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RESUMO

Buck MGT. Analise do fenodtipo de células-tronco neoplasicas em células epiteliais
displasicas orais e de carcinoma epidermaoide oral resistentes a terapia fotodinadmica
[tese]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018.
Versao Corrigida.

O carcinoma epidermdide oral (CEQO) tem alta incidéncia e mortalidade no mundo,
sendo frequentes casos de recidivas em funcdo da resisténcia aos tratamentos
convencionais. Essa resisténcia tem sido associada a presenca de células tronco
tumorais (CTT). A terapia fotodinamica (PDT) tem sido utilizada nos casos de
desordens orais potencialmente malignas (DOPM) e CEOs superficiais, com relativo
indice de sucesso. Contudo, sao relatados casos de recidivas, que sugerem certa
resisténcia a PDT. O objetivo do presente trabalho foi avaliar se células de DOPM
desenvolvem resisténcia a PDT mediada pelo acido 5-aminolevulinico (5-ALA), tal
qual ocorre com células de CEO expostas ao mesmo tratamento, bem como verificar
se as células displasicas e neoplasicas orais exibem um fendtipo sugestivo de células
tronco tumoral. Foram cultivadas células epiteliais displasicas orais (linhagem DOK) e
células de CEO de lingua (linhagem SCC9), divididas nos seguintes grupos
experimentais: Grupo Controle — células sem tratamento; Grupo ALA — células
tratadas com 5-ALA, com concentragado e tempo de incubagéao igual ao do grupo PDT;
Grupo LED - células tratadas com LED, com dosimetria igual ao do grupo PDT; Grupo
PDT - células tratadas com PDT mediada pelo 5-ALA, subdivididas em duas
geragbes: geragao 1 — células expostas a somente um ciclo de PDT; geracao 4 —
células expostas a quatro ciclos de PDT e que exibiram resisténcia (maior viabilidade)
a dose inicial aplicada para a geragao 1. Para esses grupos, foram realizados ensaios
de formacgao de colbnias e de invasao, bem como citometria de fluxo para verificar a
expressdo de CD44, ESA e p75N™R. Observou-se que todos os grupos expostos a PDT
contendo células da linhagem DOK exibiram resisténcia a dose inicial de PDT, porém
em intensidade menor aquela observada para a linhagem SCC9. As células
resistentes a PDT de ambas as linhagens exibiram maior potencial de formagao de
colénias, mas somente a primeira geragdo de células exibiu maior potencial de

invasdo. Na analise de citometria de fluxo, observou-se que as células resistentes a



PDT de ambas as linhagens exibiram superexpressdo de CD44Ms"/ESAMeh A
linhagem SCC9 exibiu ainda maior frequéncia de células CD44M"/ESAY e
CD44high/p75NTR* "sugerindo a presenga de uma subpopulagdo com alto potencial de
invasdo e resistente aos tratamentos convencionais. Nao houve diferencgas
significativas na frequéncia de células ESAM"/p75N™R+ em ambas as linhagens.
Concluiu-se que as células displasicas orais desenvolvem resisténcia a PDT com
intensidade menor se comparada as células SCC9. Em ambas as linhagens, as
células resistentes exibiram um fendétipo sugestivo de células tronco tumorais. Esse
fato deve ser considerado ao se instituir a PDT mediada pelo 5-ALA em lesbes

displasicas e neoplasicas orais que demandam multiplos ciclos de tratamento.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Acido 5-aminolevulinico. Lesdes

potencialmente malignas orais. Carcinoma epidermaéide oral. Resisténcia tumoral.



ABSTRACT

Buck MGT. Analysis of the tumor stem cell phenotype in oral dysplastic epithelial cells
and oral squamous cell carcinoma resistant to photodynamic therapy [thesis]. Sao
Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao
Corrigida.

Oral squamous cell carcinoma (SCC) has a high incidence and mortality in the world.
There are frequent cases of relapses due to its resistance to conventional treatments.
This resistance has been associated with the presence of cancer stem cells (CSC).

Photodynamic therapy (PDT) has been used in cases of potentially malignant oral
lesions (PMOL) and superficial SCC’s, with a relative success rate. However, relapses
are reported, which suggest some resistance to PDT. The aim of the present study
was to evaluate whether PMOL cells develop resistance to PDT mediated by the 5-
aminolevulinic acid (5-ALA), as occurs with SCC cells exposed to the same treatment,
as well as to verify if dysplastic and oral neoplastic cells exhibit a suggestive phenotype
of CSC. Oral dysplastic epithelial cells (DOK lineage) and CSC cells of the tongue
(SCC9 lineage) were divided into the following experimental groups: Control Group —
cells with no treatment; Group ALA — 5-ALA treated cells, with concentration and
incubation time equal to that of the PDT group; LED group — LED light treated cells,
with dosimetry equal to that of the PDT group; PDT group — cells treated with PDT
mediated by the 5-ALA, subdivided into two generations: Generation 1 — cells exposed
to only one PDT cycle; Generation 4 — cells exposed to four PDT cycles and exhibiting
resistance (greater viability) to the initial dose applied for Generation 1. Colony forming
and invasion assays, as well as flow cytometry to verify the expression of CD44, ESA
and p75N™R were performed to the experimental groups. It was observed that all groups
exposed to PDT containing DOK lineage cells exhibited resistance to the initial dose
of PDT, but at a lower intensity than those observed for the SCC9 lineage. PDT-
resistant cells from both lineages exhibited increased potential for colony formation,
but only the first generation of cells exhibited increased invasion potential. In flow
cytometric analysis, PDT-resistant cells from both lineages exhibited overexpression
of CD44M9" / ESANMdh SCC9 lineage also exhibited higher frequency of CD44Msh /
ESAY and CD44"d" | p75NTR* cells, suggesting the presence of a subpopulation with



high invasion potential and resistant to conventional treatments. There were no
significant differences in the frequency of ESAM" / p75NTR+ cells in both lineages. It
was concluded that the oral dysplastic cells develop resistance to PDT, with lower
intensity when compared to SCC9 cells. In both lineages, the resistant cells exhibited
a phenotype suggestive of CSC. This fact should be considered when establishing
PDT mediated by the 5-ALA in oral dysplastic and neoplastic lesions that require

multiple cycles of treatment.

Keywords: Photodynamic therapy. 5-aminolevulinic acid. Oral potentially malignant

lesions. Oral squamous cell carcinoma. Tumor resistance.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma epiderméide oral (CEO) é a quinta neoplasia maligna mais
incidente em homens no Brasil, com frequéncia estimada em 5,2% dos casos de
canceres nesse sexo em 2018 (Instituto nacional de cancer, 2017). A cirurgia seguida
de radioterapia € a modalidade terapéutica mais indicada para boa parte dos casos
de CEO, porém sao frequentes os casos inoperaveis ou com desenvolvimento de
radiorresisténcia, o que tem ensejado o desenvolvimento de novas terapias. Uma
delas é a terapia fotodindmica (PDT, do inglés “photodynamic therapy”), que tem sido
utilizada para o tratamento de desordens orais potencialmente malignas (DOPM) e
CEOs pouco invasivos (Wong et al., 2013; Maloth et al., 2016; Gondivkar et al., 2017).
Na terapia fotodinamica, aplica-se um fotossensibilizador (FS) (por via endovenosa ou
por aplicagao topica) e, em seguida, ilumina-se a regido tumoral (com LED ou laser).
Esse procedimento gera alta producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as
quais induzem as células neoplasicas a morte por apoptose, necrose ou autofagia
(Castano et al., 2006). Em DOPMs e CEOs, a terapia fotodindamica tem demonstrado
sucesso promissor, com alta frequéncia de remissées completas (Tsai et al., 2004;
Jerjes et al., 2012). Porém, alguns casos recidivam, o que sugere que as células
displasicas e neoplasicas orais também desenvolvem resisténcia a terapia

fotodinamica.

