes), 1mM (1,3 vezes), 2,5mM ( 1,1 vezes) e
10mM (1,2 vezes) em relacao ao controle. No entanto foi observado que em 5mM a

expresséo foi 1,2 vezes maior que o controle.

Quando comparado a expressdo em camara de hipéxia em 8 horas (figura 6A) com
as demais concentracbes de nicotina, observou-se uma maior expressdo nas
concentracbes de 0,1mM (1,54 vezes), 1mM (1,2 vezes), 2,5mM (1,4 vezes), 5mM
(1,8 vezes) e 10mM (1,3 vezes).
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Para os niveis de expressdo génica de HIF-1a em DOK no periodo de 24 horas
(figura 6B), houve uma menor expressédo nas concentracdes de 0,1mM (1,7 vezes),
2,5mM (2,11 vezes), 5mM (2,33 vezes) e 10mM (3,57 vezes) quando comparado ao

controle.

A expressdo em camara de hipéxia no tempo de 24 horas (figura 6B), foi
aproximadamente 4 vezes maior que o controle em relagdo a HIF-1a. Com relacdo a
expressdo nas concentracfes de nicotina, observou-se uma menor expressao de

HIF-1a em todas as concentracdes em relacdo a camara de hipoxia.

A DOK - 8h B DOK - 24h

= 1.5 —~ 5+

[ =
<3 # <3 *
[ w
e 4 - T 24 T

o ol (%)
: g # I
T " = TN
T o —_ -y
X5 €5 2-
o - [*]
g Be 8
2w 2% 14 #
a E a E . * Kk Kk **** *
a2 a2 - -

Z 0.0 . . - < o- - -—

06”‘ ~i>° \'5‘ \’b‘ \0‘ \0‘ \0‘ 0° ‘6& \'b‘ \'b‘ \4‘ \0
L EFEEEE Q\\Qé‘é‘é‘\\é‘\\&
< <
NN NN
&£ &
® (.

Figura 6. Expressao de HIF-1a em DOK. A) Expressao relativa de HIF-1a em DOK apds 8 horas de
exposicdo a camara de hipéxia e a concentracfes crescentes de nicotina * Difere do controle
(p<0,0001). ** leere do controle (p<0,0005). *** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de
hipoxia (p<0, 0001) Difere da camara de hipéxia (p<0,05). B) Expresséo relativa de HIF-1a DOK
apos 24 horas de exposi¢cdo a camara de hipoxia e a concentracdes crescentes de nicotina. * Difere
do controle (p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,0005). *** Difere do controle (p<0,001). **** Difere
do controle (p<0,05).
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4.3.Efeito da nicotina na expressao dos genes PI3K e AKT.

4.3.1. SCC9

A expressédo génica de PI3K em SCC9/8horas (figura 7A), foi significativamente
menor em camara de hipdxia (1,5 vezes), e nas concentracdes de nicotina de
0,1mM (1,6 vezes), 1mM (1,2 vezes), 2,5mM (1,8 vezes), 5mM (1,5 vezes) e 10mM

(5,2 vezes) em relacéo a expressao do controle.

Com relacéo a expressédo de PI3K, quando comparado camara de hipdxia as demais
concentracbes de nicotina no periodo de 8 horas (figura 7A), observou-se
expressodes significativas nas concentracées de 1mM, 2,5mM e 10mM. Em 1mM a
expressao foi aproximadamente 1,3 vezes maior. Ja para 2,5mM e 10mM observou-
se uma expressdo 1,2 vezes e 3,4 vezes menor em comparagcdo a camara de

hipoxia.

A expressao de PI3K em SCC9/24 horas (figura 7B), foi significativamente maior que
o controle em camara de hipéxia, 0,ImM, 2,5mM e 5mM, com respectivas

expressdes aumentadas em 12 vezes, 37 vezes, 4 vezes e 2,4 vezes.

