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RESUMO
A nicotina é o principal componente presente nos produtos derivados do tabaco com
capacidade de ativar vias ligadas a tumorigénese, crescimento do tumor, mundancas
metabolicas e resisténcia terapéutica em diversos tipos de cancer, principalmente no cancer
de cavidade oral, mas pouco ainda se sabe sobre os efeitos da nicotina sobre lesdes com
potencial malignizantes presentes na cavidade oral. Neste trabalho procuramos
compreender os efeitos da nicotina sobre a expressdo dos genes ligados a via de progressdo
tumral, como PIK3CA, AKT1, HIF-1a, GLUTI e CA9, em linhagens celulares de DOK e
SCC9. Para isso as linhagens celulares foram submetidas a ensaio de viabilidade celular
por SRB, de migracédo por teste de ferida e anélise por RT-gPCR para expressdo dos genes
de interesse. A nicotina demostrou a capacidade de aumentar a viabilidade celular de
SCC9 em todas as concenrtracdoe no tempo de 8 horas em relacdo ao controle, 0 mesmo
ndo foi observado no ensaido de ferida. Em células DOK, apenas a concentracdo de 10
KM, no tempo de 8 horas, foi capaz de aumentar a migracéo celular em relagcéo ao controle.
A capacidade da nicotina em aumentar a expressdo génica em SCC9 foi mais evidete no
tempo de 24 horas e, apenas o gene PIK3CA teve uma maior expressao no tempo de 8
horas. Em DOK pode-se observar que a expressdo dos genes em questdo ficou restritas ao
tempo de 8 horas e a concentracdo de 10 uM. Portanto hd uma relacdo entre a exposicao a
nicotina com o aumento da expressao dos genes nas linhagens SCC9 e DOK ao qual o uso
de produtos com altas concentracdes de nicotina pode contribuir com o aumento do risco
de malignizacdo de regifes com lesdes com potencial malignizante presentes na cavidade

oral.



ABSTRACT
Nicotine is the main component present in tobacco products capable of activating pathways
linked to tumorigenesis, tumor growth, metabolic changes and therapeutic resistance in
several types of cancer, mainly in oral cavity cancer, but little is known about the effects of
nicotine on lesions with malignant potential present in the oral cavity. In this work we seek
to understand the effects of nicotine on the expression of genes linked to the pathway of
tumor progression, such as PIK3CA, AKT1, HIF-1a, GLUTI and CA9, in cell lines of
DOK and SCC9. For that, the cell lines were submitted to cell viability assay by SRB,
migration by wound test and analysis by RT-gPCR for expression of the genes of interest.
Nicotine demonstrated the ability to increase the cell viability of SCC9 in all
concentrations and in the time of 8 hours in relation to the control, the same was not
observed in the wound test. In DOK cells, only the concentration of 10 puM, in the time of
8 hours, was able to increase the cellular migration in relation to the control. The ability of
nicotine to increase gene expression in SCC9 was more evident at 24 hours and only the
PIK3CA gene had a higher expression at 8 hours. In DOK it can be seen that the
expression of the genes in question was restricted to the time of 8 hours and the
concentration of 10 uM. Therefore, there is a relationship between exposure to nicotine
and increased expression of genes in the SCC9 and DOK strains, to which the use of
products with high concentrations of nicotine may contribute to the increased risk of

malignization in regions with lesions with malignant potential present in the oral cavity.
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1. Introdugéo

O habito tabagista foi considerado simbolo de status e glamour na sociedade por
um longo periodo, entretanto, foi rebaixado pelos principais 6rgdos de satde mundial, para
uma das principais causas de morte evitavel em todo o mundo (MUSK; DE KLERK, 2003;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). Tal fato se deve a presenca de mais de
7.000 substéncias, das quais 70 sdo classificadas como potencialmente carcinogénicas,
com capacidade de causar desequilibrio na homeostase do organismo do usuario,
contribuindo assim para o desenvolvimento de diversos tipos de doencas, dentre elas o
cancer de cavidade oral, pulm&o, mamas, bexiga, pancreas, estobmago, dentre outros tipos
(BENOWITZ, 2010; MENDEL et al., 2018; CHATURVEDI et al., 2019; SZYFTER et al.,
2019).

A nicotina € o principal alcaloide natural ndo carcinogénico, presente em altas
concentragdes nos produtos derivados do tabaco, responsavel pela dependéncia dos
usudrios. Seu uso é amplamente difundido no tratamento de reposicdo de nicotina em
individuos que desejam abandonar o habito tabagista (DE BIASI; DANI, 2011;
WADGAVE; NAGESH, 2016). Nos ultimos anos, houve um aumento da difusdo do uso
de sistemas eletrdnicos de entrega de nicotina (cigarros eletrébnicos) como alternativa de
substituicdo ao uso do cigarro convencional e para terapia de reposicdo de nicotina e
abandono do cigarro (SELYA et al., 2018).

Dados demonstram que o consumo dos cigarros eletrénicos pelo publico mais
jovem vem crescendo nos Ultimos anos, isso se deve a propaganda positiva em torno desse
dispositivo em substituicdo ao cigarro convencional e seus maleficios (WILLIAMS; LI;
TALBOT, 2019). Estudos demostram que 0s cigarros eletrénicos possuem um maior
potencial de causar dependéncia aos usuarios quando comparado ao cigarro convencional,
sendo assim uma porta de migragéo para o uso dos cigarros convencionais (SELYA et al.,
2018; WISNIEWSKI; MA; SCHNEIDER, 2018; JANKOWSKI et al., 2019). Outro ponto
importante a se observa, € que a maioria dos usuarios do cigarro eletrénico é usuaria dupla,
ou seja, fazem o uso em conjunto do cigarro convencional e eletrénico (MARTINEZ et al.,
2020).
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Outro fato importante a ser observado € que individuos fumantes possuem uma
maior pré-disposicdo para o desenvolvimento em sua cavidade oral de lesbes com
potencial malignizantes, como por exemplo, as displasias de epitélio oral, que sdo
caracterizadas pelo crescimento anormal das células do epitélio oral (RANGANATHAN
K, 2019). Dentre as displasias do epitélio oral, pode-se destacar a leucoplasia oral, um tipo
lesdo com incidéncia seis veze maior em fumantes do que em nédo fumantes, ao qual possui
um risco aumentado de duas vezes em se transformar em cancer de cavidade oral
(WISNIEWSKI; MA; SCHNEIDER, 2018; QI et al., 2019; RANGANATHAN K, 2019).
E importante salientar, que mesmo com 0 avango nos estudos do cancer de cavidade oral
(CCO), ainda ndo foram encontrados marcadores moleculares que possam ser utilizados

para auxiliar o diagndstico preciso nos estagios iniciais da doenca (ZAINAL et al., 2019).

Na literatura, observa-se uma melhor compreensdo dos efeitos negativos gerados
pela exposicdo a nicotina em células de cancer de pulmao, ao qual relacionam a exposicao
como aumento da progressdo tumoral e quimiorresisténcia, favorecendo um pior
prognostico para os pacientes (ZHANG et al., 2007a; NISHIOKA et al., 2014; WANG et
al., 2018; YOUNG; SCOTT, 2020). Curiosamente, pouco ainda é conhecido sobre os reais
efeitos da exposi¢do da cavidade oral a nicotina. No entanto, alguns estudos demostram
que a exposicdo de células de cancer de cavidade oral a nicotina é capaz de alterar
expressao de genes ligados a evasdo da apoptose, aumento da proliferacdo, migracao e
quimiorresisténcia. (XU et al., 2007; MURUGAN et al., 2008; NAKASHIRO et al., 2015;
WANG et al., 2017b; WISNIEWSKI; MA; SCHNEIDER, 2018; NISHIOKA et al., 2019).
Desta maneira, compreender os maleficios que a nicotina pode causar a saude oral dos

usudrios de tabaco e cigarro eletrénico € de suma importancia.

Apesar de ndo ser considerado um agente diretamente carcinogénico, estudos
demonstram que a nicotina tem efeito em diversas proteinas de sinalizagdo em células
neoplésicas, especialmente na ativacdo das proteinas ligadas a via PI3K/AKT, que é uma
via critica constantemente ativada em diversos tipos de cancer, que contribui diretamente
para o desenvolvimento do cancer e a ativagdo desta via estd diretamente associada a
tumorigénese, crescimento do tumor, mundangas metabdlicas e resisténcia terapéutica
(BADER et al., 2005; MELOCHE; POUYSSEGUR, 2007; CHEN et al., 2010).
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A ativacdo da via de PIBK/AKT em células neoplésicas, possui uma capacidade
notavel de realizar mudangas em seu metabolismo. Essas mudancgas ocorrem no intuito de
aumentar suas chances de sucesso de sobrevivéncia, proliferacdo e de realizar metastase
(DEBERARDINIS; CHANDEL, 2020). Devido a rapida proliferacdo das ceélulas
cancerigenas e aumento da demanda por energia para suportar a sua proliferacdo, grande
parte do piruvato proveniente da glicolise aerdbica é desviado para via do lactato, ao invés
de entrar no ciclo oxidativo. Mesmo em condi¢des de normoxia, esse desvio de
metabolismo é uma forma rapida de obtencdo de energia pela célula e para geracdo de
metabolismo que supra vias anabolicas necessarias para sua rapida proliferagdo celular.
Essa mudanga metabdlica em células tumorais foi descrita pela primeira vez por Otto
Warburg em 1920, sendo assim denominada Efeito Warburg (LUNT; VANDER HEIDEN,
2011; HAYASHI et al., 2019).

Sob o ponto de vista molecular, a mudanga do metabolismo da glicose é favorecida
pelo aumento da transcri¢do e traducdo da proteina Hypoxia-inducible factor 1o (HIF-1a),
bem como a formacdo e estabilizacdo do complexo transcricional HIF-10/p (SEMENZA,
2007a; HAYASHI et al., 2019). O complexo transcricional de HIF-1 é responsavel pelo
aumento da expressao do transportador de glicose tipo 1 (GLUT-1) e das enzimas lactato
desidrogenase (LDH), piruvato desidrogenase quinase (PDK1) e anidrase carbbnica 9
(Ca9). GLUT-1 favorece o aumento da captacdo de glicose pela célula; PDK1 tem o papel
de limitar a entrada de piruvato no ciclo de Krebs; LDH é responsavel por desviar a rota de
degradacdo do piruvato para via de lactato; Ca9 é fundamental na manutencdo do pH
intracelular de células neoplasicas (LUNT; VANDER HEIDEN, 2011; SEMENZA, 2012,
HOXHAJ; MANNING, 2020).