A resisténcia tumoral aos tratamentos antineoplasicos tem sido associada a
presenca de uma subpopulagdo denominadas células troncos tumorais (CTTs). Essas
células podem ser encontradas em tecidos saudaveis (denominadas como células-
tronco -CTs), lesdes potencialmente malignas e também em tecidos neoplasicos. O
que chama mais atencgao nas células tronco tumorais sdo suas caracteristicas de auto-
renovacgao, resisténcia a drogas e a sua capacidade de transicao epitelial
mesenquimal (TEM). Tais caracteristicas fazem com que essas células sejam
consideradas as responsaveis pela promogao, progressdo e resisténcia tumoral
(Monroe et al., 2011).

Tanto as células tronco como as células tronco tumorais expressam proteinas
de adesao, receptores de membrana, enzimas e fatores de transcricdo que ajudam

na identificagdo e isolamento dessas células. Dentre alguns marcadores, pode-se citar
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a glicoproteina transmembranica CD44, o receptor de neurotrofinas p75N™R e a
molécula de adeséo intercelular ESA. Os trés marcadores citados ja tiverem suas
expressdes analisadas em DOPM e também no CEO, seja em separado ou em co-
expressoes, e demonstraram exercer um papel importante em invasdo, metastases e
resisténcia tumoral nessas lesdes (Prince et al., 2007; Laimer et al., 2008; Kiyosue et
al., 2013; Abdulmajeed et al., 2013; Dalley et al., 2013; Sen; Carnelio, 2016).

Poucos estudos avaliaram se a terapia fotodinadmica exerce efeito inibitério ou
estimulatdrio sobre células tronco tumorais (Yu; Yu, 2014; Selbo et al., 2015; Wang et
al., 2017). Em estudo anterior, demonstramos que células de CEO podem desenvolver
resisténcia a terapia fotodindmica mediada pelo acido 5-aminolevulinico (5-ALA).
Porém, nao se sabe se essa resisténcia esta atrelada a modificagdes no fenoétipo de
células tronco tumorais de DOPM e CEO. Assim, neste estudo propomos avaliar se
as células de DOPM também podem desenvolver resisténcia a terapia fotodindmica
mediada pelo 5-ALA, e se essa resisténcia, bem como aquela das células de CEO,

interfere no fendtipo de células tronco tumorais presentes nessas lesdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lesoes potencialmente malignas orais

As desordens orais potencialmente malignas (DOPM) sdo um conjunto de
manifestagdes com potencial de malignizagao na cavidade oral, tanto em um local ja
exibindo lesdes precursoras, quanto na mucosa oral normal (Farah et al., 2014). Essas
lesdes exibem amplo espectro de manifestagdes clinicas, que incluem leucoplasia e
eritroplasia (Warnakulasuriya, 2018). As leucoplasias sdo as mais comuns, € sao
definidas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como lesbes brancas
predominantes na mucosa oral que ndo podem ser caracterizadas como nenhum
outro tipo de lesdo (Woo, 2013). Ocorrem mais frequentemente na mucosa jugal,
borda lateral e ventre da lingua, assoalho, mucosa gengival e palato mole (Bouquot
et al., 2006; Meiller et al., 2012).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude tem recomendado a utilizagao
da expressdo “desordens potencialmente malignas” para as lesdes que exibem
displasia epitelial (EI-Naggar et al.,2017). Esta é caracterizada pela presenca de
células com atipia e desorganizagao da arquitetura normal do epitélio, com graus
variados de intensidade; as lesdes com displasia epitelial intensa tém sido associadas
a maior risco de malignizagao (Warnakulasuriya et al., 2007; Van der waal, 2009;
Speight et al., 2017).

O tratamento das lesbes epiteliais com displasia discreta, em geral, é
conservador, com preservagao. Ja para as lesdes com displasia intensa, e que
estejam associadas a outros fatores de risco, tais como fumo, sexo masculino,
localizagdo em borda lateral de lingua e assoalho, demandam tratamento mais
invasivo, em geral cirurgico convencional (Awadallah et al., 2018). Eletrocauterizagéao,
criocirurgia ou ablacao a laser também tém sido realizados. O acompanhamento por
longo periodo apds a remogao da lesdo € sempre de extrema importancia, ja que a
recorréncia é frequente (Martorell-Calatayud et al., 2009; Bhattacharyya; Chehal,
2011).
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A terapia fotodindmica recentemente vem surgindo como uma alternativa no
tratamento de LPMO, ja que ela demonstra ser capaz de regredir totalmente ou
parcialmente essas lesdes apresentando poucos efeitos colaterais (Van der waal,
2009; Jerjes et al., 2012).

2.2 Carcinoma epidermoide oral

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescogo é o sexto tipo de cancer mais
comum no mundo e é composto por uma variedade de diferentes tipos de tumores.
Cerca de 90% das malignidades de cabega e pescogo sédo carcinomas epidermdides
de superficie mucosa com origem a partir do epitélio estratificado do trato
aereodigestivo superior, incluindo labio, cavidade oral, cavidade nasal, seios
paranasais, faringe e laringe (Walden; Aygun, 2013; Instituto nacional do céancer,
2017). No Brasil, o CEO ¢é a quinta neoplasia maligna mais incidente em homens, com
frequéncia estimada em 5,2% dos casos de canceres nesse sexo em 2018 (Instituto

nacional do cancer, 2017).

A presenca de metastase € apontada como a principal causa de mortalidade
do CEO. Fatores como microambiente do tumor, interacdo com células vizinhas,
quimiocinas, vascularizagao, estratégia de invasdo e o mecanismo de transi¢gao
epitélio mesenquimal influenciam na habilidade do CEO em se metastatizar (Marcato
et al., 2011).

Para os casos de CEO sem invasao, o tratamento em geral é cirurgico, seguido
ou nao de radioterapia. Para os casos localmente invasivos, pode-se realizar o
tratamento cirurgico seguido de quimioterapia e radioterapia concomitantes, em geral
utilizando cisplatina, carboplatina, 5- fluorouracil, mitomicina C, docetaxel e
cetuximabe, e radioterapia com fracionamento convencional, acelerado ou
hiperfracionamento, com dose total que varia de 70 a 76Gy (locca et al., 2018).
Contudo, alguns casos de CEO podem desenvolver resisténcia a radioterapia
(Yamamoto et al., 2018) e a quimioterapia (Han et al., 2018). Cerca de 1/3 dos casos

tratados com os tratamentos convencionais (cirurgia, radioterapia ou quimioterapia)
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podem apresentar recidivas locais, recidivas regionais ou até metastases (Greenberg
et al., 2003).

A radiorresisténcia no CEO envolve varios mecanismos, incluindo evasao no
dano de DNA, desenvolvimento de resisténcia diante de hipodxia, e ativacdo de vias
de sinalizagdo de sobrevivéncia celular, incluindo a via EGFR/PI3k/Akt/mTOR (Horn
et al., 2015; Yamamoto et al., 2018). Ja a resisténcia a quimioterapia esta relacionada
a mutagdes em receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR),
superexpressdo da glutationa-S-transferase, expressao de proteina 1 associada a
resisténcia a quimioterapia em cancer de lingua (TCRP1), superexpressao da proteina
ZEB1 (do inglés “Zinc finger E-box-binding homeobox 1”), redugdo de miR-491-3p e
aumento de MiR-21, MiR-24, MiR-222 (Han et al., 2018). Em ambas as situa¢des de
resisténcia, as células tronco tumorais sdo frequentemente citadas como tendo um
papel central nesse processo de sobrevivéncia aos tratamentos antineoplasicos
(Yamamoto et al., 2018).

A terapia fotodindmica tem sido indicada para o tratamento de CEOs pouco

invasivos, inoperaveis ou cuja cirurgia acarretara niveis altos de mutilagéo.

2.3 Terapia fotodinamica

A terapia fotodindmica ou em inglés, photodynamic therapy (PDT), consiste na
administracao de um fotossensibilizador, via endovenosa ou tépica, que € incorporado
seletivamente nas células cancerigenas. Sua ativagado ocorre devida sua interagao
com uma fonte de luz, resultando na maioria dos casos a danos fotodinamicos e
consequentemente a morte das células cancerigenas por meio de apoptose, autofagia

ou necrose (Castano et al., 2004).