Em relacdo a comparacao entre a expressao proveniente da camara de hipoxia e as
concentracfes de nicotina no tempo de 24 horas (figura 7B), foi observado uma
expressdo 3 vezes maior em 0,1mM. A expressdo foi 6 vezes menor nas
concentragbes de 1mM e 5mM . J& na concentracdo de 2,5mM e 10 mM a
expresséo foi, respectivamente, 3 e 12 vezes menor em relagdo a camara de

hipoéxia.
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Figura 7. Expressao de PIBKCA em SCC9. A) Expresséo relativa de PI3K em SCC9 apéds 8 horas
de exposu;ao a camara de hipdxia e a concentrac;oes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0, 0001) Difere da camara de hipéxia (p<0, 0001) * Difere da camara de hipéxia (p<0,0005). B)
Expressédo relativa de PI3K em SCC9 ap6s 24 horas de exposicdo a camara de hipoxia e a
concentracdes crescentes de nicotina. * Difere do controle (p<0,0001). ** Difere do controle
(p<0,0005). *** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de hipéxia (p<0,0001).

O efeito da camara de hipoxia e da nicotina nas diferentes concentracdes, sob a
expressdo do gene AKT em SCC9/8horas (figura 8A) em relacdo ao controle,
mostrou-se significativamente menor. No entanto quando a comparacéo é feita entre
camara de hipoxia e as demais concentracdes, foi observado expressao
significativamente maior em 0,1mM (1,3 vezes), 1mM (1,8 vezes), 2,5mM (1,2 vezes)
e em 5mM (1,4 vezes) e menor em 10mM (1,8 vezes), em relacdo a camara de

hipodxia.

A figura 8B representa e expressdao de AKT em SCC9 no tempo de 24 horas.
Observou-se expressao significativamente maior em relagéo ao controle em camara
de hipoéxia (1,4 vezes), 0,1mM (5,4 vezes), 1ImM(1,2 vezes), 2,5mM (2 vezes) e 5mM

(1,1 vezes).

Quando comparado a expressdo em camara de hipdxia com as concentragfes de
nicotina, foi observado uma expressao 3,8 vezes maior na concentracao de 0,1mM e

de 1,2 vezes em 2,5mM.
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Figura 8. Expressdo de AKT1 em SCC9. A) Expressao relativa de AKT em SCC9 ap6s 8 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentracBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). * Difere de camara de hipéxia (p<0,0001). * Difere da camara de hipéxia (p<0,005). **
Difere da cAmara de hipdxia (p<0,05). B) Expressao relativa de AKT em SCC9 apéds 24 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentracBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). * Difere da
camara de hipéxia (p<0,001).

4.3.2. DOK

Para DOK, os niveis de expressao de PI3K em 8 e 24 horas (figura 9A e B), foram 2
e 12 vezes maior em camara de hipdéxia com relacdo ao controle. Comparando
camara de hipéxia com as concentracdes de nicotina no tempo de 8 e 24 horas, as

expressdes foram em média 2 a 20 vezes menor.
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Figura 9.Expressao de PIBKCA em DOK. A) Expressao relativa de PI3K em DOK apés 8 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentracBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). * Difere da camara de hipéxia (p<0,0001). B) Expresséo relativa de PI3K em DOK apds
24 horas de exposicdo a cAmara de hipdxia e a concentra¢des crescentes de nicotina. * Difere do
controle (p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de hipéxia (p<0,0001).

A expressao de AKT no tempo de 8 horas (figura 10A), foi significativamente maior
em camara de hipéxia (5 vezes) e 2,5mM (2 vezes) em relacdo ao controle. No
entanto quando comparamos camara de hipoxia com as demais concentracdes de
nicotina, observou-se uma expressao média 5 vezes menor nas concentracdes de
nicotina.

No tempo de 24 horas (figura 10B), apenas camara de hipdxia apresentou
expressado alterada, sendo essa 22 vezes maior que a apresentada pelo controle.
Observou-se uma expressao media 33 vezes menor nas concentra¢gées de nicotina

em relacdo a camara de hipoxia.
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Figura 10. Expressdo de AKT1 em DOK. A) Expresséo relativa de AKT em DOK apés 8 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentracBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). B) Expresséo
relativa de AKT em DOK apés 24 horas de exposicdo a cdmara de hipdxia e a concentracdes
crescentes de nicotina. * Difere do controle (p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,001). * Difere da
camara de hipéxia (p<0,0001).

4.4.Efeito da nicotina na expressao dos genes ERK1/2.

4.4.1. SCC9

Os efeitos dos tratamentos na expressao de ERK1 em SCC9 no tempo de 8 horas
(figura 11A) foram significativamente menores que o controle, o0 mesmo pode ser

observado quando comparado camara de hipoxia com as concentragdes de nicotina.

