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INTRODUCAO

O carcinoma escamocelular oral (CEO) € o tipo histolégico mais comum das neoplasias malignas da cavidade
oral. Apesar dos avancos no diagnéstico e tratamento, 0os impactos na sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes ainda séo insatisfatérios. Por isso, a busca do conhecimento sobre a patogénese, alvos terapéuticos
e grupos farmacoldgicos sdo importantes para o controle do cancer. Neste contexto, a participacdo de vias de
sinalizacdo embrionéaria na patogénese das neoplasias vem ganhando destaque na literatura, tal como a via
Hedgehog (HH) (TAKABATAKE et al.,2019).

A atividade da via HH envolve trés principais ligantes Sonic Hedgehog (SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian
Hedgehog (IHH) e dois receptores Patchedl (PTCH1) e Smoothened (SMO). A ativagdo classica da via HH
ocorre guando existe a interacao entre o ligante HH e o receptor PTCHL, liberando a proteina SMO para iniciar
cascatas intracelulares, que irdo culminar na ativacéo de fatores de transcricdo da familia Glioma-associated
oncogene (GLI), especialmente o gene GLI-1 (ARMAS-LOPEZ et al., 2017).

Resultados prévios do nosso grupo demonstram que a via HH esta ativada em CEO (CAVICCHIOLI BUIM et
al., 2011) e em lesdes potencialmente malignas da cavidade oral (DIAS et al., 2016), portanto esta cascata
sinalizadora pode ser um alvo interessante como estratégia terapéutica deste tumor.

Através de uma triagem para identificar inibidores de transcricdo mediada por GLI, identificamos que o
composto “S” (ndo identificado neste projeto, pela viabilidade patentéria para nova aplicacdo terapéutica),
reduz a viabilidade das células tumorais através do bloqueio de GLI. Diante do exposto, o objetivo deste estudo
& avaliar os efeitos do composto “S” sobre o ciclo celular e expressao das proteinas da via HH em linhagem
metastatica de CEO (HSC3).

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo in vitro, experimental e analitico.

A expressao génica dos componentes da via HH (SHH, PTCH1, SMO, SUFU, GLI1, GLI2 e GLI3) foi realizada
em linhagens de CEO (CAL 27, SCC4, SCC9 e HSC3). Posteriormente, a citotoxicidade do composto-teste foi
realizada através do ensaio do Alamar Blue para determinacdo da sua Clso. A linhagem HSC3 foi a mais
sensivel ao composto “S” (Clso: 7,40 pg/mL), sendo a escolhida para a realizagdo deste estudo. As células
foram cultivadas em garrafas para cultura em meio DMEM (Gibco®, Life Technologies) suplementado com 10%
de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina. Posteriormente, as células foram plaqueadas (na
concentracdo 0,7 x 10% células/mL), tratadas com DMSO 0,2% (controle negativo), 5- Fluorouracil 4 ug/mL
(controle positivo), e composto “S” em diferentes concentragdes (7,4 e 3,7 pg/mL) por 24 horas (para realizagédo
do Western Blot e Imunofluorescéncia) e 72 horas (Analise do ciclo celular por Citometria de Fluxo).

A avaliacdo da expressao das proteinas PTCH1, SHH, e GLI-1 foi realizada por meio do WB. O extrato de
protéico (30ug) foi fracionado e transferido para uma membrana de nitrocelulose. Foi feita incubagdo dos
anticorpos primarios PTCH1 e SHH (Novus Biologicals, 1:500 e 1:100 respectivamente), Gli-1 (Santa Cruz
Biotechnology, 1:100) e ACTIN (Sigma-Aldrich, 1:500), seguido da incubacéo dos anticorpos secundarios anti-
mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, 1:10.000) e anti-rabbit IgG (GE Healthcare, 1:10.000). Por meio da
técnica de IF também foi avaliada a expressao da proteina GLI-1. Na solu¢éo de bloqueio foi feita diluicdo do
anticorpo primario para incubacdo overnight (GLI-1, Santa Cruz Biotechnology, 1:500) e o secundario foi
incubado por 1 hora (Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor® 488, Thermo Fisher, 1:800). As laminas foram cobertas
com laminulas contendo 4’,6 Diamidinofenilindol (DAPI, Thermo Fisher). Para analise do ciclo celular, o
conteddo de DNA nuclear da célula foi determinado por citometria de fluxo utilizando uma solugéo contendo
iodeto de propidio como agente fluorogeno. A diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste ANOVA (andlise
de variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

= Figura 1. Perfil de expressdo génica dos
m scco componentes da via HH em diferentes linhagens de
' CEO.
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M Os niveis de mRNA dos fatores de transcricao da
n M familia GLI (GLI1, GLI2 e GLI3) foram mais
expressos nas linhagens HSC3 e SCC4.
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Figura 2. Efeito do inibidor de GLI (Composto "S")
sobre o ciclo celular e fragmentacdo do DNA
“ internucleossomal em células HSC3 apés 72h de
tratamento.

Os dados sao representativos de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Os debris
celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos
foram analisados por amostra. Nota: * e # indicam
diferenca em relagcdo ao controle negativo (DMSO) e
HSC3 sem tratamento (HSC3-ST), respectivamente.
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£ p A L Figura 3. Expresséo de GLI-1 por Imunofluorescéncia.
¥ Copusb % Observa-se  imunoexpressdo de GLI-1 (verde)

citoplasmatica e nuclear (em HSC3), apenas
citoplasmatica (em HSC3+5FU) e citoplasmética fraca (em HSC3+composto “S”). Em HSC3 tratado com o
composto “S” 7,4 ug/mL houve redugdo da populacdo celular, sugerindo que este composto também exerce
efeitos morfogénicos.
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Figura 4. Expresséo das proteinas da via HH por Western Blot.
Observa-se expressao normal de PTCH1 e SHH, associado a uma fraca expressdo de GLI-1 no tratamento
com o composto “S” em diferentes concentragdes. Nota: A actina foi utilizada como controle da reagéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inibicdo farmacoldgica da via HH através do composto “S” promoveu uma reducéo significativa das fases Go-
G1 e G2-M e um aumento significativo da fragmentagdo do DNA internucleossomal. Além disso, o tratamento
com o composto “S” foi capaz de reduzir a expressdo da proteina GLI-1, indicando reducdo da cascata
sinalizadora da via HH.
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