Se compararmos a terapia fotodindmica com técnicas mais invasivas e
tradicionais como a cirurgia, a quimioterapia e radioterapia é possivel observar
minimos efeitos sistémicos devido a baixa toxicidade dos fotossensibilizadores para
os tecidos saudaveis, promovendo uma menor morbidade e uma reducédo de danos

funcionais e estéticos. Além da baixa toxicidade, outro ponto positivo a se destacar é
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a possibilidade da utilizacdo da terapia fotodindmica associada a outros tratamentos

convencionais (Figueira; Veltrini, 2017).

A terapia fotodindmica € minimamente invasiva e tem sido empregada, com
relativo sucesso, na destruicao e redugao de lesdes potencialmente malignas e lesdes
malignas em diversas partes do corpo como cabega e pescoco, trato gastrointestinal,
pulmbes e pele (Jerjes et al., 2011). Particularmente a utilizagdo da terapia
fotodindmica em lesdes orais € empregada no tratamento de leucoplasias orais e de
carcinoma epidermdide orais (CEOSs) in situ ou em estadiamento T1 (Fan et al., 1996;
Chen et al., 2004; Tsai et al., 2004; Chen et al., 2005; Biel, 2007; Chen et al., 2010;
Jerjes et al., 2011).

2.3.1 Mecanismo da terapia fotodinadmica

Essa modalidade terapéutica se baseia na combinacdo de trés fatores: o
fotossensibilizador (FS), um estimulo de luz e a presenga do oxigénio, que ao
interagirem podem gerar a ativagdo de dois mecanismos dependentes de moléculas
de oxigénio. A primeira etapa de ambos os mecanismos € semelhante, nela o
fotossensibilizador apds entrar na célula é irradiado com um comprimento de onda de
luz que corresponde ao seu espectro de absor¢ao, ao ser irradiado ocorre a absorcao
dos fétons e a conversao do fotossensibilizador de um estado singleto ndo excitado
(S0) para um estado singleto excitado (S1). Esse fotossensibilizador pode retornar ao
estado nao excitado através da emissao de energia por fluorescéncia ou ainda sofrer
um processo denominado cruzamento intersistemas, que consiste na inversao de spin
e que o leva a assumir um estado tripleto excitado (T1) (de Oliveira et al., 2015;
Kwiatkowski et al., 2018).

No estado tripleto excitado podem ocorrer dois mecanismos distintos, o
primeiro € denominado mecanismo do tipo | e nele ocorrem reacdes de transferéncia
de elétrons entre a molécula do FS e o substrato, resultando na formacao de ions
radicais que tendem a reagir instantaneamente com o oxigénio molecular, produzindo
espécies radicais ou peréxidos, que sdo capazes de oxidar uma grande variedade de

biomoléculas, essa cascata de reacodes iniciada leva ao estresse oxidativo resultando
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na destruicdo das células cancerigenas. No mecanismo do tipo Il ocorre a
transferéncia de energia para o oxigénio molecular (O2) que é excitado pelo
fotossensibilizador e passa para o estado singleto (SO-), caracterizada por apresentar
propriedades oxidantes extremamente fortes. Nos dois mecanismos citados sao
geradas as chamadas espécies reativas de oxigénio (EROs) (ROS — do inglés
Reactive Oxygen Species), que irdo induzir a morte celular por diferentes vias
(Castano et al., 2004; de Oliveira et al., 2015; Figueira; Veltrini, 2017).

Assume-se que o mecanismo do tipo Il € o processo mais importante que
condiciona a eficiéncia do PDT. No entanto, a propor¢ao da contribuicdo de ambos os
mecanismos depende de muitos fatores, incluindo: concentragdo de oxigénio,
constante dielétrica do tecido e pH e estrutura do fotossensibilizador. A medida que o
oxigénio se esgota, o primeiro tipo de mecanismo comega a prevalecer (Kwiatkowski
et al., 2018).

Os componentes principais da terapia fotodinamica (fotossensibilizador, luz e
oxigénio) ndo sdo toxicos individualmente, mas quando juntos desencadeiam a
producao de EROs, as quais podem gerar a destruigcdo do tumor mediante diferentes
mecanismos: 1) apoptose, necrose e ou autofagia; 2) isquemia devido a alteragdes na
microcirculagcdo tumoral; 3) ativacdo da resposta imune antitumoral (Castano et al.,
2006).

Essa citotoxidade que ocorre nas células que sofrem PDT é seletiva e atinge
as células com maior capacidade de proliferagao, as quais, em um ambiente tumoral
sdo definidas em grande parte como sendo as células cancerigenas (Green et al.,
2013).

2.3.2 Aluz e sua funcao na terapia fotodinamica

A luz é tem a capacidade de provocar diversas modificagdes moleculares e
bioldgicas no sistema humano, gerando resultados positivos ou negativos para
diversas rotas metabdlicas, o que ira diferenciar que tipo de resultados serdo

obtidos sera a dosagem, frequéncia e intensidade de utilizago.
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Como ja descrito anteriormente um dos componentes necessario para que
ocorra a terapia fotodinadmica é a presenga da luz em um comprimento de onda
correto para que o estimulo ao fotossensibilizador seja efetivo, contudo, a luz
nao atua apenas no processo de excitacao do fotossensibilizador, mas também
pode promover beneficios que provocam uma recuperagao mais rapida das
areas lesionadas.

Apesar de as atividades citotdoxicas se concentrarem apenas nas células
doentes, devido ao acumulo dos fotossensibilizadores, as células sadias que
se localizam em torno das lesbes sao estimuladas a se reproduzirem e
recuperarem com mais rapidez as regides lesionadas. Esse estimulo é devido
ao processo denominado fotoestimulagao, que é baseado na interagao da luz
com os tecidos adjacentes através da presenga dos fotorreceptores, também
denominados de cromoforos.

Os cromdéforos apds absorverem a energia gerada pela interagdo com a luz
estimulam as mitocéndrias a acelerar o metabolismo celular. Além dessa
aceleracao metabdlica ocorre também uma cascata de processos bioquimicos
que resultam em efeitos terapéuticos para as células, como por exemplo acdes
anti-inflamatérias, regeneracdes de tecidos, proliferagdo de fibroblastos e

producao de colageno (de Oliveira et al., 2015).

2.3.3 Fotossensibilizadores

Como ja descrito anteriormente a terapia fotodindmica consiste na interagao de

trés componentes, dentre eles o fotossensibilizador. Esse corante € definido como

uma substancia com capacidade de absorver luz em um comprimento de onda

especifico, desencadeando reagdes quimicas ou fisicas (Kwiatkowski et al., 2018).

Existem diversos tipos de fotossensibilizadores disponiveis para utilizagao na

terapia fotodindmica, dentre eles podemos destacar as porfirinas e as clorinas. As

porfirinas sdo compostos tetrapirrdlicos ciclicos que atuam como intermediarios na

biossintese do grupo heme. As porfirinas formam compostos metabdlicos importantes

para o organismo, sendo a maioria delas, associadas a ions metalicos, chamadas

metaloporfirinas. As porfirinas mais importantes na natureza sado uroporfirina,
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coproporfirina e protoporfirina, esta ultima forma o grupo heme que sera detalhado

logo mais.

Um fotossensibilizador deve apresentar caracteristicas especificas que o
definem como sendo ideal como por exemplo apresentar um alto grau de pureza,
estabilidade em temperatura ambiente, um pico de absorcao entre 600 a 800nm, uma
baixa toxicidade na auséncia de luz, uma rapida eliminacao de tecidos normais e uma

alta penetracéo em tecidos doentes (Agostinis et al., 2011).

Os fotossensibilizadores sdo categorizados em dois grupos, os de primeira
geracao e os de segunda geracdo. Dentre os de primeira geracdo podemos citar o
primeiro grupo de substancias produzidas para aplicagao da terapia fotodinamica, os
derivados de hematoporfirina (HpD) que levaram a produgéo do farmaco Photofrin® e
seus analogos Photogem® e Photosan® (Cavalcante et al., 2009; de Oliveira et al.,
2015; Kwiatkowski et al., 2018).