Tendo em vista a intrinseca participacdo da nicotina na ativacdo da via de
PI3K/AKT, bem como de genes relacionados a via de mudanga de metabolismo como
HIF-1a, GLUT-1 e Ca9 diversas tipos de cancer, ao qual, favorecem a alteragcdo de
metabolitos, sobrevivéncia, proliferacdo e inibicdo da apoptose de celulas cancerigenas. A
investigacdo dos efeitos da nicotina sobre a expressdo dos genes citados teve inicio durante
0 meu mestrado, ao qual foi realizada a exposi¢do das linhagens SCC9 e DOK a altas
concentrag0es de nicotina. No doutorado procuramos utilizar concentragbes mais

preconizadas na literatura com objetivo analisar a influéncia de menores concentracdes de
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nicotina na expressao dos genes PIK3CA e AKT1, HIF-/a, GLUT-1 e Ca9

Até 0 momento pouco se sabe a respeito da exposi¢do a nicotina em células com
potencial malignizante, além disso, € escasso na literatura estudos comparativos entre 0s
niveis de mRNA dos genes reguladores de crescimento e linhagens celulares malignas e
com potencial malignizante apds exposicdo a nicotina. Portanto entender e definir
determinantes relacionados ao efeito da nicotina com a progressao neoplasica é de extrema
necessidade para o avango de novos estudos em relacdo a carcinogénese oral. Vale
ressaltar, que ndo foram encontrados na literatura estudos que relacionem o efeito da
exposicao a nicotina sobre a expressao dos genes PIK3CA, AKT1, HIF-/a, GLUT-1 e Ca9

em linhagens de lesdes pré-malignas.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da exposi¢do a nicotina em concentragdes em 0, 1, 5 e 10 uM
no tempo de 8 e 24 horas, na expressdo génica de PIK3CA, AKT1, HIF-1a, GLUT-1 e Ca9
em cultivo celular de DOK e SCC?9.

2.2. Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito das concentracbes de 0, 1, 5 e 10 puM de nicotina sobre a
viabilidade celular das linhagens DOK e SCC9 expostas pelo periodo de 8 e 24
horas, através do ensaio de Suforodamina-B (SRB);

e Auvaliar o efeito das concentracdes de 0, 1, 5 e 10 uM de nicotina sobre migracéo
celular de DOK e SCC9 expostas pelo periodo de 8 e 24 horas, através do ensaio de
ferida;

e Submeter as linhagens celulares DOK e SCC9 as concentragdes de 0, 1, 5 e 10 uM
de nicotina, nos tempos de 8 e 24 horas, para determinar a influéncia da nicotina na
expressao dos genes de PIK3CA, AKT1, HIF-/a, GLUT-1 e Ca9.

17



3. Revisdo de literatura
3.1. Cancer de Cavidade Oral

O céncer de cavidade oral (CCO) é uma neoplasia maligna agressiva de rapido
crescimento, originado em regides compreendidas pela face mucosa dos labios, parte bucas
da lingua, assoalho bucal, trigono retromolar e palato duro (Figura 1). Dentre o CCO, o
carcinoma epidermoide de cavidade oral (CECO), corresponde a 90% dos novos casos
diagnosticados (CHOU et al., 2019).

——» | dbio
Palato duro

Trigono retromolar
Lingua

Assoalho
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Figura 1. Regifes da cavidade oral que podem ser acometidos por Cancer de Cavidade Oral
(CCO). Created with BioRender.com

Segundo o dltimo levantamento realizado pela Global Cancer Statistic, em todo o
mundo, foram diagnosticados aproximadamente 358.864 individuos com CCO, sendo o
namero de mortes, em decorréncia da doenca, de aproximadamente 177.384 individuos
(BRAY et al., 2018). O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que para 0s anos de
2020-2022 séo esperadas no Brasil aproximadamente 11.200 novos casos de CCO, dentre
esses 4.010 virdo a 6bito (INCA, 2020).

As maiores taxas de incidéncia de CCO ainda s&o observadas em individuos que
estdo em situagdo maior de vulnerabilidade, ou seja, individuos com baixa renda e
escolaridade, condicdo bucal precaria e com maior dificuldade de acesso aos servicos
basicos de saude de qualidade. Portanto, todas essas caracteristicas sociais irdo refletir no
estadiamento clinico do paciente, onde aproximadamente 50% d&o entrada nas unidades de

salde com lesdes sintomaticas de estigio avancado da doenga (T3-T4) (ZAINAL et al.,

18



2019). Vale ressaltar que entre 50-60% dos pacientes diagnosticados com CCO terdo uma
taxa de sobrevida global e de controle locorregional estimados - ap6s o tratamento — de

aproximadamente cinco anos (CHOU et al., 2019).

Estudo realizado na india mostrou que o treinamento correto dos profissionais da
salde para realizarem uma ampla analise na cavidade oral de pacientes fumantes, reduziu
em aproximadamente 35% o indice de mortalidade por CECO, devido a deteccéo precoce
de lesbes (SANKARANARAYANAN et al., 2005). Desta forma, torna-se crucial para
preservacao da vida e sucesso do tratamento, O diagndstico do CCO em estagio inicial, o
que reflete positivamente na diminui¢do dos indices de mortalidade, morbidade e do uso de
cirurgias mutilatorias (VAN DER WAAL et al., 2011; CHATURVEDI et al., 2019). Além
disso, sobreviventes de cancer de cabeca e pesco¢o tem a segunda maior taxa de suicidio
(63,4 casos a cada 100.00 individuos) entre todos os tipos de céncer, devido ao
comprometimento da qualidade de vida (JOHNSON et al., 2020).

E de sumo conhecimento que a exposicao a alguns fatores de risco como infeccéo
por Papiloma Virus Humano (do inglés Human Papilloma Virus - HPV), uso de tabaco, o
consumo excessivo de alcool, levam a um aumento das possibilidades de desenvolvimento
de CCO. Nota-se que em 75% de todos 0s novos casos relatados, o uso concomitante de
alcool e tabaco atuam como principais responsaveis pelo CCO. Além disso, observa-se que
o risco de um fumante desenvolver cancer de cavidade oral é cinco vezes maior do que um
individuo que nunca fumou (CRAMER et al., 2019).

3.2. A acdo da nicotina no organismo e em células tumorais

A nicotina € um dos principais alcaloides piridinicos encontrado em plantas de
tabaco (Nicotiana tabacum L.). Sintetizados principalmente nas raizes, os alcaloides,
incluindo a nicotina, sdo transportados através do xilema e acumulados especialmente nas
folhas, local mais susceptiveis ao ataque de herbivoros nas plantas (SHI; LI; ZHANG,
2006). Devido a sua interacdo com receptores de acetilcolina no sistema nervoso dos
animais, a nicotina é extremamente téxica a maioria dos herbivoros e por isso despertou

interesse no seu uso como pesticida na agricultura (SCHMELTZ 1971).

A nicotina também é o principal alcaloide presente nos produtos derivados do
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tabaco como cigarros, charutos, tabaco sem fumaca, tabaco para narguilé e a maioria dos
cigarros eletrdnicos. A absorcdo da nicotina pelo organismo ir&4 depender do seu pH e
estado de ionizacdo; por exemplo, a nicotina encontrada no cigarro tem um pH alcalino e
um estado nao ionizado, sendo assim rapidamente absorvido pelo epitélio do pulméo e pela
mucosa da cavidade oral (MUSK; DE KLERK, 2003; SANNER; GRIMSRUD, 2015).

A nicotina exerce seus efeitos atraves da alta afinidade de ligacdo aos receptores
nicotinicos de acetilcolina (NnAChR) presentes na area tegmental ventral (VTA), localizado
no mesencéfalo, levando a liberacdo de dopamina na area mesolimbica, no corpo estriado e
no cortex pré-frontal e nucleo accumbens. Neurbnios dopaminérgicos que liberam
dopamina da VTA do mesencéfalo para o shell do nicleo accumbens, sdo essenciais no
processo de recompensa induzido pela nicotina, pois essa regido esta ligada ao aprendizado
por esfor¢o, evitagdo de aversdo e motivacdo (BENOWITZ, 2010; MATSUMOTO et al.,
2016). Dessa forma, o uso repetitivo de nicotina leva a alteragdes na liberacédo de dopamina
no nacleo accumbens, que esta relacionado a plasticidade alterada do sistema nervoso
central levando a dependéncia quimica do usuario (DE BIASI; DANI, 2011).
Adicionalmente, devido a essa acdo no cérebro, diversos produtos a base de nicotina
podem ser utilizados para ajudar usuérios a abandonar o héabito tabagista (MUSK; DE
KLERK, 2003; BENOWITZ, 2010).

Os nAChR séo canais ionicos dependentes de ligantes localizado na membrana
plasmaética de células neuronais e ndo neuronais, composto por cinco subunidade com um
canal central que permite influxo de cétions, como Ca** e Na* (GRASSI; FUCILE, 2020).
Os nAChR podem ser compostos por 5 subunidades homoméricas (a7 ou a9) ou podem
encontrados na combinacao heteroméricas de duas subunidades alfa (02, 3, 4, 5, 6 ¢ al0)
em conjunto com trés subunidades beta (2, 3 e 4), como por exemplo: (a3)2(B4)s (Figura
2). O local de ligagdo do neurotransmissor acetilcolina e da nicotina em nAChR, estd
localizado na subunidade o em sua regido amino terminal (CHANGEUX, 2018). Observa-
se uma maior afinidade de ligagdo da nicotina a esses receptores, deslocando assim a
ligacdo da acetilcolina. Cada subunidade de nAChRs é composta por quatro segmentos
hidrofobicos transmembranicos (M1-4), onde o segmento M2 reveste a parte interna do
poro catidnico e os segmentos M3 e 4 possuem uma alga de ligacdo com sitios de
fosforilacéo para Ser/Tyr quinases (Figura 2) (SCHULLER, 2009; GRANDO, 2014).
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Figura 2. Receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) heteroméricos e homoméricos. Cada
subunidade dos nAChR é constituida por quatro dominios hidrofébicos transmembranicos (M1-4).
Os sitios de ligacdo de acetilcolina e nicotina nas subunidades a estdo representados pelo circulo na
cor rosa. Created with BioRender.com

A concentracdo de nicotina encontrada no organismo de usuarios de produtos
derivados do tabaco pode sofrer variagdes entre o plasma e a saliva dependendo do produto
usado; no plasma essa concentracdo pode variar de 0.03 UM a 0.5 uM e na saliva de 0.6
UM a 10 mM (WANG et al., 2017a). Mesmo ndo sendo considerada uma substancia capaz
de causar carcinogénese, a nicotina possui uma intrinseca participacdo nos processos de
ativacdo de vias de crescimento tumoral, progressdo celular, migracdo, angiogénese,
evasdo apoptotica e inducdo de metéstase das células tumorais de cancer de cavidade oral,
pulmao, rins e bexiga, estbmago, pancreas, vesicula biliar, figado e célon, devido a sua alta
afinidade de ligagcdo aos receptores nAChs ndo neuronais presentes nessas células
(SCHULLER, 2009; MACHA et al., 2011; GRANDO, 2014).