No tempo de 24 horas (figura 1B), ocorreu aumento na expressdo de camara de

hipéxia em 35 vezes, aumento na expressdo em 0,1mM de 50 vezes e na
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concentracéo de 2,5mM o aumento foi de 4 vezes, quando comparado a expressao
do controle. Com relagédo a expressédo de camara de hipoxia com as concentracdes
de nicotina, a expressao foi 1,5 vezes maior em 0,1mM. Nas concentracdes de 1mM,
2,5mM, 5mM e 10mM, a expressao foi 14, 9, 20 e 58 vezes menor em relacéo a

camara de hipodxia.
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Figura 11. Expresséo de ERK1 em SCC9. Figura 11. A) Expresséo relativa de ERK1 em SCC9 apos
8 horas de exposi¢cdo a camara de hipdxia e a concentragoes crescentes de nicotina. * Difere do
controle (p<0,0001). ** Difere do controle (p<0, 001) Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). B)
Expressdo relativa de ERK1 em SCC9 apods 24 horas de exposicdo a camara de hipdxia e a
concentragoes crescentes de nicotina. * Difere do controle (p<0,0001). ** Difere do controle
(p<0, 001) Difere da camara de hipdxia (p<0,0001).

Em relacdo a expressdo do gene ERK2 em SCC9/8horas (figura 12A), todos os
tratamentos foram significativamente menor que o controle. Em relacdo a camara de
hipoxia com as demais concentracfes de nicotina, apenas 1mM apresentou uma

expressao de 1,3 vezes maior que o de camara de hipoxia.

No tempo de 24 horas (figural2B) observou expressao significativamente maior em

camara de hipoxia (5 vezes) e 0,1mM (13 vezes) em relagéo ao controle.
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A comparacao entre a expressao da camara de hipoxia com as concentracdes de
nicotina, mostrou que em 0,1mM ocorreu expressdo 3 vezes maior. Para as demais
concentracfes de 1mM, 2,5mM, 5mM e 10mM, a expressao ficou em média 3 vezes

menor que camara de hipoxia.
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Figura 12. Expressdo de ERK2 em SCC9. A) Expresséo relativa de ERK2 em SCC9 apés 8 horas
de exposu;ao a camara de hipéxia e a concentracdes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0, 0001) Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). B) Expresséo relativa de ERK2 em SCC9 apos
24 horas de exposicao a camara de hipdxia e a concentracdes crescentes de nicotina. * Difere do
controle (p<0,0001). * Difere da camara de hipéxia (p<0,0001).

4.4.2. DOK

A expressdo relativa do gene ERK1 em DOK/8horas (figural3A), foi
significativamente maior em camara de hipoxia (1,7 vezes) e 0,1mM (1,3 vezes)
quando comparado ao controle. No entanto, a comparacéo entre cadmara de hipoxia
e concentragfes de nicotina, mostrou que a expressdo em camara de hipoxia é

significativamente maior que as concentracdes de nicotina
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No tempo de 24 horas (figura 13B) camara de hipOxia apresentou expressdo 17
vezes maior em relagéo ao controle. Foi observado menor expressao de ERK1 nas
concentracfes de nicotina de 5mM (2 vezes) e 10mM (6 vezes) em relacdo ao

controle.

Quando comparado a expressao de camara de hipéxia com as concentracdes de

nicotina, observou-se expressdo média menor (23 vezes) nas concentracdes de

nicotina
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Figura 13. Expressdo de ERK1 em DOK. A) Expresséo relativa de ERK1 em DOK apds 8 horas de

A

exposicdo a camara de hipoxia e a concentragfes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0005). **
Difere da camara de hipoxia (p<0,001). B) Expresséao relativa de ERK1 em DOK apds 24 horas de

A

exposicdo a camara de hipoxia e a concentragfes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,001). *** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de
hipéxia (p<0,0001).

Em relacdo a expressao de ERK2 na linhagem celular de DOK/ 8horas (figura 14A)
foi observado diferenga significativa em camara de hipéxia e 1mM comparado ao
controle. Em camara de hipdxia houve expressdo de aproximadamente 1,3 vezes

maior em relagédo ao controle, jA em 1mM essa expressao foi 1,3 vezes menor.