O pico de absorcao dos fotossensibilizadores ocorre entre 600 e 800nm; essa
irradiacao é feita com LEDs e lasers dos mais variados tipos. O intervalo entre a
administracao do fotossensibilizadores de primeira geragéo e a irradiagao tende a ser
mais longo do que quando se utiliza os fotossensibilizadores de segunda geragao e
isso se deve a maior capacidade desses ultimos de eliminagao residual nos tecidos
(Figueira; Veltrini, 2017).

Apesar do sucesso da terapia fotodinAmica ao se usar os HpD, existem
desvantagens como o acumulo dos FS em células epiteliais e a baixa penetragao de
luz, que levaram a necessidade da uma nova pesquisa de compostos mais efetivos,
os chamados fotossensibilizadores de segunda geragéo. Estes apresentam um menor
tempo de permanéncia nos tecidos, suas absorgdes ocorrem em bandas de
comprimentos maiores do que os de primeira geragao possibilitando desse modo o
uso de fontes de luz com maior poder de penetragao nos tecidos e um menor efeito
colateral (de Oliveira et al., 2015). Podemos citar como fotossensibilizadores de as
metaloporfirinas (Lutrin® e Lutex®), as purinas (Purlytin®), as clorinas (Foscan®) e os
precursores de protoporfirina IX (acido 5-aminolevulinico) (Zhang et al., 2018), sendo

este ultimo o fotossensibilizador usado nesse estudo e detalhado a seguir.
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O acido 5-aminolevulinico (5-ALA), ele é pré-fotossensibilizador, que induz a
formagao de protoporfirina IX (PplX) dentro das células através da via do grupo heme
(Castano et al.,, 2004; Krammer; Plaetzer, 2008), esse mecanismo ocorre
naturalmente nas células humanas uma vez que existe a sintese de 5-ALA enddgeno

no organismo (Castano et al., 2004; Agostinis et al., 2011).

O ALA é formado na mitocéndria animal mediante a unido de uma molécula de
succinil-CoA e uma molécula de glicina que sao catalisadas através da enzima
aminolevulinato sintetase (ALA sintetase). Apés algumas etapas enzimaticas que
ocorrem no exterior da mitocéndria um sistema com 4 anéis pirrélicos é sintetizado a
partir de 8 moléculas de ALA, produzindo a protoporfirina (PplX) dentro da mitocéndria
e para que ocorra a formagao do grupo heme ocorre a adi¢gado do ion de ferro no anel
pirrolico pela enzima ferroquelatase. A sintese de protoporfirina € controla através de
um mecanismo de resposta negativa que desencadeia uma reagao entre o grupo
heme sintetizado e os sitios da enzima ALA sintetase, essa reacdo impede que a
enzima entre na mitocéndria e mantenha o ciclo de sintese das porfirinas. Ainda assim
0 5-ALA de origem exdgena, ou seja, 0 que nao € produzido pelo organismo, tem a
capacidade de ultrapassar esse sistema de resposta nao permitindo portanto que o
grupo heme exerga a funcao inibitéria sobre o 5-ALA sintetase e dessa forma
permitindo que ocorra o acumulo de protoporfirina dentro da célula (Krammer;
Plaetzer, 2008) e consequentemente uma alta producéo de espécies reativas de

oxigénio (Castano et al., 2004; Agostinis et al., 2011).

2.3.4 Terapia fotodinamica para lesées potencialmente malignas orais

As lesbes potencialmente malignas orais (LPMO) muitas vezes séo tratadas
com excisdo da area afetada, contudo, a terapia fotodindmica vem sendo apontada
como outra opg¢ao que produz morte celular local do tecido, levando a cura com

cicatrizes notavelmente pequenas e sem toxicidade acumulativa (Jerjes et al., 2011).

O uso da terapia fotodinamica em LPMO foi avaliado por meio de revisédo
sistematica analisando mais de um fotossensibilizador e comprimentos de onda

luminosos diferentes. Vohra et al. (2015) observaram a eficacia da terapia
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fotodinamica em LPMO em treze estudos. Houve remissdo completa das lesdes em
27 a 100%, parcial em 0 a 25% e auséncia de resposta em 1 a 25% das lesdes. Além
disso, a taxa de recorréncia foi de até 36%. Com isso o grupo concluiu que a terapia

fotodinamica é eficaz no manejo global das LPMO.

Outra revisao sistematica também avaliou a eficacia da terapia fotodinadmica no
tratamento de LPMO e de canceres de cabega e pescogo. Os autores sugerem que
varios fatores, incluindo grau da displasia, tipo, tamanho e caracteristicas superficiais
da lesao, poderiam determinar a eficacia da terapia fotodindmica no manejo da LPMO
e das neoplasias malignas em cabecga e pescogo. Além disso, também ponderam com
relacdo ao tempo de irradiacdo e ao fotossensibilizador utilizado; ambos os
parametros influenciam nos resultados da terapia fotodinamica no tratamento dessas
lesdes. Os autores concluem que futuros estudos sobre a relevancia desses fatores
no manejo bem-sucedido de tais lesdes pela terapia fotodindmica sdo necessarios
(Gondivkar et al., 2017).

A aplicacdo da terapia fotodindmica como ferramenta para combater as
displasias epiteliais ja foi demonstrado no trabalho de Grant et al. (1993). Nesse
estudo, 11 pacientes foram tratados e, apds 6-8 semanas, 10 pacientes mostraram
uma resposta positiva a essa terapia. Resultado semelhante foi observado no trabalho
de Fan et al. (1996), no qual os pacientes com LPMOs foram submetidos a terapia
fotodinamica com o fotossensibilizador 5-ALA e, em biopsias posteriores,
demonstraram uma melhora das lesées, bem como uma auséncia de cicatrizes nas

areas tratadas.

O uso da terapia fotodindmica mediada pelo 5-ALA também foi descrito em
outros trabalhos. Por exemplo, Maloth et al. (2016) avaliaram o uso da terapia
fotodinamica associada ao LED e ao fotossensibilizador 5-ALA em 13 pacientes com
leucoplasias orais e observaram ao final do tratamento que 6,6% dos pacientes
mostraram remissao completa, 66,6% demonstraram reposta parcial e 16,6% nao
apresentaram resposta ao tratamento. Baseados nos resultados, o grupo concluiu que
a terapia fotodinamica em associacdo com os outros parametros aparenta ser uma
alternativa viavel a ser aplicada nesses tipos de lesbes em contrapartida as terapias

convencionais.
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A eficacia na utilizagao do fotossensibilizador 5-ALA no tratamento de LPMO
também foi verificada no estudo de Tsai et al. (2004). Os autores analisaram 33 lesdes
orais (24 leucoplasias, cinco hiperplasias verrucosas, duas eritroleucoplasias e um
carcinoma verrucoso), sendo que todas as lesdes foram submetidas ao 5-ALA em
associacdo com LED. Dessas lesdes orais, trés leucoplasias e quatro hiperplasias
verrucosas responderam totalmente ao tratamento; ja as duas eritroleucoplasias e o

carcinoma verrucoso responderam parcialmente.

A terapia fotodindmica com 5-ALA para leucoplasia oral mostrou efeitos
promissores na regressao das lesdes, ainda assim a dose de luz ideal para o
tratamento desse tipo de lesdo nao foi totalmente determinada vista a complexidade
e a dependéncia de diversos fatores, como diferencas entre tecidos tratados. Por isso,
Wong et al. (2013) realizaram um estudo para determinar a dose maxima tolerada
pela célula em pacientes com lesdes leucoplasica e que passam pelo tratamento com
terapia fotodinamica mediada pelo ALA e demonstraram que essa terapia pode ser
administrada com segurancga nesse tipo de lesdo em uma dose de até 4J/cm?.
Contudo, os autores afirmam que maiores estudos s&o necessarios para elucidar por

completo qual a dose de luz ideal para gerar maior eficacia do tratamento.