A alta afinidade de ligacdo da nicotina aos receptores nAChR leva a ativacdo de
vias de sinalizacdo intracelular que favorecem a proliferacéo, sobrevivéncia e migracao de

células neoplasicas. A ativacdo das vias pode ocorrer através da sinalizacdo iénica (Figura

21



3a) ou ndo iodnica (Figura 3b) (GRANDO, 2014). Na sinalizacdo ionica, a ligacdo entre
nicotina e o receptor NAChR acarreta a abertura do canal central de ions, o que aumenta o
influxo e a concentracdo de Ca** no citoplasma; esse aumento da concentracdo é
responsavel pela ativacdo de proteinas de sinalizagdo (CaMKII, SRC e Ras) que levam a
ativagdo de vias PIBK/AKT e de Ras/Raf/Mek/ERK. Na sinalizacdo néo ibnica, proteinas
quinases de sinalizagdo acopladas a nAChR (SRC, JAK2 e Ras) regulam a fosforilacdo e

desfosforilacdo de cascata enzimatica através da sinalizacdo a jusante de nAChRs, o que
leva também a uma ativacdo as vias de PISK/AKT e Ras/Raf/Mek/ERK (Figura 3b)
(FOCUS; SLOMINSKI, 2010; GRANDO, 2014).
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Figura 3. Vias de proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia de células tumorais, ativadas por

sinalizacdo i0nica e ndo idnica através da ligacdo de nicotina a receptores nicotinico de

acetilcolina (NAChR). Created with BioRender.com

Estudos in vitro demonstraram relacdo direta entre a nicotina, aumento da
expressdo a7-nAChR e a resisténcia as drogas utilizadas no tratamento de CECO e céncer
de pulm&o. Tal fato é devido ao aumento da ativagdo das cascatas de sinalizacdo de

promocdo do cancer, como PI3K/AKT, ERK1/2, HIF-1a e fatores de crescimento como de
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EGF. O uso de inibidor seletivo para a7-nAChR, como a-Bungarotoxin, leva a diminuicao
dessas cascatas de sinalizagcdo e o aumento da sensibilidade das células as drogas (XU et
al., 2007; ZHANG et al., 2007b; WANG et al., 2017b; NISHIOKA et al., 2019; SHIMIZU
et al., 2019; CHENG et al., 2020; HSU et al., 2020). Desta forma, o desenvolvimento de
novos farmacos com capacidade de inibir a atividade de a7-nAChR € visto como

promissor no tratamento de tumores que possuem uma alta expressdo de a7-nAChR.
3.3. Estrutura modular de PIK3CA e AKT1 e sua via de ativacéo

As PI3Ks sdo quinases lipidicas intracelulares expressas nas células humanas em
trés classes distintas (IA/B, Il e Il1), com capacidade de fosforilar o grupo 3'-hidroxila de
fosfatidilinositois, permitindo que estes sirvam como ligantes e reguladores funcionais de
uma ampla gama de proteinas (BILANGES; POSOR; VANHAESEBROECK, 2019). Com
uma expressao ubiqua, a classe IA das PI3Ks (PI3Ka, B e &), sdo conhecidas pela sua
capacidade de conversdo de fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (Ptdins-3,4-P,) - presente na
membrana das ceélulas - para fosfatidilinositol-3,4,5-tifosfato (PtdIns-3,4,5-P3), um
segundo mensageiro responsavel por recrutar e ativar proteinas ligadas as vias anabdlicas,
crescimento e homeostase necessarias para o0 desenvolvimento normal das células do
organismo (FRUMAN et al., 2017; MADSEN; VANHAESEBROECK, 2020).

PI3Ka, também conhecida como PIK3CA, possui uma estrutura modular formada
por um heterodimero composto por uma subunidade regulatéria p-85a. e uma subunidade
catalitica pl110a (Figura 4)(BILANGES; POSOR; VANHAESEBROECK, 2019). A
isoforma alfa € um dos principais oncogenes com mutacdo ou com expressao amplificada
encontrado em tumores sélidos, onde esses fatores denotam um pior prognostico para
pacientes com cancer de cabeca e pescoco, colon, prdéstata e mama. Vale ressaltar que
PIK3CA é o unico oncogene frequentemente mutado em 14% dos tumores de cabeca e
pescoco, além disso, a amplificacdo génica de PIK3CA é encontrada em 16% desses
tumores (AGELL et al., 2011; WANG et al., 2014; LAI; KILLINGSWORTH; LEE, 2015;
ARAFEH; SAMUELS, 2019; KARUNAKARAN; MUNIYAN, 2020)
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Figura 4. Representacdo esquematica da proteina de PIK3CA e de sua subunidade catalitica p110a.
e da subunidade regulatoria p85a e suas regides de interecdo. Linha preta indica a ligagdo entre
ABD e i-SH2, o que confere a estabilidade a p110a. Linha vermelha indica as ligacdes existente
entre as duas subunidades que confere a atividade regulatoria da subunidade catalitica p110a. Essas
ligacbes em vermelho sdo extintas a partir do momento que a subunidade regulatoria se liga a um

receptor com atividade de fosforilar tirosina (pTyr). Created with BioRender.com

AKT é uma classe de proteina Ser/Thr quinase AKT (também conhecida com PKB)
que compreende trés isoformas, que sdo expressas por diferentes genes. AKT! (PKBa)
possui uma expressao ubiqua no organismo. AKT2 (PKBJ) possui uma alta expressdo em
tecidos com maior sensibilidade a insulina, como figado, musculo esquelético e tecido
adiposo. JA AKT3 (PKBy) tem uma maior expressao no cérebro e testiculos. Mesmo com
sua expressdo em diferentes genes, a estrutura da proteina é semelhante entre as trés
isoformas, mudando apenas a posicdo de fosforilacdo (Figura 5) (FRANKE, 2008;
MANNING; TOKER, 2017). Estudos tém demostrado uma ligacdo entre o aumento da
expressdo de AKT1 e a progressdo de CECO, devido a sua correlagdo com ativacao de vias
que favorecem a proliferacdo e sobrevivéncia celular (NAKASHIRO et al., 2015; ROY et
al., 2019)
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Figura 5. Representacdo esquematica da proteina de AKT. O dominio PH (Pleckstrin Homology) é
responsavel por ligar AKT em PtdIns-3,4,5-P; que foi convertido por PI3K. O dominio quinase e
regulatorio, serdo fosforilados nas suas respectivas por¢oes dependendo da isoforma de AKT, por

PDK1 e mTORC2, ao qual levara a ativacdo de AKT. Created with BioRender.com

A ativacdo da via de PIK3CA/AKTL1 (Figura6) é iniciada com a interacdo entre a
subunidade regulatoria e catalitica. Isso mantém a atividade enzimética de PIK3CA em um
estado de inativacdo no citosol. No entanto, a ligacdo de fatores extracelulares a receptores
especificos com atividade pTyr (tirosinas quinases, EGFR, receptor de insulina, nAChRs,
entre outros) favorece a ancoragem da subunidade p-85a ¢ sua fosforilagdo, 0 que
desencadeia a liberagdo e ativacdo da subunidade catalitica p110a, que ira converter
lipideos de membrana PtdIns-3,4-P, em PtdIns-3,4,5-P3;. A formacdo de Ptdins-3,4,5-P3
leva a ancoragem de AKT (proteina quinase B), junto com o recrutamento e ativacdo da
fosfatidilinositol dependente de proteina quinase-1 (PDK1) mTORC2, os quais irdo
fosforilar AKT nos residuos T308 e S473, respectivamente. Uma vez fosforilada e ativada,
AKT ¢ responsavel por regular numerosos processos celulares; como, a progressao do
ciclo celular, sobrevivéncia celular, migracdo e sintese de proteina. A via de PI3K/AKT &
cessada através da acdo do supressor tumoral PTEN (fosfatase e tensina homologa), ao
qual é responsavel por desfosforilar Ptdins-3,4,5-P3 em PtdIns-3,4-P,, cessando a via de
sinalizacdo e ativacdo (VANHAESEBROECK; STEPHENS; HAWKINS, 2012;
FRUMAN et al., 2017; HOXHAJ; MANNING, 2020). Observa-se que em 30% dos

tumores de cabeca e pescoco tem a perda de funcdo de PTEN, ao qual, desencadeia uma
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regulacdo negativa da via de PI3K-AKT (ABRAHAO et al., 2013).
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Figura 6. Processo de ativagdo e regulacdo da via de PI3K/AKT através de receptores com
atividade pTyr e seus efeitos sobre ativacdo de processos celulares. Circulos em amarelo, denota
um processo de fosforilagdo. Circulos com espinhos denotam os pontos de ativacdo e desativagdo
das respectivas proteinas. Created with BioRender.com

Visto como uma das principais vias alterada e ativada em diversos tipos de cancer,
PI3K/AKT, tém-se tornado um dos principais alvos de estudos para desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento do cancer. Embora alguns farmacos alvo para PI3K ja
tenham sido desenvolvidos e aprovados para tratamento, 0 seu uso ainda esbarra na sua
alta toxicidade para o organismo e resisténcia gerada no tumor (THORPE; YUZUGULLU;
ZHAO, 2015; FRUMAN et al., 2017; JANKU, 2017; VERRET et al., 2019; HOXHAJ;,
MANNING, 2020; MADSEN; VANHAESEBROECK, 2020)

3.4. Via de Hipodxia

O complexo HIF-1 é um fator de transcricdo que ativa a expressdo de genes
envolvidos em varios aspectos fisioldgicos, como angiogénese, regulagdo do pH celular,
metabolismo da glicose, entre outros. Esse complexo é composto por uma subunidade alfa
(HIF-1a) e uma subunidade nuclear beta (HIF-1B) (Figura 7)(SEMENZA, 2007b). A
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sintese de HIF 1a ocorre de forma constante, porém em condi¢es de normoxia, a mesma é
rapidamente degradada apo6s sofrer modificacdo pds-traducional, como a adi¢cdo de um
grupamento hidroxil pelas prolil hidroxilases (PHDs) e do grupamento acetil pela ARD1
acetiltransferase, o que resulta na ligacdo do complexo von Hippel-Lindau (VHL) a
proteina HIF-1o, levando a sua ubiquitinacdo e, posteriormente, & degradacao
proteossomal. A atividade da HIF 1o ¢ também controlada por meio da hidroxilagdo de um
residuo de asparagina pelo fator inibidor de HIF (FIH), que previne a interacdo de HIF-1a
com seu coativador de transcricdo p300/CBP (Figura 8). Tanto a PHD3 como a FIH
requerem oxigénio e a-cetoglutarato como substratos; além de ferro e ascorbato como
cofatores das reagdes (SEMENZA, 2003, 2007b).
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Figura 7. Representacdo esquematica da proteina de HIF-1a e B. Representado na proteina HIF-1a
os locais de hidroxilacdo e acetilagdo, juntamente com as respectivas proteinas responsaveis por
essa modificacdo na proteina, ao qual em situacdo de normoxia, leva HIF-1a a sua degradacao
proteossomal. Esta também representada a regido de interacdo entre HIF-1a ¢ B para formar o
complexo transcricional ativo HIF-1 em situacdes de hipdxia, como: regido de dimerizagdo, local de
interacdo no DNA promovido pelos elementos de resposta a hipoxia (HRE) e da regido de ligacdo do
co-activador p300/ CBP. Created with BioRender.com