Comparando a expressdo em camara de hipoxia com as demais concentragoes de
nicotina, a expresséo foi 1,5 e 1,7 vezes menor nas concentragdes de 0,1mM e
ImM.
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No tempo de 24 horas (figura 14B), a expressao de ERK2, em camara de hipodxia foi
aproximadamente 8 vezes maior em relagao ao controle. Em relagéo a concentracéo

de nicotina de 1mM a expressao foi 1,3 vezes maior que o controle.

A comparacéo da expressao entre cadmara de hipoxia e as demais concentragcdes de
nicotina, mostrou expressdo média 11 vezes menor das concentragées de nicotina

em relacdo a cAmara de hipodxia.
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Figura 14. Expressado de ERK2 em DOK. A) Expressao relativa de ERK2 em DOK apés 8 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentracBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0001). B) Expresséo
relativa de ERK2 em DOK ap6s 24 horas de exposicdo a camara de hipdéxia e a concentracdes
crescentes de nicotina. * Difere do controle (p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,001). * Difere da
camara de hipéxia (p<0,0001).
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4.5.Efeito da nicotina na expressao dos genes CA-IX.

4.5.1. SCC9

No tempo de 8 horas (figura 15A) a expresséo de CA-IX foi significativamente maior
em camara de hipoxia (~5 vezes) em relacdo ao controle. Quando comparado
camara de hipdxia as demais concentracdo de nicotina, observou-se uma expressao

em média 8 vezes menor nas concentracdes de nicotina.

Em 24 horas (figura 15B), observou-se uma expressao significativamente maior em
camara de hipoxia (1750 vezes) e 0,1mM (153 vezes) em relacdo ao controle.
Comparando as concentracdes de nicotina com camara de hipdxia, a expressédo de

CA-IX foi menor em todos as concentracdes de nicotina testadas
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Figura 15. Expressé@o de CA-IX em SCC9. A) Expresséo relativa de CA-IX em SCC9 apds 8 horas
de exposicdo a camara de hipéxia e a concentragBes crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). ** Difere do controle (p<0,001). *** Difere do controle (p<0,05). * Difere da camara de
hipoxia (p<0,0001). B) Expresséo relativa de CA-IX em SCC9 apds 24 horas de exposicdo a camara
de hipdxia e a concentragBes crescentes de nicotina. * Difere do controle (p<0,0001). ** Difere do
controle (p<0,001). * Difere da camara de hipdxia (p<0,0001).

4.5.2. DOK

A expressao de CA-IX em DOK tanto em 8 horas como em 24 horas (figura 16A e
B), foi significativamente maior em camara de hipdxia, com expressédo 37 e 758
vezes maior que o controle. No entanto quando comparamos as concentracdes de
nicotina com camara de hipdxia no tempo de 8 e 24 horas, observamos que as
expressdes médias nas concentracdes de nicotina foram de aproximadamente 33 e

200 vezes menor em relacdo a camara de hipoxia.
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Figura 16.Expressdo de CA-IX em DOK. A) Expressao relativa de CA-IX em DOK apds 8 horas de
exposicdo a camara de hipdxia e a concentrages crescentes de nicotina. * Difere do controle
(p<0,0001). * Difere da camara de hipéxia (p<0,0001). B) Expressao relativa de CA-IX em DOK apés
24 horas de exposicdo a camara de hipdxia e a concentracdes crescentes de nicotina. * Difere do

controle (p<0,0001).
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5. Discussao

A nicotina € o maior componente presente no cigarro, e seu papel no organismo vai
além da dependéncia ao tabaco, contribuindo também para estimulacdo da
progressdo de células tumorais. A acdo de estimulador da progressdo esta
diretamente relacionada a capacidade da nicotina em se ligar com grande afinidade
aos receptores nAChRs ativando assim vias de PI3K/AKT, ERK1/2 e HIF-1q,
acarretando uma mudanca de fenétipo das células tumorais que leva a inibicdo da
apoptose, aumento da proliferacdo celular e metastase (ARREDONDO et al., 2006;
MACHA et al., 2011; SINGH et. al., 2011).

Estudos demonstram que a ligacdo da nicotina com o receptores NAChR mimetiza
uma falsa situacdo de hipodxia, devido o acumulo ROS e producdo de fatores de
crescimento celular que leva a transativacdo de vias mitogénicas e antiapoptoticas,
culminando no aumento da sintese proteica de HIF-1a. Evidéncias demonstram o
papel principal da ativacdo da via HIF-1a como um passo critico na tumorigénese
devido a sua ligacéo a varias vias oncogénicas e de genes supressores de tumores (
VOGELSTEIN; KINZLER, 2004; GUO et al., 2012; SCHAAL; CHELLAPPAN, 2014).

