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INTRODUCAO:

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é um dos canceres mais prevalentes em todo o mundo, com uma
incidéncia global de aproximadamente 400 mil novos casos ¢ 200 mil ébitos por ano (Sung et al., 2021). O
tratamento do CCEO ¢ baseado em cirurgia associada a radioterapia com ou sem quimioterapia e, mais
recentemente, a imunoterapia e as terapias-alvo tém demonstrado resultados promissores (Kumar et al., 2021).
Mesmo adotando tais formas de tratamento, o progndstico dos pacientes ainda é desfavoravel e a taxa de sobrevida
em 5 anos ¢ de aproximadamente 40-50%, em estagios avancados essa taxa ¢ reduzida para menos de 30%
(Kowalski et al., 2020). A cisplatina € o agente quimioterapico mais utilizado no tratamento do CCEO e embora seja
um farmaco importante para o tratamento, as células tumorais podem adquirir resisténcia a droga, o que intensifica o
comportamento agressivo do tumor e piora o prognostico do paciente (Atashi et al., 2021). Sendo assim, uma das
prioridades da atualidade ¢ identificar os mecanismos associados a esse processo bem como encontrar maneiras de
preveni-lo ou reverté-lo. Os mecanismos relacionados a quimiorresisténcia sdo complexos, heterogéneos e
parcialmente conhecidos ¢ incluem mecanismos de redugdo da concentracdo de cisplatina dentro das células
tumorais, por inativagdo via a ligagdo a glutationa e metalotioneinas, por rapida reparacdo do DNA ou por
desencadear respostas adaptativas para neutralizar os efeitos toxicos da droga, as quais sdo dependentes de intera¢des
com proteinas ¢ RNAs ndo-codificantes (Ghosh, 2019). Este ultimo pode ser mediado pela superexpressdo das
proteinas do estresse celular, que sdo capazes de neutralizar os efeitos citotoxicos das drogas a base de platina
(Krawczyk et al., 2018). O objetivo deste estudo ¢ verificar o impacto da resisténcia a cisplatina na expressao e
producdo de proteinas do estresse celular, incluindo STIP1, HSP47 ¢ HSF1, em CCEO.

METODOLOGIA:

Para alcangar o objetivo geral do estudo, linhagens celulares de CCEO (SCC9 e HSC3) resistentes a cisplatina
foram estabelecidas baseando-se no método descrito por Barr et al. (2013), com modificacdes. As células
quimiorresistentes foram entdo caracterizadas em relacdo ao patamar de resisténcia com o sistema da Promega®
CellTiter-Glo 3D Cell Viability Assay e em relacdo a expressdo de marcadores de transig@o epitelial-mesenquimal
(TEM) por RT-qPCR, western blot ¢ imunofluorescéncia (Ferreira do Carmo et al., 2020). Os marcadores de TEM
incluidos foram E-caderina, vimentina, TWIST e SNAIL1. O comportamento celular em relagdo ao potencial de
migracdo e invasdo foi verificado por ensaios de transwell, com poros recobertos com miogel nos ensaios de invasio
(Dourado et al., 2023). As analises da expressdo e producdo de STIP1, HSP47 e HSF1 nas linhagens parentais e
quimiorresistentes foram realizadas por RT-qPCR e western blot, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apos o tratamento das células para a aquisicdo da quimiorresisténcia, curvas de viabilidade celular para calcular o
IC50 foram realizadas. Com base nos nossos achados, as células SCC-9 resistentes (SCC-9R) necessitaram de uma
dose 2,8x maior de cisplatina para alcangarem o IC50 em comparac¢do das células parentais (SCC-9P), enquanto que
as células HSC-3 resistentes (HSC-3R) necessitam de uma dose 3,55x maior que as células HSC-3 parentais
(HSC-3P) para alcancarem o IC50. (Fig. 1). A quimiorresisténcia foi acompanhada pela aquisicdo de um fenétipo de
TEM. Nas células SCC-9R, em comparagdo com a linhagem parental, houve reducdo na expressao de E-caderina,
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bem como elevagdo na expressdo de vimentina ¢ dos fatores de transcrigdo indutores da TEM SNAIL1 ¢ TWIST1
(Fig. 2A). As células também foram submetidas a ensaios de western blot para estes mesmos marcadores, que
confirmaram a redugdo na expressdo de E-caderina ¢ aumento no conteudo proteico dos outros marcadores,
incluindo vimentina, TWIST1 e SNAIL1 (Fig.2B). Ainda durante a caracterizagdo das células SCC-9R, reagdes de
imunofluorescéncia para E-caderina ¢ vimentina foram realizadas. Como pode ser observado nas imagens
apresentadas na Fig. 3, as células resistentes apresentam claro formato fusiforme, bem como ganho na expressao de
vimentina e perda de expressdo de E-caderina.
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Figura 1. Determinagdo do IC50 para as células submetidas a aquisi¢ao da quimiorresisténcia. Apods tratamento com
doses crescentes de cisplatina, SCC-9R e HSC-3R requereram doses superiores as das células parentais para alcangar
o nivel do IC50.
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Figura 2. Analise dos marcadores da TEM nas células SCC-9P e SCC-9R. (A) Apos isolamento do RNA total e
sintese de ¢cDNA, as amostras foram submetidas a reagdo de qPCR para avaliar a expressao dos marcadores
especificos da TEM. (B) Reagdes de western blot confirmaram que as células SCC-9R apresentam redugdo drastica
na expressao de E-caderina e aumento nas expressoes dos marcadores mesenquimais vimentina, TWIST1 e SNAILI.