Sob condicbes de hipoxia, a subunidade HIF-1o ¢ estabilizada e translocada do
citoplasma para o nucleo, onde dimeriza com a subunidade HIF-1pB, formando o complexo
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transcricionalmente ativo HIF-1, que se associa com co-ativadores transcricionais e
promove a expressdo de mais de 100 genes, que estdo relacionados a progressdo tumoral
(SEMENZA, 2007b). Estudos mostram que a via de PI3K/AKT esté diretamente envolvida
no processo de regulacdo da transcricdo, traducgéo e estabilizacdo de HIF-1a no citoplasma
e a via de ERK1/2 na ativagdo do complexo transcricional de HIF-1, devido a fosforilacdo
do co-activador p300/CBP, que se liga a HIF-1a e HIF-1p aumenta a afinidade do
complexo HIF-1/p300 (Figura 8) (MAGGIONI et al., 2011; DODD; TEE, 2015;
HAYASHI et al., 2019).
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Figura 8. Representacdo esquematica da regulacdo celular de HIF-1a em situagdo de hipoxia,

pseudohipdxia e norméxia. Created with BioRender.com

Mesmo em condic¢Bes de normoxia, as células tumorais podem ativar o complexo
HIF-1, em uma condi¢cdo denominada de pseudohipdxia. Isso ocorre por uma mudanga do
metabolismo da glicose pela célula, o chamado de Efeito Warburg, no qual temos uma
cascata de ativacdo causada por AKT1, a qual ativa mTORC1, sendo esse, responsavel
pelo aumento da transcricao, traducéo e ativacdo de HIF-1a. Durante esse processo, HIF-
la € estabilizado e translocado para o nucleo para formar o complexo HIF-1, levando ao
aumento da expressdo génica e traducdo do transportador de glicose tipo | (GLUT1), da

enzima lactato desidrogenase (LDH) e da enzima piruvato desidrogenase quinase (PDK1),
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que limita a entrada de piruvato no ciclo de Krebs e favorece sua conversdo em lactato
como forma de obtencdo de energia. Além disso, o complexo transcricional de HIF-1
favorece 0 aumento da expresséo anidrase carbénica 9 (Ca-9), uma enzima fundamental na
manutencdo do pH intracelular de células tumorais (Figura 9) (DEBERARDINIS;
CHANDEL, 2020; HOXHAJ; MANNING, 2020).

Uma das principais fontes utilizada para gerar energia nas células de mamiferos, a
glicose, tem seu transporte do meio extracelular para o citosol realizado por 11 dos 14 tipos
diferentes de transportadores de membrana, ao qual, estdo divididos em trés tipos de
classes (1 - GLUTs 14, 14; 2 - GLUTs 5, 7, 9 e 11; 3 GLUTs 6, 8, 10, 12 e HMIT)
codificados pelo gene SLC2. O primeiro transportador de membrana isolado e identificado
foi GLUTL1 (gene SLC2A1), por isso tem sido amplamente estudado até os dias atuais.
GLUT1 tem sua expressdo ubiqua em todo o organismo e 0 aumento na sua expressao
pode ser observado em diversos tipos de tumor solido, o que contribui para o aumento da
captacdo de glicose e a progressdo tumoral (AUGUSTIN, 2010; THORENS;
MUECKLER, 2014).

Os tumores sdo altamente dependentes da glicose, para suprir demandas da
producdo proteinas, nucleotideos e lipideos (vias anabolicas), além da geracdo de ATP por
uma via mais rapida, para sustentar seu acelerado metabolismo e rapida divisdo celular.
Para que isso ocorra as células tumorais optam por realizar a glicélise aerébica (Efeito
Warburg), ao qual converte piruvato em lactato. Esse processo ocorre devido o aumento da
expressao e traducdo de genes alvo do complexo HIF-1, como PDK1, LDH e GLUT1
(Figura 9). PDK1 tem a funcdo de impedir que o piruvato formado na glicolise entre na
mitocondria e seja degradado até CO, (saldo de ~36ATP). Desta forma o piruvato é
convertido em lactato pela enzima LDH. Todas essa alteracdo metabdlica resulta em menor
saldo total de ATP (saldo de 2 ATP por glicose) gerado no final do processo, entretanto,
acelera a producdo de macromoléculas pela via anabolica. Tal fato pode explicar a grande
necessidade de aumentar a expressdo de GLUT1 e sua estabilizagdo na membrana
plasmatica, para assim aumentar a captacao de glicose por essas células (LUNT; VANDER
HEIDEN, 2011).

A quebra da glicose em lactato leva a formacdo de metabdlitos secundarios como
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CO; e protons H, o que causa uma acidificagdo do meio intracelular. O meio intracelular
acido é incompativel com o funcionamento celular e sobrevivéncia. Desta forma, para
manter o pH deste meio neutro, tanto o lactato como os prétons devem ser transportados
para 0 meio extracelular, isso ocorre através de transportadores Monocarboxilato (MCT4)
e Canais de Nat+/H+ (NHE1), o que contribui com a acidificagdo do microambiente
extracelular, tornando o meio intracelular mais basico. Ja 0 CO, presente, passa por difuséo
através da membrana plasmatica para 0 meio extracelular, contribuindo também com a
acidificacdo deste. No meio extracelular o CO, ira sofrer uma reacdo reversivel de
hidratacdo para formacédo de bicarbonato (HCOS3-), reacdo esta catalisada pela anidrase
carbonica 9 (Ca9) (Figura 9), que sdo metaloenzimas compreendidas por 16 isoenzimas a-
CAs que apresentam zinco (Zn**) em seu sitio ativo (PASTOREKOVA et. al., 2008;
CHICHE et. al., 2009).

O bicarbonato formado pela agdo de Ca9 (H,O + CO, = HCO; + H") sera
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, 0 CO, passara por difusdo para o meio extracelular, a &gua por
aquaporinas presente na membrana celular, onde sofrerdo nova reacdo de hidratacdo para
formar bicarbonato, liberando prétons capturados no meio intracelular, acidificando ainda
mais o meio extracelular (PASTOREKOVA et. al., 2008).

Desta forma, com a expressao dos reguladores de pH, tais como: transportadores de
membrana, bombas e isoenzimas (Anidrases Carbdnicas), o ambiente intracelular é
preservado neutro, mas produzindo uma acidose no meio extracelular tipica de ambientes
tumorais, contribuindo para sua progressao (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).

Tumores de CECO possuem uma alta expressdo de HIF-/a, GLUTI e Ca9, sendo
sugestivo como marcador para prognéstico dos pacientes, pois estudos demonstram haver
uma relagdo direta com o pior prognostico do paciente, 0 que leva a um aumento do risco
da morte desse paciente (ECKERT et al., 2012, 2019; MENDES et al., 2014; PETERLE et
al., 2018).
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Figura 9. Efeito Warburg em células tumorais. 1-2 Representacdo de como a hipdxia e a
pseudohipdxia inibem a degradacdo proteossomal de HIF-la, levando a sua estabilizagdo e
migracéo para o nucleo, para formar o complexo transcricional ativo, pela dimerizagdo com HIF1
e 0 complexo co-ativador p300/CBP. 2-3 Aumento da expressdo de génica e da traducdo proteica,
de proteinas ligadas a mudanga de metabolismo da glicose em células tumorais. 4- Inibi¢do da
entrada do piruvato na mitocondria e sua conversdo em lactato pela via aerdbica da glicolise. 5-
Aumento da concentracdo de protons e lactato no meio intracelular, gerado pela degradagdo do
piruvato e suas respectivas rotas de saida para meio extracelular. 6- Processo de desacidificacdo do

meio intracelular realizado pela enzima CA9. Created with BioRender.com
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4. Metodologia
4.1. Cultura celular
Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes linhagens celulares:

e SCC-9 - Linhagem celular derivada de carcinoma epidermoide de lingua de
um homem com 25 anos, ndo fumante (RHEINWALD; BECKETT, 1981).

e DOK (Queratindcitos orais displasicos) - A linhagem celular foi retirada de
um fragmento dorsal da lingua de um homem de 57 anos, fumante pesado,
ao qual apresentava displasia epitelial leve a moderada. Onze anos depois
do aparecimento da displasia, um carcinoma de células escamosas se
desenvolveu no local e foi retirado. Posteriormente, a displasia
remanescente foi removida, e a partir da parte que foi retirada, as culturas de
células primarias que deram origem a DOK foram iniciadas (CHANG et al.,
1992).

As linhagens foram cedidas pelo Prof. Dr. Fabio Daumas Nunes, da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (FO-USP), e cultivadas em parceria com o
Laboratdrio de Biologia de Células Tronco (LABITRON) da FO-USP.