2.3.5 Terapia fotodinamica para carcinoma epidermaéide oral

A terapia fotodindmica, comparada as terapias convencionais para o CEO, tem
a vantagem de ser uma técnica minimamente invasiva, que leva a destruicdo do
tumor, preservando o tecido saudavel ao redor (Biel, 2007). Ela vem sendo
empregada com sucesso no tratamento de carcinomas em estagios iniciais da
cavidade oral (Jerjes et al.,, 2012). Fan et al. (1996) submeteram seis pacientes
diagnosticados com CEO a terapia fotodindmica mediada pelo 5-ALA e observaram
reducdo do tumor em cinco dos seis casos. Entretanto, apenas em dois casos foi
observada a remissao do tumor, e isso se deve ao efeito de a terapia fotodindmica ser
considerada superficial para o tratamento de canceres mais infiltrativos. Outro trabalho
que compartilha da mesma conclusao foi o de Biel (2007). Nesse estudo, 276
pacientes diagnosticados com carcinomas iniciais da cavidade oral e laringe foram

submetidos a terapia fotodindmica. O autor afirma que a terapia € um modelo de
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tratamento eficaz para cancer iniciais, visto que gerou taxas de cura de 91% e 94%

para cancer de laringe inicial e CEO, respectivamente.

Outros autores ja relataram em seus estudos que a terapia fotodinamica nao
apresenta os mesmos resultados satisfatérios em canceres mais infiltrativos ou que
estejam em estagios mais avangados (Gluckman, 1991). O trabalho de de Visscher et
al. (2013) descreve recidivas apos o tratamento com a terapia fotodinamica em casos

de tumores de estadiamento T2.

2.3.6 Terapia fotodinamica e resisténcia celular

E possivel o desenvolvimento in vitro de células resistentes a terapia
fotodinamica, denominada resisténcia adquirida, mediante ciclos repetitivos de
tratamento em que gradativamente se aumenta a concentragao do fotossensibilizador
e/ou o tempo de exposicdo a essa molécula, ou se mantem fixa a concentracédo do

fotossensibilizador, ampliando-se a dose de luz (Casas et al., 2011).

O primeiro ciclo de terapia fotodindmica elimina a maioria das células; contudo
uma pequena porcentagem delas (1 a 10%) pode sobreviver, sendo estas
responsaveis pelo repovoamento quando se analisam cultura de células. Apds varios
ciclos de terapia, em que gradativamente se aumenta a dose e se realiza o recultivo
das células sobreviventes, € observada uma linhagem exibindo um fenétipo mais
“agressivo”, provavelmente derivado de alteragdes genéticas ou epigenéticas que
modificam os padrbes de migracéo, proliferagao e morte celular. Em geral, considera-
se resistente uma populacdo que exibe viabilidade 1,5 vezes maior do que sua
parental apdés uma dose letal de 90% (DL90) (Singh et al., 2001; Zamarron et al.,
2015).

Acredita-se que o desenvolvimento de resisténcia a terapia fotodinamica
dependa de diversos fatores. Dentre eles, pode-se citar o tipo de fotossensibilizador
e sua localizagao intracelular. Entretanto, até o momento nao foi identificada nenhuma
caracteristica celular que possa ser considerada fundamental para o desenvolvimento

de resisténcia a terapia fotodinamica (Casas et al., 2011).



30

Um estudo utilizou uma linhagem celular de adenocarcinoma mamario murino
e, a partir dela, foi possivel desenvolver clones celulares resistentes a terapia
fotodinamica mediada pelo 5-ALA. Os clones resistentes foram isolados aplicando-se
5-ALA a 0,6mM e diferentes doses de luz, visando alcancgar niveis de sobrevivéncia
entre 5-10%. As células sobreviventes foram coletadas 24 horas depois do tratamento
e foram novamente plaqueadas. Apdés 2 semanas de crescimento, as células foram
submetidas novamente a outro ciclo de tratamento. A populagao final recebeu 13
ciclos de tratamento, e oito clones foram isolados. Analisando-se dois desses clones,
0s pesquisadores observaram um aumento de duas vezes no volume celular, uma
morfologia mais fibroblastica, menor quantidade de PplX, maior teor de proteinas e
um aumento no numero de mitocdndrias € no consumo de oxigénio (Casas et al.,
2006).

O trabalho de Milla e colaboradores sugere que exista uma variagdo de
resisténcia para um mesmo fotossensibilizador de acordo com a linhagem celular.
Estudos ja mostraram ser possivel gerar populagdes resistentes utilizando o 5-ALA-
PDT também em linhagem de carcinoma epiderméide cutdneo humano (Milla et al.,
2011). Recentemente, Rosin et al. (2017) demonstrou que células de CEO também
desenvolvem resisténcia a terapia fotodindmica mediada pelo 5-ALA. Essas células
exibiram superexpressdo de proteinas relacionadas a sobrevivéncia celular,
principalmente Akt, mTOR, iNOS e survivina, bem como maior potencial de migragéo,
aumento da densidade mitocondrial € menor quantidade de PplX. Outros estudos
também induziram populagdes resistentes utilizando linhagem de cancer bucal
(ATCC-KB) e linhagem celular de carcinoma de faringe (FADU); porém, essas células
foram tratadas com hematoporfirina (Kim et al., 2013; Kim et al., 2014). Nenhum
estudo avaliou ainda se a terapia fotodindmica mediada pelo 5-ALA induz resisténcia

em células displasicas, incluindo as da cavidade oral.

Algumas pesquisas também evidenciam um fendtipo mais invasivo de células
sobreviventes a terapia fotodinamica. Bhowmick e Girotti (2014) analisaram células
de cancer de préstata humano (PC3) submetidas a terapia fotodindAmica mediada pelo
5-ALA e mostraram que as células de cancer de prostata PC-3 respondem
prontamente ao estresse causado pela terapia, aumentando a expressao de NOS2 /

NO, o que aumenta a resisténcia apoptdtica e estimula a proliferacao.
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Um trabalho realizado posteriormente utilizou duas linhagens de cancer de
prostata humano, a PC-3 e a DU145, sendo que ambas foram tratadas com a terapia
fotodinamica mediada pelo 5-ALA. Os autores verificaram que as células PC3 e
DU145 sobreviventes a terapia fotodinamica eram mais agressivas em termos de
proliferagdo, migracao e invasao. Essa transformacgéo foi acompanhada por maiores
modificagdes nos padrdées de expressdo de MMP-9, TIMP-1 e integrina a6,
demonstrando que essas proteinas participariam entao de processos de invasao e

migracgao induzidos pela terapia aplicada (Fahey; Girotti, 2015).

A resisténcia a terapia fotodindmica interfere em vias de sinalizagao
relacionadas a sobrevivéncia celular, bem como em vias que regulam o metabolismo
de oxigénio, permitindo maior proliferagcdo dessas células. Contudo, nao
necessariamente esse fendtipo mais agressivo implica maior invasdo. Uma
investigacdo demonstrou que células da linhagem de adenocarcinoma mamario LM3
resistentes a terapia fotodindmica mediada pelo 5-ALA podem reduzir seu potencial
de invasao, por nao adquirirem um fenétipo de transicao epitelial-mesenquimal (TEM);
essas células podem exibir auséncia de vimentina, desorganizagdo da actina e
modificagdes na distribuicdo de vinculina, E-caderina e B-catenina. Assim, a terapia
fotodinamica afeta a adesao célula-célula e também o substrato celular por meio da
reorganizagao de algumas proteinas do citoesqueleto e de proteinas de adeséo, o
que inibe o fendtipo de transigao epitélio mesenquimal dessas células (Casas et al.,
2008).

2.4 Células-tronco tumorais

As células tronco tumorais (CTTs) sdo um subconjunto de células iniciadoras
que constituem uma reserva de auto-sustentagdo, cuja funcdo € renovar as
populagdes celulares tumorais (Chen et al., 2009). As populagbes de células tronco
tumorais séo definidas por quatro caracteristicas basicas: 1) somente uma pequena
por¢cao de células cancerigenas inicia a tumorigénese quando transplantadas em
camundongos imunodeficientes; 2) marcadores de superficies de células distinguem
as células tronco tumorais das células tronco normais; 3) células tronco tumorais

induzem o tumor a formar tanto células tumorigénicas como nao tumorigénicas,
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mantendo assim a heterogeneidade morfolégica do tumor original; e 4) transplantes
em série de varias geragdes tumorais comprovam a capacidade de auto-renovagao

das populagdes de células tronco tumorais (Bhaijee et al., 2012).