A

Figura 3. Reagdo de imunofluorescéncia para E-caderina e vimentina nas células SCC-9P e SCC-9R. Em A ¢ B
células SCC-9P e em C e D células SCC-9R. A marcacao para E-caderina ¢ ilustrada em A e C e para vimentina em
B e D. (x200, ocular 10x e objetiva 20x)

Os mesmos procedimentos (RT-qPCR, western blot e imunofluorescéncia) foram realizados nas linhagens
HSC-3P ¢ HSC-3R. O comportamento de aquisicdo de um perfil de TEM foi parecido, porém com alguns sinais
menos intensos comparado as células SCC-9. O formato fusiforme, bem evidente nas células SCC-9R, nao foi
detectado claramente nas células HSC-3R, mesmo com aumento na expressdo dos marcadores de células
mesenquimais. Contudo, a proliferagdo dessas células foi afetada mais intensamente, sendo que as células HSC-3R
proliferam mais lentamente que as células parentais (Fig. 4 e 5).
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Figura 4. Analise da expressdo dos marcadores da TEM nas células HSC-3P e HSC-3R. (A) Apos isolamento do
RNA total ¢ a sintese de cDNA, as amostras foram submetidas a reacdo de qPCR para avaliar a expressdo dos
marcadores especificos da TEM. (B) Avaliagdo dos marcadores da TEM nas células HSC-3P e HSC-3R por western
blot. Como revelado pelas reagdes de western blot, as células HSC-3R reduzem drasticamente a expressdo de
E-caderina, ao passo que aumentam as expressoes dos marcadores mesenquimais vimentina, TWIST1 e SNAILI.
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Figura 5. Reagdo de imunofluorescéncia para E-caderina e vimentina nas células HSC-3P e HSC-3R. Em A ¢ B
células HSC-3P e em C e D células HSC-3R. A marcagdo para E-caderina ¢ ilustrada em A e C e para vimentina em
B e D. (x200, ocular 10x e objetiva 20x)

Os desfechos relevantes para as células que adquirem um perfil de TEM sdo os ganhos na capacidade de
migracdo e invasdo. Sendo assim, nos realizamos ensaios com transwell para comparar o potencial de migragdo e
invasdo entre as células parentais e resistentes a cisplatina. As células resistentes (SCC-9R e HSC-3R), como
esperado, adquiriram potencial significativamente maior de migracdo e invasdo (em miogel) comparado com as
células parentais (SCC-9P e HSC-3P) (Fig. 6).
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Figura 6. Ensaios de migracéo vertical e invasdo foram realizados com transwells, com poros da membrana cobertos
por miogel nos experimentos de invasdo, conforme descrito em materiais e métodos no projeto. Os experimentos
demonstraram que a capacidade de migracdo e invasdo das células resistentes a cisplatina foi significativamente
maior que os controles parentais.