O cultivo de SCC9 foi realizado em meio de cultura contendo DMEM (Sigma-
Aldrich), Ham-F12 (Gibco), suplementado com 10% de soro bovino fetal,
antimicotico/antibiético e de hidrocortisona (50ng/mL). O cultivo de DOK foi realizado
em meio de cultura contendo DMEN (Sigma-Aldrich), suplementada com 10% soro
bovino fetal, antimicotico/antibidtico e hidrocortisona (5 ng/mL). Os dois cultivos
celulares foram mantidos em estufa de atmosfera imida a 37°C e 5% de CO, em garrafa de
cultura de 175 cm? O crescimento celular foi monitorado com auxilio de microscépio
invertido Nikon® TS100F. O meio de cultivo das células era trocado a cada dois dias. No
momento em que as células atingiram 80% de confluéncia, o meio foi totalmente aspirado
e as ceélulas lavadas com 10 mL de PBS 1x estéril, e dispostas com 5 mL de tripsina a
0,05% durante 5 minutos em estufa a 37°C, até o desprendimento do frasco. Apo6s o tempo
decorrido foram adicionados 5 mL de meio de cultivo em cada frasco para inativar a

tripsina. As células em suspensdo foram transferidas para um tubo tipo Falcon® de 15 mL,
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e centrifugadas a temperatura ambiente a 1,000 x g por 4 minutos; em seguida o
sobrenadante foi aspirado e adicionado 1mL de meio de cultura especifico para cada
célula. Uma porcdo das células foi separada para realizar a contagem em camara de
Neubauer com auxilio de azul de tripan. Apos contagem, as células foram ressuspendidas e
distribuidas em placas de cultivo (6,12 e 96-well) a uma concentracdo de 1x10°
células/pogo, acondicionando novamente em estufa nas mesmas condi¢des anteriores ate
atingirem a confluéncia de 80%. Apoés atingirem a confluéncia ideal, os meios foram
trocados e as células foram expostas a uma mistura de meio de cultivo e nicotina (N3876 -

Sigma) nas concentracfes de 0 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM, nos tempos de 8 e 24h.
4.2. Ensaio de Viabilidade Celular

A andlise de viabilidade celular foi realizada a partir do método de Suforodamina B
(SRB) em placa de 96 pocos (SKEHAN et al., 1990). A técnica consiste em preencher cada
poco da placa com 25uL de acido tricloroacético (TCA) a 10% e incubando a 4°C por 1h.
Decorrido o tempo, as placas foram lavadas em agua corrente por cinco vezes e
completamente secas em temperatura ambiente. A SRB foi adicionada a uma concentragao
de 0,4% (100uL/poco), incubando por 30 minutos em temperatura ambiente. Decorrido o
tempo, as placas foram lavadas por quatro vezes com &cido acético 1% e posteriormente
secas em temperatura ambiente. Para o processo de leitura foi adicionado Trizma-base a 15
mM, levando ao shaker por 1 hora, com intuito de solubilizar a SRB. Por fim, a
absorbancia foi lida no comprimento de onda de 565nm em leitor de placa de Elisa. A

porcentagem da viabilidade celular foi calculada pela seguinte férmula:
(média OD tratamento/média OD controle) X 100
Onde, OD representa a absorbancia média. O controle foi considerado 100%.
4.3. Ensaio de cicatrizacao de ferida

A andlise de migracdo celular foi realizada através do ensaio de cicatrizacdo de
ferida. As linhagens celulares de SCC-9 e DOK foram cultivadas em placa de 12 pocos (1
x 10°) e incubada em estufa imida & 37°C em 5% CO,. Apés atingir confluéncia, uma

ferida foi feita no centro da placa utilizando uma ponteira de pipeta p200. Em seguida, a
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placa foi lavada duas vezes com tampé&o fosfato 1x (PBS 1x) para remover o resto celular
existente. Apos lavagem, as células foram expostas as concentracbes pré-determinadas de
nicotina. Foram utilizadas como controle negativo células cultivadas apenas em meio de
cultura. Para estimar a migracao das células, foram capturadas trés imagens de cada poco,
no aumento de 10x, nos intervalos de tempo de 0, 8 e 24 horas, com auxilio de um
microscopio invertido Nikon® TS100F. O software Imagel® foi utilizado para calcular a
area de ferida. A porcentagem de fechamento da ferida foi calculada em comparacdo com a

area da ferida do tempo Oh, com a seguinte formula:

(At=0 — A¢=an)
At=o

fechamento da ferida % = { 1% 100

Ao = Area da ferida mensurada imediatamente apés realizagio
A=pn — Area da ferida mensurada h horas apés realizacio
4.4. Extracdo de RNA e teste de integridade

A extragdo do RNA das células cultivadas foi realizada por meio de Trizol®

(Invitrogen) seguindo protocolo do fabricante com algumas modificagdes.

Para a extracdo de RNA, o meio de cultura foi totalmente aspirado das placas e
estas foram incubadas com 750uL de TRIzol por 5 minutos. Apds a lise celular, as células
foram coletadas e transferidas para microtubos de centrifuga de polipropileno livres de
RNase e DNase, adicionando-se a cada amostra 200uL de cloroférmio. Os tubos foram
centrifugados a 10.200 x g durante 15 min a 4°C; em sequéncia a fase aquosa, contendo o0
RNA, foi transferida para novos microtubos. Foram adicionados 500upL de &lcool
isopropilico em cada tubo, sendo o material mantido em gelo por 10 minutos, com intuito
de aumentar a precipitacdo do RNA.Decorrido o tempo, os tubos foram centrifugados a
10.200 x g durante 10 min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 1mL de
etanol 75% gelado adicionado a cada amostra. Logo apos, os tubos foram centrifugados a
8.400xg durante 5 min. O etanol foi descartado e os microtubos foram deixados secando de
cabeca para baixo a temperatura ambiente por 10 minutos. Por fim, o RNA foi ressuspenso
O RNA extraido foi quantificado e avaliado quanto a sua qualidade e concentracdo através

34



do aparelho NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Scientific), observando os padrdes de
comprimento de onda de 260 e 280 nm, que ficaram entre o padrdo aceitavel para RNA -
1.8 e 2.0. Para anélise da integridade do RNA, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 0,8% corado com Brometo de Etidio, considerando integros aquelas

amostras que apresentavam bandas ribossémicas 18S e 28S bem definidas.
4.5. Tratamento e Sintese de cDNA

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

Technologies™), seguindo protocolo proposto pelo fabricante.
4.6. PCR em tempo real

A andlise da expressdo génica foi realizada através de PCR em tempo real em
termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies™), em volume final de 10 pL para
cada reacdo. Os primers utilizados na reacdo encontram-se na Tabela 1 e foram desenhados
utilizando a ferramentas PrimerQuest Tool e OligoAnalyzer Tool, disponibilizada pela

empresa IDT™

(https://www.idtdna.com/pages). As reacOes de amplificacdo foram
realizadas em triplicadas. Os niveis de transcritos em SCC9 foram normalizados em
relacdo ao controle enddégeno B2M (Beta-2-Microglobulina) e em DOK foram
normalizados em relacdo ao controle endégeno GAPDH, sendo em seguida corrigidos em
relagio ao grupo controle (0 mM) de acordo com o método 24" (LIVAK;

SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 1. Sequéncia dos primes para gPCR

GENE Sequencia de Primer Amplicon Tm (°C)

F:AGATCCTCAAGAAGGAAGTC
AKT1 120 58
R:TCTGGAAAGAGTACTTCAGG

F:GCTTTCTGTCTCCTCTAAAC
PIK3CA 75 57
R:CAGAGGACATAATTCGACAC

F: CCAAGAGTGTGCTAAAGAAG
GLUT1 76 58
R: CGACTCTCTTCCTTCATCT

F: GACATCCTAGCCCTGGTTTT
CA-IX 74 61
R: CCTTTGGTTCCCCTTCTGTG

F:TTCAAGCAGTAGGAATTGGAAC
HIF-1a 115 60
R: CGTTTCCAAGAAAGTGATGTAGTAG

F:ACTTTGTCACAGCCCAAGAT
B2M 80 62
R:CCAAATGCGGCATCTTCAAA

F: GGTGTGAACCATGAGAAGTATGA
GAPDH 70 62
R: GAGTCCTTCCACGATACCAAAG

4.7. Anélise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad v.7.00 (GraphPad
Software, San Diego, California, USA). Para ensaio de viabilidade por SRB e expressdo
génica, quando realizado a comparacao entre o controle e tratados, as analises estatisticas
foram feitas através da Two-Way ANOVA com pos-teste Dunnett’s. Ja para mensuragdo
da migracdo celular através do ensaio de cicatrizacdo de ferida, foi utilizado Two-way
ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Para anélise da expressdo génica entre os tempos de
8 e 24 horas da exposicao as variadas concentragdes de nicotina, foi utilizado Two-way
ANOVA com pos-teste de Sidark. Foram admitidas diferencgas estatisticas significativas

somente quando p<0,05.
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5. Resultados
5.1. Teste de viabilidade das linhagens celulares de SCC9 e DOK expostas a

diferentes concentracdes de nicotina

A andlise de viabilidade celular realizada através de SRB demonstrou que as
concentragOes de nicotina utilizada em nosso estudo foram capazes de alterar a viabilidade
de SCC9 apos 8 horas de exposicdo (Figura 10a). Como demonstrado, houve um aumento
da viabilidade celular nas concentracdes de 1uM (17%), 5uM (20%) e 10uM (14%) em
comparacdo ao controle. No tempo de 24 horas, as concentragdes de nicotina ndo foram
capazes de gerar qualquer alteracdo na viabilidade de SCC9. (Figura 10a).

A viabilidade celular de DOK ndo foi afetada pelas concentracGes de nicotina

utilizadas em ambos os tempos de exposigéo utilizados nas avaliagdes (Figura 10b).
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Figura 10. Efeito da nicotina sobre a viabilidade celular de SCC9 (a) e DOK (b), analisada por
SRB nos tempos de 8 e 24 horas. Asteriscos (*) indicam diferenca significativa testada por two-
way ANOVA com pds-teste de Dunnett (p<0,05). Os experimentos foram realizados em

sextuplicata.
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5.2. Efeito de diferentes concentracfes de nicotina na migragdo celular das
linhagens de SCC9 e DOK

O ensaio de ferida demostrou nao haver diferenca na migracdo celular entre os
tratamentos com nicotina e o controle na linhagem celular de SCC9, nos tempos de 8 e 24
horas (Figura 11a). A densidade do fechamento da ferida manteve-se inalterada ao longo

do tempo em relacdo as concentracdes de nicotina (1, 5 e 10uM) e o controle (Figura 11b).
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Figura 11. Efeito das concentracBes de nicotina sobre a migracao celular de SCC9. As imagens
acima representam o ensaio de ferida nos tempos de 0, 8 e 24 horas (a). O gréafico representa a
densidade do fechamento da ferida em porcentagem quando comparado as concentracdes de
nicotina com o controle (b). Os dados foram analisados por two-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Com relagdo a migracdo celular de DOK, nota-se que no tempo de 8 horas em 10
MM de nicotina ocorreu aumento na migracdo celular e fechamento da ferida em 44%
quando comparado ao controle (Figura 12). No entanto no tempo de 24 horas, ndo
observamos diferenca entre densidade do fechamento da ferida nas concentracGes de

nicotina em comparagdo com o controle.
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Figura 12. Efeito das concentra¢cBes de nicotina sobre a migracdo celular de DOK. Imagens
representam o ensaio de feridas nos tempo de 0, 8 e 24 horas (a). Grafico representa a densidade
do fechamento da ferida em porcentagem em quando comparado as concentragdes de nicotina com
o controle (b). Asterisco (*) indica diferengas significativas testadas por two-way ANOVA com
pos-teste de Bonferroni (p < 0.05). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.3. Andlise da expressdo génica em SCC9 e DOK expostas a diferentes
concentracdes de nicotina
5.3.1. PIK3CA

A anélise da expressdo PIK3CA em células SCC9 expostas a nicotina por 8 horas
revelou um aumento significativo na expressao génica de PIK3CA equivalente a 2,27, 2,65
e 1,99 vezes ap0s exposicdo a 1 uM, 5 uM e 10 uM de nicotina, respectivamente (Figura
13a). A exposicdo pelo periodo de 24 horas das células SCC9 a nicotina alterou a
expressao de PIK3CA somente na concentracdo de 1 uM, mantendo um aumento de 1,58

vezes em relacdo ao controle.