A expressédo de HIF- 1a em SCC9 no tempo de 8 horas, nos tratamentos com
nicotina e em camara de hipoxia, foram menores que no controle. No entanto, nas
concentracbes de 0,1mM, 1mM, 2,5mM e 5mM de nicotina mostraram uma maior
expressao em relacdo a camara de hipoxia. Em relacdo a expresséo de HIF-1a em
SCC9 no tempo de 24 horas, foi observado uma maior expressao na concentracao
de 0,1mM de nicotina (11 vezes) em relagdo ao controle; e 5 vezes maior que em

camara de hipoxia.

Estudo realizado por DAIJO et. al. (2016) demostrou que existe uma modulagéao
positiva da expressdao de mRNA de HIF-1a quando exposto a extrato de cigarro e
nicotina; no mesmo estudo foi observado que a expressao de mRNA de HIF-1a no
tratamento com extrato de cigarro foi maior que em hipdxia induzida em camara. SHI

et. al. (2012) observou que a expressdo de HIF-1a era menor nas células expostas a
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nicotina que no controle no tempo de 8 horas, além disso, essa expressao sofre um
aumento significativo em relacdo ao controle no tempo de 16 a 30 horas de

exposicao a nicotina.

ZHANG et. al. (2007) e SHI et. al. (2012) demostraram que a nicotina promove 0
acumulo de proteina de HIF-1a em cancer de pulmao e nasofaringe de forma
dose/tempo dependente e que esse acumulo de proteina é revertido quando se
realiza o bloqueio do transcrito de HIF-1a com siRNA especifico, demonstrando que
nesse caso a expressdao de mRNA de HIF-1a esta inteiramente ligada ao aumento
da expressdo de sua proteina. A ativacdo da proteina HIF-1a esta diretamente
ligado ao aumento da expressdo de genes ligado o metabolismo da glicose,
proliferacdo celular, migracdo e angiogénese. Mediante aos achados é possivel
sugerir que o aumento na expressdo de mRNA de HIF-1a em nosso estudo no
tempo de 24 horas na concentracao de nicotina de 0,1mM, possa estar diretamente
ligado ao aumento da expressao e da ativacdo de proteina de HIF-1a em SCC9,
contribuindo para o ganho de um fendtipo favoravel para o estabelecimento das

células tumorais.

A exposicdo a nicotina leva a ativagcdo de uma importante via de sinalizacdo
associado diretamente ao cancer, a via PI3K/AKT. Esta via possui um papel
fundamental na regulacéo de processos celulares, tais como a progresséo do ciclo
celular e sobrevivéncia (MARTINDALE & HOLBROOK, 2002).

Em relac@o a expresséo génica de PI3K em SCC9, foi observada em nosso estudo
uma maior expressao no tempo de 24 horas na concentracdo de 0,1mM de nicotina,
em relagdo ao controle e a camara de hipoxia. A utilizagdo de siRNA para
subunidade de p100-a (subunidade de PI3BKCA) em linhagem de cancer de ovario e
de carcinoma de lingua, demostrou capacidade em diminuir a expressao e ativacao
da proteina PIBKCA, acompanhado da diminuicdo na ativacdo da proteina HIF-1a e
de um de seus transcritos, o VEGF, desencadeando uma menor vascularizacao e
crescimento do tumor, aumentando apoptose e uma diminui¢cdo da invasédo tumoral
(metéstase) (XIA et. al 2006; CHEN et. al 2011).

Mutacdes frequentes em PI3K e no supressor de tumor PTEN, resultam em elevada
atividade da via de sinalizacdo de PI3K/AKT através da estimulacdo de RTK’s,
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fornecendo fortes evidéncias do papel de PI3K no desenvolvimento do cancer
(CHALHOUB; BAKER, 2009). A exposicdo da linhagem celular NIH 3T3 H,0,, um
tipo de ROS, resulta na inativacdo de PTEN de modo dependente do tempo e da
concentracdo de H,O,, mas que essa inativacao é revertida, assim que o nivel de
H,O, diminuia no interior celular (LEE et. al., 2002). A inativacdo de PTEN e a
estimulacdo de RTK € um importante passo na ativagdo da via de PI3K/AKT. Assim,
a nicotina esta diretamente ligada a expressao génica de PI3KCA, e ao aumento da
producao e ativacdo da proteina PI3BKCA, culminando na ativacdo de outros fatores
resposaveis pela proliferagéo celular e sobrevivéncia de células tumorais, através da
regulacéo da via de PI3K/AKT.