De acordo com a “hipétese estocastica”, as células tumorais sdo homogéneas,
isto é, ttm a mesma probabilidade de iniciar e propagar tumores, bem como de gerar
metastases. Mutacdes espontineas levam a modificagdes no fendtipo celular, fato
que explica a heterogeneidade nos tumores (Albers et al., 2012). Em fun¢édo do
desenvolvimento dos estudos moleculares, essa hipdtese nao tem sido mais
confirmada em varios canceres. Assim outra hipotese tem sido aventada, chamada
de “hipotese das células tronco tumorais”. Nesta hipotese é defendida a teoria de que
o tecido tumoral tem uma hierarquia celular distinta e que apenas uma pequena
subpopulacao de células dentro do tumor é capaz de iniciar o cancer, sendo essa
populagao formada por células tronco tumorais (Reya et al., 2001; Sayed et al., 2011;
Bhaijee et al., 2012; Krishnamurthy; nor, 2012).

A hipotese da heterogeneidade tumoral sustenta a participagcado das células
tronco tumorais nesse processo. Por essa hipotese, nem todas as células neoplasicas
presentes nos tumores solidos possuem habilidade similar de direcionar a formacao
tumoral. Isso sugere que as células tronco tumorais, além de guiar a carcinogénese,
também aumentariam a populagdo de células progenitoras que formam a massa

tumoral (Prince et al., 2007).

Ha varios cenarios possiveis nos quais o CEO poderia se originar de células
tronco tumorais: o carcinoma pode se desenvolver diretamente das células tronco
tumorais, bem como devido ao desvio de rotas que ocorre com as células
diferenciadas levando a transformacgdo em células malignas intraepiteliais e ainda
pode ocorrer também a existéncia do estado Tis (tumor in situ) com a presencga de
células malignas intraepiteliais sem haver rompimento da membrana basal. A hipétese
das células tronco tumorais também é sustentada pelo fato de as células tronco serem
as uUnicas que permanecem tempo suficiente no epitélio para acumular mutagdes
genéticas necessarias para que haja a transformacado maligna em células tronco

tumorais (Hombach-Klonisch et al., 2008).

Além desses aspectos, as células tronco tumorais tém sido associadas a

transicao epitélio-mesenquimal e ao processo reverso, denominado transigao
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mesenquimal-epitelial (TME). Ambos desempenham papéis centrais na
embriogénese e no processo de metastase tumoral (Mani et al., 2008). A transi¢gao
epitélio-mesenquimal é o processo que permite que uma célula epitelial polarizada
assuma um fendtipo de célula mesenquimal, caracterizada por maior motilidade e
invasividade (Biddle; Mackenzie, 2012; Zhang et al., 2012). Além de sua importancia
na embriogénese, a transicdo também participa do reparo de feridas, principalmente
da reepitelizagéo, permitindo a migracédo de células epiteliais no leito da ferida. Em
neoplasias malignas, a transi¢gao epitélio-mesenquimal induz a migragéo de células
tumorais do local primario e, consequentemente, participa de metastases; além disso,
essas células que sofreram transigcao exibem resisténcia a terapias, estimulando a

progressao tumoral (Biddle; Mackenzie, 2012).

2.4.1 Resisténcia tumoral a terapias e células-tronco tumorais

O modelo das células tronco tumorais oferece explicacdes para as falhas nos
tratamentos antineoplasicos, pois essas células parecem participar diretamente do
mecanismo de sobrevivéncia as terapias (Qian et al., 2015). A capacidade de
resisténcia a quimioterapia e radioterapia que as células tronco tumorais apresentam
€ apontada como caracteristica chave para o aumento de recorréncias e o
aparecimento de células tumorais resistentes e mais agressivas (Birkeland et al.,
2015; Méry et al., 2016). A radiorresisténcia das células tronco tumorais € oriunda de
mecanismos que envolvem o rapido reparo do DNA, a neutralizagao eficiente de
radicais livres, a regulagao do ciclo celular e a interagdo com o estroma (Wang et al.,
2013; Bertrand et al., 2014, Mery et al., 2016). A resisténcia a quimioterapia € gerada
em parte pela ativacdo de proteinas localizadas na membrana que fazem o efluxo de
drogas (ABCG, MDR1) e também pela regulagdo de genes envolvidos na

neutralizagao da toxicidade de drogas (Nor et al., 2014).

Outro fator que auxilia na manutengao de caracteristicas essenciais para
células-tronco sao as espécies reativas de oxigénio (EROs), ja era conhecido que no
caso de células-tronco hematopoiéticas o baixo nivel de EROs ajuda na manutengao

de caracteristicas tronco (Jang; Sharkis, 2007).
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Com base nisso Chang et al. (2014) estudaram a interagdo das EROs com o
cancer de cabeca de pescoco, observando que células com baixo nivel de EROs
foram mais numerosas, expressavam mais marcadores de células iniciadoras de
tumor e apresentavam quimioresisténcia e tumorigenicidade, entretanto quando
houve uma restauragao do nivel das EROs ocorreu uma perda dessas propriedades
de células tronco tumorais e um aumento da sensibilidade a cisplatina no carcinoma

epidermdide de cabecga e pescogo (Chang et al., 2014).

Kulsum et al. (2017) demonstraram a capacidade da ALDH1A1 de anular
algumas caracteristicas de células tronco tumorais presentes em linhagens do cancer
de cabeca e pescogo resistentes a quimioterapicos. Os autores induziram linhagens
celulares de cancer de cabeca e pescoco resistentes a cisplatina, docetaxel e 5-FU e
observaram a expressao de marcadores de células tronco tumorais (CD44, CD133,
NOTCH1, ALDH1A1, OCT4 e SOX2). Concluiram que o aumento da expressao
desses marcadores foi associado ao aumento da formacao de esferas, de coldnias e
do potencial de migragdo. Além disso, foi observado também que a inibicdo da
ALDH1A1 em uma linhagem especifica (Cal-27 CisR) levou a diminuigdo da
expressao dos marcadores de células tronco tumorais e a redugao da migragao, do
potencial tumorigénico e de auto-renovagdo, acompanhada de uma indugédo na

sensibilidade a cisplatina.

Gemenetzidis et al. (2015) analisaram a resposta das células CEO a radiagao
ionizante e observaram que as células do tumor com propriedades de células tronco
tumorais apresentaram resisténcia a radiagao ionizante. As células que apresentaram
um perfil de expressdo mesenquimal (CD44M"/ESA®Y) mostraram um maior nivel de
reparacdo do DNA apds o tratamento com a radiagdo. Os autores concluiram que as
células tronco tumorais mesenquimais compreendem a maioria das células tumorais

invasivas e sdo capazes de resistir aos efeitos da radiagao.

Os métodos convencionais de tratamento tém por meta levar as células a
apoptose. No entanto, as células tronco tumorais apresentam diminuicdo no
mecanismo apoptético e alta resisténcia a apoptose. Chikamatsu et al. (2012)
demonstraram que células tronco tumorais do cancer de cabeca e pescogo expressam
altos niveis de genes anti-apoptéticos (BCL2 e IAP), levando a uma maior

sobrevivéncia celular.
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2.4.2 Células-tronco tumorais e terapia fotodinamica

Estudos envolvendo terapia fotodinamica, células tronco tumorais e CEO séo
escassos, porém, cresce a literatura sobre o desenvolvimento de
fotossensibilizadores que sejam alvo para células tronco tumorais (Lin et al., 2015).
Um estudo recente mostrou que células tronco tumorais presentes em cancer de
cabeca e pescogco ndo sao resistentes a terapia com ALA-PDT. Esta, ao contrario,
inibiu a migragdo e a quimiorresisténcia das células tronco tumorais. Os autores
verificaram que houve reducdo da quantidade de células que expressaram o0s
marcadores ALDH1 e CD44 isolados, mas nao avaliaram a co-expressao desses e de

outros marcadores (Yu; Yu, 2014).