Fixando a concentracdo e comparando entre tempos de exposi¢do a nicotina (8 e 24
horas), observamos a diminuigcdo da expressdao de PIK3CA de 8 para 24 horas em 1uM
(1,43 vezes), em 5uM (2,34 vezes) e em 10uM (1,74 vezes).
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Figura 13. Expressdo relativa de PIK3CA em SCC9 nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressdo relativa de PIK3CA em diferentes concentracfes de nicotina apos 8 e 24
horas de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr)
em seu respectivo tempo de exposicao, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de PIK3CA entre tempo de exposic¢do de 8 e 24 horas e mesma
concentracdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma
concentracdo de exposi¢do a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste
de two-way ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressdo foram calibrados de
acordo com o método de 27**“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qgPCR foram

preparadas em triplicata e os resultados s&o provenientes de trés experimentos independentes,
sendo demonstrados como média + desvio padréo.

A expressdo de PIK3CA na linhagem celular de DOK apds 8 horas de exposicao,
teve um aumento nas concentracdes de nicotina testadas de 1 (1,95 vezes) e 10 uM (2,2
vezes), quando comparada ao seu controle (Figura 14a). A expressdo de PIK3CA no tempo
de 24 horas foi significativamente reduzida em ambas as concentracfes em relagdo ao
controle (Figura 14a).

Ao avaliar a mesma concentracdo de nicotina e sua relacdo com o tempo,
observamos que a expressédo de PIK3CA em células DOK em concentragdo de 1uM de
nicotina diminuiu 8,66 vezes na exposicdo de 24 horas em relacdo a 8 horas. Na
concentragdo de 5uM ocorreu diminuicdo de 3,2 vezes no tempo de 24 horas em relagdo a
8 horas. Ja na maior concentracdo utilizada (10uM), pode se observar uma reducdo de 22,7
vezes na expressao de PIK3CA de 24 horas em relacdo a 8 horas de exposi¢cdo a nicotina
(Figura 14a).
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Figura 14. Expresséo relativa de PIK3CA em DOK nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressdo relativa de PIK3CA em diferentes concentracfes de nicotina apos 8 e 24
horas de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr)
em seu respectivo tempo de exposicao, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de PIK3CA entre tempo de exposic¢do de 8 e 24 horas e mesma
concentracdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma
concentracdo de exposi¢do a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste
de two-way ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressdo foram calibrados de
acordo com o método de 27 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram

preparadas em triplicata e os resultados s&o provenientes de trés experimentos independentes,
sendo demonstrados como média + desvio padréo.

53.2. AKT1
6. A expressao de AKT1 em células SCC9 apresentou comportamento similar, embora em
magnitudes diferentes, quando avaliadas ap6s 8 e 24 horas de exposicdo as diferentes
concentragdes de nicotina. Em ambos o0s tempos de exposi¢do ocorreu aumento na
expressdo de AKT1 nas concentracbes de 1 pM e 5 pM e nenhuma variacdo
significativa na concentragcdo de nicotina de 10 pM, quando comparadas com o
controle (Figura 15a). Apos 8h de exposigdo a nicotina, 0 aumento na expressao de
AKT1 foi de 1,5 vezes nas concentragdes de 1 um e 5 UM, em relacéo ao controle. Em
24 horas de exposi¢do a nicotina, ocorreu aumento da expressdo de AKT1 em 2,09 e
1,42 vezes nas concentracdes de 1 UM e 5 pM, respectivamente, comparados ao

controle (Figura 15a).
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A andlise comparativa entre tempos de exposi¢cdo a nicotina em uma mesma
concentracdo mostrou diferenca somente na expressdo de AKTL1 entre 8 e 24 horas na
concentracdo de 1uM, onde ocorreu aumento de 1,39 vezes na expressao em 24 horas em
relacdo a 8 horas (Figura 15b).
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Figura 15. Expressao relativa de AKT1 em SCC9 nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressdo relativa de AKT1 em diferentes concentra¢fes de nicotina apos 8 e 24 horas
de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em seu

respectivo tempo de exposi¢do, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett

(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de AKT1 entre tempo de exposicdo de 8 e 24 horas e mesma

concentracgdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentragéo

de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 2 **“" (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em

triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados

como média + desvio padréo.

Entre as concentracGes de nicotina utilizadas nesse experimento apenas 10 uM (1,5

vezes) foi capaz de aumentar a expressdo de AKT1 na linhagem celular de DOK no tempo

de 8 horas (Figura 16a). J& no tempo de 24 horas foram observadas reducdes significativas

da expressdo de AKT1 em relagéo ao controle em todas as concentragGes de nicotina.
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Quando comparado as iguais concentracfes de exposic¢ao de nicotina entre o tempo
de 8 e 24 horas (Figura 16b), pode se notar que houve uma diminuicdo da expressdo de
AKT1 de 8 para 24 horas em 1 uM (~10 vezes), 5 UM (325 vezes) e 10 UM (~14 vezes).
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Figura 16. Expressdo relativa de AKT1 em DOK nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressdo relativa de AKT1 em diferentes concentragdes de nicotina apds 8 e 24 horas
de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em seu
respectivo tempo de exposicdo, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de AKT1 entre tempo de exposicdo de 8 e 24 horas e mesma
concentragdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentragdo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressdo foram calibrados de acordo com o
método de 2 %' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em

triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados
como meédia + desvio padréo.

6.1.1. HIF-I1a

As concentracOes de nicotina, 1uM, 5 uM e 10 uM, néo afetaram a expresséo de
HIF-1a quando células SCC9 foram expostas por um tempo de 8 horas (Figura 17a).
Entretanto, houve um aumento na expressao de HIF-1a todas as concentragdes de nicotina
utilizadas apos exposicdo de 24 horas. Esse aumento foi de 3,06, 2,46 e 3,17 vezes nas

concentragdes 1 uM, 5 uM e 10 uM, respectivamente (Figura 17a).

A comparacao entre os tempos de exposicdo de 8 e 24 na mesma concentracdo de

nicotina, mostrou haver diferenca na expressao de HIF-/a nas concentra¢Ges 1uM, 5uM e
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10uM, sendo possivel observar um aumento de 3,47, 2,64 e 3,77 vezes no tempo de 24
horas em relagéo ao tempo de 8 horas (Figura 17b).
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Figura 17. Expressao relativa de HIF-7/a em SCC9 nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressao relativa de HIF-/a em diferentes concentracBes de nicotina ap6s 8 e 24
horas de exposi¢cdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em
seu respectivo tempo de exposicao, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de HIF-/a entre tempo de exposicdo de 8 e 24 horas e mesma
concentracgdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentragéo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 27 **“* (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em
triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados

como média + desvio padréo.

Em relacdo a DOK, nota-se que apenas a concentragdo de 10 um demonstrou ser
capaz de aumentar a expressao de HIF-/a na ordem de 2 vezes no tempo de 8 horas,
guando comparada a expressdo do controle (Figura 17a). Porém, apds 24 horas pode-se
observar que houve uma reducgéo da expressao em todas as concentragdes em comparagao
ao controle, onde podemos destacar uma alta reducédo de 38,5 vezes para concentracdo de 5
UM (Figural7a).
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Verificamos que a expressdo de HIF-/a foi reduzida em 16 vezes na concentragéo
de nicotina de 10 uM no tempo de 24 horas em rela¢do a 8 horas, quando comparado as

iguais concentracdes de exposic¢do a nicotina (Figura 17b),

=
(=2

4 2.5+ M 2.51
5 o & [
a a
'EAZ 'E,\ZO-
-1 -
a by =}
&g = s
=31 £ S 1.5
S = S
§g1. QELO' *
€, 5 < 0.54 I *
£ o = 3 = _ =
é 0.0" T T T T é 00' T T -I T
N &
F&TSS & § & ¢

Figura 18. Expressdo relativa de HIF-/a em DOK nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressao relativa de HIF-/a em diferentes concentracBes de nicotina ap6s 8 e 24
horas de exposi¢do. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em
seu respectivo tempo de exposicao, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de HIF-/a entre tempo de exposicdo de 8 e 24 horas e mesma
concentracgdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentragéo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 27**“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-gPCR foram preparadas em
triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados
como meédia + desvio padréo.

6.1.2. Glutl

A expressdo de Glutl foi diferencialmente afetada pelas concentragfes de nicotina
guando células SCC9 foram expostas pelo periodo de 8 horas (Figura 19a). Na
concentracdo de 1 pM houve aumento de 2,3 vezes na expressao de Glutl. Em
contrapartida, nas concentraces de 5 uM e 10 uM observamos reducdo na expressao de
Glutl de 1,6 vezes e 1,5 vezes, respectivamente, quando comparado a expressdao do
controle. Também observamos que, a nicotina exerce efeito estimulatério na expressao de

Glutl ap6s 24 horas de exposicdo, e esse efeito independe da concentracdo testada.
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Entretanto, a concentragéo de 1 pM apresentou maior expressao de Glutl (3,7 vezes) em
relacdo a 5 uM (2,8 vezes) e 10 uM (2,9 vezes), em relagdo ao controle.

Independente da concentragé@o de nicotina, a expressdo de Glutl mostrou-se sempre
maior no tempo de 24 horas com relacdo a 8 horas de exposicdo (Figural9b). As
concentracdes de 1uM, 5uM e 10uM aumentaram a expressao de Glutl na ordem de 1,6

vezes, 4,7 vezes e 5 vezes, no tempo de 24 horas em relacdo a 8 horas.
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Figura 19. Expressdo relativa de GLUT1 em SCC9 nos tempos de 8 e 24 horas de exposi¢do a
nicotina. (a) expressao relativa de GLUT1 em diferentes concentrages de nicotina apos 8 e 24
horas de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em
seu respectivo tempo de exposicdo, por meio do teste two-way ANOVA com poés-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacéo da expressdo de GLUT1 entre tempo de exposi¢do de 8 e 24 horas e mesma
concentragdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenga significativa entre a mesma concentragéo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 27**“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em

triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados
como média + desvio padréo.