Uma importante via da expressao génica de AKT é a quinase JAK2. Ela regula a
proteina STAT3, uma transdutora de sinal e ativadora de transcricdo. Apos sofrer
fosforilacdo, a STAT3 é transloucada para o ndcleo para ativar as expressdes de
genes como, por exemplo, o gene responsavel pela AKT. Esta via é especialmente
regulada por ROS. A via de transcricdo de AKT ainda ndo é muito bem conhecida
(ZHANG et al., 2013). No presente trabalho foi observado aumento na expresséao de
AKT em SCC9, quando exposto a concentracdo 0,1mM de nicotina no tempo de 24
horas em relacdo ao controle e a camara de hipdxia. A expressdo de AKT esta
diretamente ligada ao tratamento com cisplatina, no qual o mesmo leva a producgao
de ROS no interior da célula (Zhang et. al. 2013). Além disso, foi relatado que a
formacdo de ROS pode ser causada pela ligacdo da nicotina a nAChRs (Guo et. al.
2012). Diante desses fatos € possivel sugerir que a nicotina possa estar
influenciando a expressdo de AKT por regulacdo de ROS e ativacdo da via
JAK2/STATS3.

A ativagdo da via ERK/MAPK promove a fosforilagdo e ativagdo constitutiva de
ERKZ1/2, contribuindo assim na proliferacado e progressao tumoral em muitas células
cancerigenas incluindo o CECP (MAGGIONI et al., 2011). Em linhagem celular de
pancreas foi observado aumento na fosforilagdo de ERK1/2 dose dependente,
atingindo um pico de fosforilagdo em 0,1mM de nicotina no tempo de trés minutos de
exposicdo; além disso, foi visto que os niveis basais de ERK1/2 nao foforilada néao
foi alterado em relag&o ao controle e o tratamento com nicotina (BOSE et al. 2005).
Sl et al. (2012) observou em linhagem de célula de osteosarcoma, quando tratado

com siRNA para ERK1/2, uma diminuigdo do nivel de expressdo génica e proteica
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de ERK1/2, consequentemente houve um diminuigéo na crescimento e invasao das
células tumorais, uma diminuicdo na expresséo de fatores anti-apoptéticas e um
aumento na sensibilidade da células a tratamento com cisplatina. A maior expressao
de ERK1/2 no tempo de 24 horas em concentracbes de 0,1mM de nicotina
encontrada nesse trabalho indica que a nicotina é capaz de induzir a expressao de
ERKZ1/2, sugerindo que a mesma passa por processo traducdo para manter o nivel
basal de proteina nao fosforilada, aumentando assim a capacidade de proliferacdo e

invasao celular devido ao aumento de fatores anti-apoptéticas.

A expressdo de CA-IX é aumentada em SCC9/24 horas em 0,1mM de nicotina e em
camara de hipéxia. A CA-IX é uma proteina que esta entre os 100 genes transcritos
pelo compelxo HIF-1, sendo responsavel pela regulacdo da homeostase e regulacao
do pH nos tumores hipoxicos, através da conversdao do CO, em bicarbonato. A
exposicdo de células HT29 a nicotina aumenta a expressdo de CA-IX e de STAT3
forforilada, porém ndo houve aumento na expressao da proteina de HIF-1a
(SCHWEIGER et al. 2014). J4 SANNER & GRIMSRUD (2015) relatam que a nicotina
aumenta a expressdo de HIF-1a in vivo, sem alteracdo num marcador de hipOxia
tumoral que é CA-1X. Apesar da lacuna ainda existente sobre os efeitos da nicotina
na expressado de CA-IX, é possivel que ela induza a expressao de CA-IX, porém as
vias que a nicotina modula essa expressdo ainda sao questionaveis, visto que a
expressdo desse gene pode ser influenciada pelo complexo HIF-1 e por STAT3

através da inducao de Notch-3.