Um ponto limitante desse trabalho foi o fato de ndo haver mengao a dosimetria
de terapia fotodindmica utilizada, ja que esse fator € crucial para se posicionar a
terapia como letal ou subletal, e contextualizar os resultados obtidos. Doses letais s&o
aquelas que provocam a morte de 98% a 100% das células; a dosimetria que acarreta
em indices de viabilidade celular diferentes dos mencionados envolvem, em geral,
doses subletais. As doses subletais de terapia fotodinamica sao aquelas relacionadas
a resisténcia dos tumores a terapia. Em geral envolvem a indugéo de alteragdes no
citoesqueleto celular e em sua capacidade de migracao e proliferacao, ja que nao
provocam a apoptose de todas as células (Di Venosa et al., 2015). As células epiteliais

em geral adquirem alta capacidade de migragao e mantém seu potencial proliferativo.

Um trabalho envolvendo células do céncer colorretal humano isolou células
tronco tumorais usando a expressao de PROM1/CD133 e demonstrou que a terapia
fotodindmica mediada pela protoporfirina (PplX) induziu a formagdo de
autofagossomos em células PROM1/CD133+. Essa formagédo foi seguida da
regulacao positiva de proteinas relacionadas a autofagia. Quando o grupo inibiu a
autofagia por intermédio de inibidores farmacoldgicos e do silenciamento do gene
ATG5, ocorreu apoptose das células PROM1/CD133 e, posteriormente, diminui¢cao da
capacidade de formacgao de colénias e da tumorigénese in vivo. Os autores concluiram

que a autofagia apresenta um papel protetor contra a terapia fotodindmica e que o
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direcionamento da autofagia pode ser usado para elevar a sensibilidade das células

tronco tumorais a terapia fotodinamica (Wei et al., 2014).

Outra explicagcdo para a resisténcia das células tronco tumorais a terapia
fotodinamica mediada por porfirinas reside na analise da quantidade de protoporfirina
(PpIX) dentro das células. Wang et al. (2017) demonstraram que, em células de
glioblastoma expostas a terapia mediada pelo 5-ALA, as células tronco tumorais
exibiam menor fluorescéncia derivada da PplX do que células nao-células tronco
tumorais; as células que apresentaram baixa expressdao de PplX exibiram
tumorigénese maior quando transplantadas em cérebros de camundongos com

deficiéncia imunoldgica.

2.4.3 Marcadores expressos em células-tronco tumorais de carcinoma epidermoide

oral

Sao descritos na literatura diversos marcadores expressos em células com
fendtipo tronco e que sao considerados marcadores confiaveis em ensaios para
caracterizacao de células tronco tumorais. No presente trabalho, utilizamos trés

marcadores que ja foram descritos em diversos tipos de canceres, inclusive no CEO.

O primeiro marcador e talvez o mais estudado € a glicoproteina CD44. Trata-
se de uma glicoproteina transmembrana codificada pelo gene CD44, composto por 19
exons localizados no cromossomo 11 humano e no cromossomo 2 de camundongos.
No gene CD44 humano, exons 1-5 e 16-20 produzem a forma padréao de CD44
(CD44s); o restante dos exons 6-15 sao “splicing” alternativos e originam as formas
variantes v1 a v10 (CD44v) (Patel et al., 2014).

O CD44 foi primeiramente descrito em 1983 como um receptor de linfocitos. No
entanto, com o avango das pesquisas, foi possivel observar que essa glicoproteina
apresenta um amplo papel em diversos comportamentos celulares, como adesao,
migragao, invasdo e sobrevivéncia. Ela medeia interagbes célula-célula e célula-
matriz em grande parte por conta de sua afinidade com o acido hialurénico, que é um

constituinte da matriz extracelular. A CD44 também apresenta afinidade com outros
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ligantes, como a osteopontina e metaloproteinases da matriz (MMPs) (Cichy; Puré,
2003; Zhang et al., 2012; Emich et al., 2015).

Pesquisas ja mostraram a associagdo da expressao de CD44 com vias de
sinalizagao que influenciam o crescimento, propagacéo e resisténcia do CEO (Al-Hajj
et al., 2003; Prince et al., 2007; Zhang et al., 2012; Emich et al., 2015). Isso ocorre
devido a interacdo da CD44 e do acido hialurbnico no dominio extracelular,
promovendo vias de sinalizacdo que desempenham papeis importantes na

progressao tumoral de diversos tipos de cancer (Thapa; Wilson, 2016).

Essa proteina ja foi usada no isolamento e na caracterizagao das células tronco
tumorais em carcinomas epidermdides de cabeca e pescogo. Prince et.al. (2007)
observaram que tumores formados por meio de células CD44" reproduziam a
heterogeneidade do tumor original e apresentavam caracteristicas de auto-renovagao
e de diferenciacdo, ambas caracteristicas de células tronco. Os autores também
observaram que células CD44* expressavam diferentemente o gene BMI1, sendo
esse correlacionado com a tumorigénese em diversos tipos de canceres. Ao
detectarem que esse gene é expresso no nucleo celular de populagdes tumorigénicas
CD44* os autores afirmam que tal padrdao permite a definicdo de microdominios nos
tumores primarios e que essa definicdo pode ser util para no diagnéstico do cancer
(Prince et al., 2007).

Um estudo subsequente em carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco
mostrou que a populacdo de células tronco tumorais CD44+ possui ndo s6 a
capacidade de formar esferas tumorais, proliferar, migrar e invadir in vitro, mas

também adquire resisténcia a agentes quimioterapicos (Okamoto et al., 2009).

Células de CEO que expressam positividade para CD44 ja foram relacionadas
com a capacidade de a célula realizar transicao epitélio-mesenquimal. Ghuwalewala
et al. (2016) analisaram trés linhagens celulares de CEO em diferentes ensaios
laboratoriais, observando a expressao de alguns marcadores, dentre eles 0 CD44. Os
autores observaram que células CD44Msh/CD24'°" expressavam genes relacionados
a células tronco tumorais, exibiam caracteristicas de células capazes de realizar
transicao e apresentavam caracteristicas classicas de células tronco tumorais como

formagdo de colbnias, formagdo de esferas, migragcdo e invasdo. Além dessas
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caracteristicas, essas células também superexpressavam moléculas transportadoras

de farmacos, contribuindo para a quimioresisténcia.

Além da glicoproteina CD44, um outro marcador de células tronco tumoral que
vem ganhando destaque por conta de sua importancia em diversas fung¢des tronco é
um receptor de neurotrofinas denominado p75N™R. As neurotrofinas sdo uma familia
de fatores de crescimento, composta por fator de crescimento nervoso (NGF), fator
neurotréfico derivado do cérebro (BNDF), neurotrofina 3 e neurotrofina 4/5. Esses
fatores de crescimento foram inicialmente estudados quanto ao seu papel no
desenvolvimento do sistema nervoso, porém foi observado que eles exercem também
um papel importante em células ndo neuronais. As neurotrofinas e seus receptores
sao expressos em microambientes sadios e tumorais, e estdo envolvidos no
desenvolvimento de diversos canceres. Tém a capacidade de influenciar o
comportamento das células tronco tumorais e de outras células do microambiente
(Tomellini et al., 2014; Chopin et al., 2016).

As neurotrofinas podem exercer suas fungdes principalmente por meio de dois
tipos de receptores celulares de membrana, os receptores de tirosina quinase (Trk) e
o receptor p75NTR, que apresenta afinidade para se ligar a neurotrofinas e pro-
neurotrofinas (Skeldal et al., 2011). O p75N™R é um receptor comum de neurotrofinas
que contém um dominio extracelular, um transmembranico e um dominio
citoplasmatico. A presencga de quatro dominios ricos em cisteina na regido extracelular
do p75NTR a qual é associada a superfamilia de receptores de TNF, é responsavel
pela conformagéo do receptor. A via de transducao de sinal do p75NTR é variavel em
funcdo do tipo celular, do estado de diferenciagdo celular, da ligacédo ou nao de
neurotrofinas, da interacdo de co-receptores transmembranicos e da modificacdo da
expressao pos-translacional. Isso tudo leva a diferentes respostas celulares, como
sobrevivéncia celular, apoptose, regulagao do ciclo celular, migracao e invasao celular
(Tomellini et al., 2014).