A expressdo de Glutl em DOK 8 horas apds exposicao a nicotina foi aumentada em
2,5 e 7,6 vezes nas concentracOes de 1 e 10 uM. Contudo, na concentragéo de 5uM houve
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uma diminuigdo expressiva de 4,8 vezes na expressdo de Glutl, comparado ao controle
(Figura 20a). Apds 24 horas de exposicdo a nicotina, todas as concentracdes de nicotina
utilizadas nesse estudo reduziram a expressao de Glutl. Na concentracdo de 5 uM néo

observamos expressao quando comparado com a expressdo de Glutl do controle (Figura
20a).

A comparacdo entre os tempos de 8 e 24 horas em uma mesma concentracdao de
nicotina mostrou que a nicotina é capaz de reduzir a expressao de Glutl em concentracfes
de 1uM (~10 vezes) e 10uM (~56 vezes) no tempo de exposigdo de 24 horas em relagéo a
8 horas (Figura 20b).
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Figura 20. Expresséo relativa de GLUT1 em DOK nos tempos de 8 e 24 horas de exposicdo a
nicotina. (a) expressao relativa de GLUT1 em diferentes concentragBes de nicotina ap6s 8 e 24
horas de exposi¢do. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em
seu respectivo tempo de exposicdo, por meio do teste two-way ANOVA com poés-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de GLUT1 entre tempo de exposi¢do de 8 e 24 horas e mesma
concentracgdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenga significativa entre a mesma concentragéo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 2 **“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em

triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados
como média £ desvio padrao.
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6.1.3. Ca9

Em células SCC9, a nicotina é capaz de aumentar a expressdo do gene Ca9 apos
periodo de 8 horas e 24 horas de exposicdo. No tempo de 8 horas, esse aumento foi de 1,8,
1,9 e 1,3 vezes nas concentragOes de 1puM, 5uM e 10uM, respectivamente, em relacdo ao
controle (Figura 21a). J& no tempo de 24 horas o aumento foi de 3,3 vezes, 2 vezes e 2,6
vezes nas concentracfes de 1uM, 5uM e 10uM, respectivamente, em relacdo ao controle
(Figura 21a). Embora o aumento tenha sido comum em ambos 0s tempos de exposicao
observamos que na concentracdo de 1puM a expressdo de Ca9 foi aumentada em 1,8 vezes
no tempo de 24 horas em relagdo a 8 horas. E na concentracdo de 10uM esse aumento foi
de 2 vezes (Figura 21b).

~
o

Figura 21. Expressdo relativa de Ca9 em SCC9 nos tempos de 8 e 24 horas de exposi¢do a
nicotina. (a) expressdo relativa de Ca9 em diferentes concentragdes de nicotina apds 8 e 24 horas
de exposicdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em seu
respectivo tempo de exposicdo, por meio do teste two-way ANOVA com pos-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de Ca9 entre tempo de exposicdo de 8 e 24 horas e mesma
concentracgdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentragéo
de exposicao a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 2 " (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-gPCR foram preparadas em
triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados
como média £ desvio padrao.
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Por fim, analisamos o efeito da exposi¢do a nicotina sobre a expressdo de Ca9 na
linhagem celular de DOK. Observamos que no tempo de 8 horas a nicotina promoveu
aumento na expressdo de Ca9 concentracdes de 10 UM de 12 vezes comparado ao controle
(Figura 22 a). Apds 24 horas de exposicdo, a expressao do gene Ca9 foi significativamente

diferente entre o controle e as demais concentragdes (Figura 22 a).

As variacdes na expressdao de Ca9 entre 8 e 24 horas nao foram significativas
quando avaliamos as concentracdes de 1uM e 5uM. Contudo na concentracdo de 10uM a
expressdo de Ca9 foi significativamente reduzida (73 vezes) no tempo de 24 horas em
relacdo a 8 horas (Figura 22b).
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Figura 22. Expressao relativa de Ca9 em DOK nos tempos de 8 e 24 horas de exposi¢édo a
nicotina. (a) expressao relativa de Ca9 em diferentes concentragdes de nicotina apds 8 e 24 horas
de exposigdo. Asterisco (*) indicam diferenca significativa do controle negativo (Cntr) em seu
respectivo tempo de exposicdo, por meio do teste two-way ANOVA com poés-teste Dunnett
(p<0,05). (b) relacdo da expressdo de Ca9 entre tempo de exposi¢cdo de 8 e 24 horas e mesma
concentracdo de nicotina. Asterisco (*) indicam diferenca significativa entre a mesma concentracdo
de exposicdo a nicotina quando comparando entre o tempo de 8 e 24 horas pelo teste de two-way
ANOVA com post hoc Sidak (p<0,05). Os niveis de expressao foram calibrados de acordo com o
método de 2 “*“' (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As reacdes de RT-qPCR foram preparadas em
triplicata e os resultados sdo provenientes de trés experimentos independentes, sendo demonstrados

como média + desvio padréo.
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7. Discussao

O uso do cigarro e considerado um dos principais fatores de risco para o surgimento
do CCO. Dentre os seus componentes, a nicotina é o principal alcaloide natural encontrado
em grandes quantidades (SANNER; GRIMSRUD, 2015; CRAMER et al., 2019). A
nicotina é bastante utilizada no tratamento de reposicdo para individuos que querem
abandonar o héabito tabagista, além de ter seu consumo recreativo amplamente difundido
através do cigarro eletrdnico, como alternativa ao cigarro (SANNER; GRIMSRUD, 2015;
SELYA et al., 2018; MARTINEZ et al., 2020). Por si s6 a nicotina ndo é considerada um
agente capaz de promover a carcinogénese, mas pode desencadear 0 aumento da
proliferacdo e migracdo, inibicdo da apoptose e aumento da quimiorresisténcia em CCO
(LEE et al., 2005; XU et al., 2007; SULTAN; JESSRI; FARAH, 2018; NISHIOKA et al.,
2019; WANG et al.,, 2019; HSU et al., 2020). De fato, as concentragcbes de nicotina
utilizadas nesse trabalho confirmam sua capacidade em aumentar a viabilidade celular de
SCC9, especialmente apo6s 8 horas de exposicdo (Figura 10a), levando a supor que o tempo

é crucial para causar um efeito significativo na viabilidade de SCC9.

Individuos tabagistas possuem maior risco de desenvolverem lesbes pré-malignas
na cavidade oral, contudo pouco é conhecido sobre os reais efeitos da nicotina sobre essas
lesbes. Estudos realizados com a linhagem celular DOK observaram que a nicotina
aumenta a expressao de alguns marcadores ligados a progressao tumoral
(GEMENETZIDIS et al., 2009), supressdo da apoptose (WANG et al., 2017a) e de
aumento da migracdo celular (WISNIEWSKI; MA; SCHNEIDER, 2018). Nossos
resultados demostraram que a exposi¢do a nicotina na concentra¢do de 10 uM no tempo de
8 horas levou a um aumento da migragdo celular em DOK (Figura 12), sem haver, no
entanto, aumento na proliferacdo no ensaio de SRB (Figura 10b). Isso confirma que a
nicotina possui um maior papel no aumento da atividade migratéria em DOK, sem alterar

proliferacdo da mesma.

A exposi¢do a nicotina realmente mostrou ter maior efeito sobre a expressédo de
MRNA de PIK3CA em 8 horas (Figura 13). Esse resultado nos faz especular sobre uma
possivel ligacdo com aumento da viabilidade células de SCC9 em 8 horas (Figura 10a).

Aumento nos niveis de expressdo tanto génica quanto proteica de PIK3CA, demonstra ter
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uma relacdo com o aumento na progressdo tumoral, além de caracterizar um pior
prognostico em paciente com cancer de cavidade oral/fumantes, cabegca e pescogo,
préstata, colon e gastrico (JHAWER et al., 2008; AGELL et al., 2011; COHEN et al.,
2011; GARG et al., 2013; JANG et al., 2016; GARCIA-ESCUDERO et al., 2018). Além
disso, a utilizacdo de siRNA para PIK3CA como uma forma de abordagem terapéutica foi
capaz de reduzir a expressdo génica e proteica de PIK3CA, afetando desta forma a
progressdo de celular de tumor dsseo (proveniente de metastase de prostata) e de colon
(TAKESHITA et al., 2005; RYCHAHOU et al., 2006). Esses resultados reforcam a
necessidade de realizacdo de estudos mais abrangentes para analise da expressdo génica
utilizando técnicas diferentes, seja via knockdown ou knockout de genes, que possam
agregar conhecimento sobre o comportamento do gene e sua relacdo com desenvolvimento
e/ou progressdo tumoral. Adicionalmente a analise de expressdo génica pode ser realizada
juntamente com andlise proteica a fim de avaliar o reflexo final da expressdo génica, visto

que é possivel haver mecanismos de regulacdo pos transcricional.

Além da capacidade de aumentar expressdo de MRNA de PIK3CA em linhagens
de célula de céncer de cavidade oral, n6s também observamos que de modo tempo
dependente a nicotina aumentou a expressdao nas linhagem celular com potencial
malignizante (DOK) (Figura 14). Aumento na expressdao de PI3K ja foi descrito em
amostras provenientes de tecidos displasicos de lingua (WATANABE et al., 2009). Esses
resultados evidenciam que o aumento da expressao do gene em questdo poderia aumentar a

ativacdo da via de PI3K/AKT estando ligado a carcinogénese da cavidade oral.

O aumento da expressdo génica e proteica de AKT1 em linhagens celulares e
tumores de CECO em comparacdo a linhagens celulares e tecidos normais provenientes da
cavidade oral tem papel fundamental na progressao tumoral, destacando-se como um novo
marcador alvo para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (NAKASHIRO et
al., 2015). A partir de nossos dados, foi possivel observar que a exposi¢do de SCC9 a 1 uM
de nicotina aumentou a expressao de AKT1 com o passar do tempo (Figura 15). Similar ao
nosso resultado, o tratamento com 1 pM de nicotina em outra linhagem celular de CCO,
causou o0 aumento da expressdo da isoforma de mRNA de AKT1 (ROY et al., 2019).
Adicionalmente, os autores observaram um ganho da agressividade da proliferacdo, do

potencial clonogénico e migracao, que foi revertido quando utilizado siRNA especifico
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para AKT1 (ROY et al., 2019). Em células DOK, o aumento da expressdo de AKT1 ficou
restrita ao tempo de 8 horas e apenas quando exposto a concentracdo de 10 UM de nicotina.
Aumento da expressdo da proteina p-AKT e TWIST ja foram reportados em tecido de
epitélio oral displasico, sugerindo a participacdo dos mesmos no processo de malignizacéo
do epitélio oral durante os estagios iniciais da carcinogénese (DE FREITAS SILVA et al.,
2012; MARTINS et al., 2016). A exposicdo das células DOK a 10 pM de nicotina causa
um aumento da ativacdo da proteina AKT através da sua fosforilacdo (p-AKT), onde sua
ativacdo esta relacionada ao ganho de um fendtipo migratorio através da superexpressao de
FASN (do inglés fatty acid synthase) (WISNIEWSKI; MA; SCHNEIDER, 2018).
Aumento na expressdo de AKT1 pode estar diretamente correlacionado com o aumento da
proteina AKT fosforilada. Nesse trabalho, as analises foram limitadas a resposta da
expressao génica, o que nos limita a consolidar a ligagdo entre expressdo de AKT1 e

proteina AKT fosforilada. Andlises futuras poderdo confirmar essa hipotese.