Para avaliar os niveis de expressdo e producao de STIP1, HSP47 e HSF1 nas linhagens parentais e
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quimiorresistentes, ensaios western blot foram realizados para a determinagdo da producdo das proteinas, tendo
como parametro de comparacdo as células parentais. A linhagem SCC-9R apresenta drastica diminui¢do da produgao
das trés proteinas, principalmente HSF1 ¢ STIP1. Ao passo que a linhagem HSC-3R demonstra aumento da
produgdo dos marcadores (Fig. 7). Para determinarmos a expressdo dos marcadores, ensaios RT-qPCR foram
realizados. Ambas linhagens mantiveram os padrdes observados anteriormente. A linhagem SCC-9R demonstra
claro padrdo de diminui¢cdo na expressdo de STIP1, HSF1 e HSP47. Em contrapartida, na linhagem HSC-3R a
situacdo foi inversa, onde ha um aumento na expressao dos trés marcadores (Fig. 8).
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Figura 7. Analise da produgdo das proteinas relacionadas ao estresse celular STIP1, HSP47 e HSF1. (A) As
amostras foram submetidas a ensaios de western blot utilizando anticorpos especificos. (B) Quantificagdo
densitométrica das bandas demonstradas em A. Observa-se que as células SCC-9R reduzem drasticamente a
producdo de HSF1, STIP1 ¢ HSP47, ao passo que as células HSC-3R demonstram aumento na produgdo de HSF1,
STIP1 e HSP47.
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Figura 8. Analise da expressdo das proteinas relacionadas ao estresse celular STIP1, HSP47 ¢ HSF1. Como
revelado, as células SCC-9R reduzem drasticamente a expressdo de HSF1, STIP1 e HSP47, ao passo que as células
HSC-3R aumentam as expressoes de HSF1 e STIPI.

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos confirmam a relagdo entre a aquisicdo de resisténcia a cisplatina e a transformacao das
linhagens celulares SCC-9 e HSC-3 para um perfil mesenquimal via ativagdo de fatores de transcricdo (TWIST1 e
SNAILT1) relacionados a TEM. A quimiorresisténcia tem como consequéncia a expressao elevada de vimentina,
reducdo na expressdo de E-caderina e aumento no potencial de migragdo e invasdo das células. Por meio dos
experimentos realizados, podemos afirmar que ¢ evidente a relacao entre a quimiorresisténcia adquirida pelas células
e a superexpressao das proteinas STIP1, HSP47 ¢ HSF1 na linhagem HSC-3R, em comparagdo com as células
parentais (HSC-3P). Este fato confirma a hipotese de que os niveis elevados de proteinas do estresse nas células de
CCEO contribuem para uma resposta inadequada ao tratamento, limitando a aplicagdo e eficacia da cisplatina,
intensificando o comportamento agressivo do tumor e piorando o prognodstico do paciente. No entanto, uma resposta
diferente foi observada nas células SCC-9, indicando que a aquisi¢do da resisténcia a cisplatina ndo € associada a
essas proteinas do estresse celular nessa linhagem. Portanto, frente ao grande desafio enfrentado na atualidade no
que diz respeito ao tratamento dos pacientes com CCEQ, o viés de pesquisa da quimiorresisténcia a cisplatina, com
enfoque na superexpressdo das proteinas do estresse celular, deve continuar sendo explorado para que os resultados
obtidos sejam aplicados na tentativa esperangosa de melhorar o prognoéstico dos pacientes bem como a resposta ao
tratamento do carcinoma de células escamosas oral.
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