DOK, é uma linhagem celular proveniente leucoplasia oral displasica. A leucoplasia
é lesdo pré-maligna diagnosticada com maior frequéncia na cavidade oral e
frequentemente associada ao desenvolvimento da CECP, mas esse processo ainda
e totalmente desconhecido por DOK apresentar atividade normal de proteinas
supressoras de tumor, como p53 e Rb (DONG et al. 2015). Em relacdo a expresséo
em DOK nos tempos de 8 horas e 24 horas, pode-se observar padrdes distintos de
SCC9 para expressao de todos os genes, demostrando que a resposta sob
exposicao de nicotina possa estar interferindo em outras vias totalmente diferente de
SCC9. Avancos na descoberta de novas proteinas que possam ser utilizadas como
biomarcadores da via de transformacé&o maligna de células leucoplasicas, estdo em
fase inicial de estudo (DONG et al. 2015).
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Niveis de expressédo de Raf ativada nas células exibem curvas de dose/resposta em
formato de sino; mostrando que um baixo sinal de Raf promove a progresséo do
ciclo celular e a entrada na fase S; no entanto uma atividade elevada de Raf inibia a
sintese de DNA. Como Raf esta ligada a ativacdo de ERK1/2 e de PI3K/AKT, essa
ativacdo constante e prolongada provoca a prisdo das células em G1 através da
inducdo de p21 e a inibicdo de Cdk2, um mecanismo crucial para a protecéo contra
o desenvolvimento de cancer. A inducdo da paragem do ciclo celular por
hiperativacdo foi observa em fibroblastos primarios, células de Schwann,
hepatocitos, linfocitos T, queratindcitos, astrocitos e células epiteliais do intestino
(MELOCHE; POUYSSE 2007). CHANG et. al. (2002) observou em Fibroblastos de
ligamento periodontal de humano que no tempo de 24 horas de exposicdo a
concentracfes acima de 50uM 52% da atividade de sintese de DNA era inibida, ja
em 0,4mM a sintese de DNA era completamente inibida; e acima de 5mM eram
inibido completamente a sintese proteica das células. Podemos sugerir, que a
estimulacdo continua das vias tanto por fatores de crescimento e ROS gerado pela
exposicao a nicotina, possa gerar uma continua estimulagédo de RTK’s, culminando
na inibicdo da sintese de DNA de DOK, promovendo uma diminui¢do na expressao
dos genes HIF-1a, PI3K, AKT, ERK1/2 e CA-IX. Mas nédo é descartado que outras

vias possam estar agindo no processo de malignificagcao de DOK.
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6. Concluséo

A nicotina mostrou capacidade de induzir um aumento na expressédo dos
genes HIF-1a, PI3K, AKT, ERK1/2 e CA-IX em SCC9 no tempo de 24horas
de exposicdo, na concentracdo mais baixa utilizada de 0,1mM, quando
comparado ao controle. Quando comparado com camara de hipoxia, a
nicotina mostrou induzir uma maior expressdo em HIF-1a, PI3K, AKT e
ERK1/2. No entanto, 0 mesmo néo foi observado com o gene CA-IX, a pesar
dos tratamentos de nicotina modularem sua expressao genica a exposicao a

camara de hipoxia induz uma maior expressao.

Em relacdo a expressédo do gene HIF-1a tanto em SCC9 quando em DOK,
observa-se que sua expressdo em camara de hipéxia é tempo dependente,
pois nota-se que sua expressao, apenas, supera a do controle e das

concentracdes de nicotina ao decorrer de 24 horas de exposicao.

Em DOK, a nicotina induziu aumentos pontuais em algumas concentracoes
de nicotina e tempo em relacdo ao controle. A expressao dos genes PI3K,
AKT,ERK1/2 e CA-IX teve uma maior expressao em camara de hipoxia tanto
no tempo de 8 horas quanto no tempo de 24 horas. HIF-1a, demostrou uma
menor expressdo em camara de hipéxia no tempo de 8 horas, mas em
24horas essa expressao teve um aumento significativo em relacdo ao

controle e as demais concentracdes de nicotina.

Podemos observar com os dados que camara de hipoxia é capaz de induzir a
expressdo dos genes estudados de forma tempo dependente, porém a
nicotina ndo demostrou a mesma capacidade, sugerindo desta forma que
outras vias sdo ativas em DOK quando exposta a nicotina para sobrevivéncia

celular.
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