A acdo da nicotina sobre as células do cancer é capaz de mimetizar uma situacédo de
pseudo-hipoxia mesmo em condi¢des normais de oxigénio, ao qual levam a um aumento
da transcri¢do, traducdo e estabilizacdo citoplasmatica de HIF1-o (GUO et al., 2012a). No
entanto, os efeitos da nicotina sobre células de cancer sdao melhores exploradas e
compreendidas no cancer de pulmdo (MA et al., 2014). Neste experimento foi possivel
identificar que o efeito das concentraces de nicotina sobre a expressao génica de HIF-/a
ocorreu de maneira tempo dependente, na qual observamos aumento da expressao somente
apos 24 horas da exposicdo (Figura 17). O nivel de expressdo de HIF-/a em tumores de
CECO tém demonstrado ser um bom marcador de progndsticos, pois 0 aumento de sua
expressao nesses tumores tem sido correlacionado a um pior prognéstico do paciente,
devido a maior agressividade da progressao tumoral, angiogénse e metastase (ECKERT et
al., 2010, 2012; MENDES et al., 2014). Outro ponto importante é que a ativacdo da via de
PISBK/AKT/mTORC tém impacto direto no aumento da expressdo génica e proteica de
HIF-1a, favorecendo também um fendtipo de maior agressividade da progressdo tumoral,
angiogénese, metastase e quimiorresisténcia (GUO et al., 2012a; WARREN et al., 2012;
MA et al., 2014). Diferente do observado aqui nesse trabalho, linhagem celular de cancer
de pulmdo demonstram ter o pico da expressao de HIF-/a ap0s 8 horas de exposi¢édo a
nicotina, com esse pico decaindo em 24 horas de exposi¢do (GUO et al., 2012b). O

aumento da expressao da proteina de HIF-1a é observado na transicdo de lesdes do epitélio
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oral displasico para CECO, sendo sugestivo que o aumento dessa expressdo tenha ligacado
ao inicio da transformacgdo e malignizacdo desse tipo de lesdo (ZHANG et al., 2013;
PATEL et al., 2019). Interessantemente, em DOK 0 aumento expressao génica de HIF-/a
ocorreu de forma contraria a SCC9, onde foi observado 0 aumento da expressdo apenas em
8 horas e quando exposto a maior concentracdo de nicotina do estudo (Figura 18). Os
resultados da expressdo de HIF-/a apresentados aqui nos mostram que as diferencas

encontradas podem estar associadas a uma resposta especifica e dependente do tipo celular.

Em 1920, Otto Warburg observou em cultura de tecido tumoral uma mudanca
fenotipica em relagdo a tecidos normais, denominada de efeito Warburg (KOPPENOL;
BOUNDS; DANG, 2011). Um dos efeitos observados ¢ o aumento da expressdo, traducao
e migracdo da proteina de GLUT1 para membrana celular, aumentando a captacdo de
glicose e sua metabolizacdo por vias preferencialmente anaerdbicas (DEBERARDINIS;
CHANDEL, 2020; HOXHAJ; MANNING, 2020). Como podemos notar a nicotina teve a
capacidade de aumentar a expressdao de GLUTL1 ao longo do tempo, atingindo maiores
expressdes apOs 24 horas de exposicdo (Figura 19). A alta expressdo de proteica de
GLUT1 possui uma correlacdo com um pior prognostico em CECO, além disso, é
observado aumento da sua expressdo proteica em pacientes com CECO tabagistas em
relacdo a ndo tabagistas (HARSHANI; YELURI; GUTTIKONDA, 2014; AZAD et al.,
2016). Vale ressaltar que a expressdo de mRNA de GLUTL1 proveniente de carcinoma
hepatocelular é maior quando comparado ao tecido normal. Além disso, o bloqueio da
expressdo de GLUT1 em cultura celular acarreta diminui¢do da entrada de glicose e saida
de lactato, além da diminuicdo da migracdo e proliferacdo celular. Com isso, a expressdo
nesse tipo celular denota uma caracteristica de maior agressividade do tumor (AMANN et
al., 2009). Linhagens celulares de cavidade oral, como SCC25 e CAL27, possuem uma alta
expressao de GLUTL, e o silenciamento da expressdo com transfec¢do de shRNA culmina
em diminuicdo da formacdo de colbnia, viabilidade e aumento da apoptose (LI et al.,
2013). Testes in vivo, demonstraram que o Knockdown de GLUT1 em modelos de
camundongo xenograficos diminui o volume do tumor e promove aumento na sobrevida
dos animais (LI et al., 2013).

N&o foram encontrado na literatura dados que relacionem o efeito da exposicéo a

nicotina sobre células displasicas de cavidade oral. Por isso acreditamos que nosso estudo
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seja pioneiro ao realizar essa correlagdo, demonstrando que houve o efeito da nicotina
sobre a expressdo de GLUT1 em DOK, onde foi possivel notar a relacdo entre aumento na
expressao génica e exposicdo a maior dose de nicotina (Figura20). Analise da localizagédo
na membrana da proteina de GLUT1 em displasia de cavidade oral ttm demonstrado que
sua expressdo varia de média a moderada de acordo com o aumento do grau da displasia
em reposta a hipoxia (ANGADI; ANGADI, 2015). Além disso, foi observado que a
expressao de GLUT-1 na leucoplasia oral, pode ser usada como um marcador confiavel
para identificar grupos de alto risco para transformacdo maligna (DOSS et al., 2020).
Acreditamos que devido a mudancas na rota metabdlica de DOK ocasionada pela
exposicdo da nicotina, possa favorecer o0 aumento da expressao, traducdo e migracdo de
GLUT1 para membrana celular, favorecendo o aumento da capitacdo de glicose, e

contribuindo para o processo de malignizacao.

A quebra da glicose em lactato em células tumorais leva & formacéo de metabolitos
secundarios como CO; e protons H*, o que causa uma acidificacdo do meio intracelular
tornando incompativel o funcionamento e sobrevivéncia. Desta forma, entra em acdo outro
importante alvo de transcri¢cdo do fator HIF-1 a anidrase carbénica 9 (CA9), um proteina
transmembranica com o importante papel na regulagdo do pH intra e extracelular
(ECKERT et al., 2019; PASTOREKOVA et. al., 2008). Dados proveniente do “The
Cancer Genome Atlas (TCGA)”, demonstram um aumento na expressdo de mRNA de CA9
em individuos acometidos por CECO em relacdo ao tecido normal. Adicionalmente, foi
observado que tumores de CCO em estagios T2, 3 e 4 tem uma maior expressdo proteica
de CA9 quando comparado a T1 (ECKERT et al., 2012; YANG et al., 2017). Analise de
regresséo realizado em paciente com CECO demonstrou que a maior expressao de mRNA
de CA9 estava relacionada ao aumento da recorréncia locoregional, além de aumentar o
risco dos pacientes virem a obito quando comparado com amostras com menor expressao.
Ademais, foi observado haver correlagéo entre o aumento da expressdo de mRNA em
relacdo a proteina de CA9 (ECKERT et al., 2019). Neste contexto, podemos observar que
a acdo da nicotina teve a capacidade de aumentar a expressao de mMRNA de CA9 tanto em 8
como e 24 horas de exposi¢édo (Figura 21). O aumento da expressdo de CA9 em DOK ficou
limitado a maior concentracdo e ao menor tempo de exposi¢do a nicotina (Figura 22).
Alguns estudos tém especulado que o superexpressdao da proteina CA9 em regides
displasicas de cavidade oral pode ser utilizado como um preditivo independente para o
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aumento do risco de malignizagio dessas regides (ZHANG et al., 2013; PEREZ-SAYANS
et al., 2014). Esse aumento pode estar correlacionado com a capacidade da nicotina de
mimetizar uma pseudo-hipoxia alterando o metabolismo da glicose. Com isso, 0 aumento
na expressao de CA9 pode estar ligado a ajuda no balanceamento do pH intracelular

compativel a sobrevivéncia das células tumorais.
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8. Conclusao

Os dados do presente trabalho indicam a relacdo da exposi¢do a nicotina com o
aumento da expressdo dos genes que possuem estrita relagdo com a alteracdo de
metabolitos, sobrevivéncia, proliferacdo e inibicdo da apoptose nas linhagens SCC9 e
DOK. Em SCC9, observamos variacdo na expressao de alguns genes de acordo com o
tempo de exposicdo, ja em DOK, os padrdes da expressdo se mostraram bem definidos
dentro do tempo de 8 horas e de maneira dose-dependente.

Nossos achados levantam um questionamento a respeito de produtos que
contenham uma alta concentracdo de nicotina, como o cigarro convencional e 0s
eletrbnicos, e como eles podem contribuir diretamente para 0 aumento do risco de
malignizacdo de regides displasicas presentes na cavidade oral desses individuos ou
mesmo contribuindo para o crescimento dos tumores de CECO, levando a uma pior

perspectiva para 0s pacientes.
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Abstract

Aims

Jumaonji Domain-Containing 1A (JMJD1A) protein promotes demethylation of histones,
especially at lysin-9 of di-methylated histone H3 (H3K8me2) or mono-methylated
(H3K8me1). Increased levels of H3 histone methylation at hysin-9 (H3K8) is related o tumor
suppressar gene silencing. JMUD 14 gene target Adrenomeduline (ADM) has shown fo pro-
muoite cell growth and tumongenesis. JMJD1A and ADM expression, as well as H3KS meth-
ylation lewel have been related with development risk and prognosis of several tumor types.

Methods and results

We aimed to evaluate JMJD1 A, ADM, H3K9me1 and H3KS9me2expression in paraffin-
embedded tissus microarrays from &4 oral and oropharyngeal sguamous cell carcinoma
samples through immunohistochemisiny analysis. Our results showed that nuclear JMJD A
expression was related to lymph node metasiasis risk. In addition, JMJD1A cytoplasmic
Expression was an independant risk markar for advanced tumor stages. H3K9me1 cyto-
plasmic expression was associated with reduced disease-specific death risk. Furthermare,

W!;mb:ﬁ&%ﬁ: high H3K8me2 nuclear expression was associated with worse specific-disease and dis-
Exgirin Sanin (FAPES) Milps Maes s o0 Lo, ease-free survival. Finally, high ADM cytoplasmic expression was an independent marker of
and the Connlenagh de Aperiaicnamenta de lymph node metastasis sk
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