O p75N™R vem sendo associado ao desenvolvimento tumoral em diversos tipos
de cancer, dentre eles o cancer de cabecga e pescogo (Nakamura et al., 2007; Soland
et al., 2008; Abdulmajeed et al., 2013; Kiyosue et al., 2013; Murillo-Sauca et al., 2014;
Osman et al., 2015). Contudo, alguns pesquisadores sugeriram que esse receptor

poderia atuar como um supressor de tumor em alguns tipos de cancer, como de
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estdbmago, bexiga e prostata; essa supressao ocorreria mediante o bloqueio da
progressao do ciclo celular, bem como pela indugdo de apoptose (Tabassum et al.,
2003; Khwaija et al., 2006; Chopin et al., 2016).

Em relacdo a expressao desse receptor no epitélio oral normal, Nakamura et
al. 2007 constaram que o p75N'R foi expresso apenas na camada basal do epitélio
oral tanto da mucosa bucal como da gengiva, principalmente nas cristas mais
profundas e nas pontas das papilas epiteliais e concluiram que o padrdao de
distribuigao das células p75NTR* sugere uma organizagédo em grupos (Nakamura et al.,
2007).

Para o carcinoma epidermoide de esdfago (CEE) a expressédo desse marcador
variou de acordo com o grau de diferenciagao do tumor. Trabalho realizado com essa
neoplasia observou que em tumores bem diferenciados a expressao estava na
primeira ou segunda camada de distancia da margem infiltrativa, que areas com
pérolas corneas foram negativas para esse marcador € que em tumores pouco
diferenciados a expresséao foi difusa em todo o tecido neoplasico (Okumura et al.,
2006). Resultado semelhante também foi observado por outro grupo de pesquisa que

analisou o0 mesmo marcador nesse mesmo tipo de cancer (Kojima et al., 2017).

Huang et al. 2009 analisaram a resisténcia a quimioterapia e a capacidade de
auto-renovagao de células p75N™R* no carcinoma epidermoide de es6fago através de
ensaios imunohistoquimicos com tecidos humanos e com linhagens celulares,
observando que a expressao em tecidos foi delimitada em células imaturas e ausentes
em células que passavam por diferenciacao, os resultados imunohistoquimicos foram
bem parecidos com os observados por Okumura et al. (2006) e Kojima et al. (2007),
os casos bem diferenciados e moderadamente diferenciados apresentavam
expressdo do marcador nas camadas adjacentes as margens infiltrativas do tumor,
exceto nas pérolas corneas, ja os casos pouco diferenciados a expressao era difusa
por todo o tecido. Ja nos ensaios com as linhagens celulares de carcinoma
epiderméide de eséfago (Eca109, SHEC-1, SHEC-4 e SHEC-5) os autores concluiram
que as células p75NTR* apresentavam caracteristicas de células tronco tumorais, tais

como a capacidade de auto renovacéao e resisténcia a quimioterapia.

A expressao desse marcador também foi alvo de estudo em epitélio normal de

laringe e no carcinoma de laringe, sendo que os autores observaram expressao de
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p75NTR |ocalizada. Nos casos de displasia epitelial as células basais e suprabasais
expressaram o marcador, entretanto a positividade foi diminuindo e ficando mais
dispersa de acordo com o aumento da displasia epitelial, jA em casos de carcinoma
bem diferenciados houve uma forte expressdao na regiao periférica das ilhas
neoplasicas presentes na regido de invasao e nas margens infiltrativas e uma
auséncia de expressao em areas de pérolas cérneas. Como ja descrito anteriormente
em outros trabalhos em casos pouco diferenciados a expressao foi disseminada,
entretanto houve uma reducao na intensidade de marcacao observada, sendo que a
frequéncia de células positivas para o marcador foi similar com as lesdes displasicas

e maior do que no epitélio normal da laringe (Li et al., 2012).

Estudo semelhante foi realizado em carcinoma epiderméide oral sendo
observada uma expressdo do p75N™R no epitélio normal e no epitélio displasico
adjacente aos tumores. As células epiteliais basais foram p75N™R*, bem como as
células localizadas na zona central dos tumores, entretanto com uma positividade leve
a moderada, ja nos tumores bem diferenciados as células localizadas nas zonas
periféricas dos ninhos mostravam uma expressao intensa e por fim na frente invasiva
a frequéncia de células positivas para o marcador foi menor do que na porg¢ao central
do tumor e a intensidade de marcagao observada foi leve a moderada (Soland et al.,
2008).

Kiyosue et.al. (2013) avaliaram a express&o do p75N™R em leucoplasias e em
CEO e observaram que, no epitélio normal, o p75N™R foi expresso na membrana
celular de algumas células basais, ja em leucoplasias, o p75N"R foi detectado apenas
na camada basal, independentemente da extensao da displasia epitelial; nos casos
de carcinoma, o p75NR foi superexpresso em comparagéo com o epitélio normal. O
padrao de expressao nos casos de carcinoma variou de acordo com o grau
histolégico, sendo que, em casos bem diferenciados, a expressao foi observada

apenas nas areas mais externas nas ilhotas epiteliais neoplasicas.

Resultado semelhante foi observado por Abdulmajeed et al. (2013) em casos
de displasias epitelial e de carcinomas epidermadides orais, o grupo observou que tanto
em mucosa oral normal como em lesdes displasicas células p75N™R* se encontravam

localizadas na camada basal do epitélio, ja em casos de carcinoma epidermdide oral
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as células p75NTR* eram localizadas na zona periféricas de ninhos e a expresséo era

negativa nas células centrais do tumor.

Dalley et al. (2013) estudaram a expressao do marcador p75N™R em associagdo
com a glicoproteina CD44 em linhagens de queratindcitos orais normais (OKF6-
TERT2), queratindcitos oral displasico (DOK, POE-9n) e no carcinoma epiderméide
oral (PE/CA-PJ15), observando que na imunohistoquimica a expresséo do p75N™Re
da CD44 foi associada a camada basal nas linhagens dos queratinécitos normais e
displasico e na linhagem do carcinoma epidermdide a expressdo de ambos os

marcadores foi amplamente distribuida por todo o epitélio neoplasico.

Outro marcador utilizado no presente estudo foi a molécula de adeséao
intercelular hemofilica independente de calcio (EpCAM ou ESA). Ela foi descrita em
1979 como um antigeno dominante no tecido do carcinoma do célon humano (Herlyn
et al., 1979). E uma proteina glicosilada de membrana de tipo I, de 30 a 40 kDa,
expressa em niveis baixos no epitélio normal e altamente expressa nos canceres
epiteliais (Munz et al., 2009).

A ESA humana é um polipeptidio com 314 aminoacidos (aa) constituido por um
dominio extracelular longo (N-terminal) de 242 aa, um dominio transmembranico de
23 aa e um dominio citoplasmatico curto de 26 aa (C-terminal); o gene que codifica
essa molécula esta localizado no cromossomo 2 (2p21) (Imrich et al., 2012; Schnell
et al., 2013).

A ESA pode interferir com a adesao celular mediada pela e-caderina, sugerindo
que ela desempenha um papel de antagonista na interagéo célula-célula nesses casos
(Litvinov et al., 1997). Contudo, sua fungdo nao se limita a adesao celular, mas
também a varios outros processos, tais como sinalizacdo celular, diferenciacao,

proliferagdo e migragao (Sen; Carnelio, 2016).

Em tecidos saudaveis, a ESA é expressa na membrana de células epiteliais
indiferenciadas, estando ausente nas células epiteliais diferenciadas; os tecidos que
apresentam a expressao dessa molécula tipicamente exibem alta taxa de proliferacéo
e baixa presenca de células diferenciadas. Em adultos, a ESA é expressa em quase
todos os 6rgaos e glandulas, sendo que a expressao € mais intensa no célon (Schnell
et al., 2013).
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O nivel da ESA é elevado na maioria dos tumores epiteliais, e esse alto nivel
de expressao geralmente se associa a um progndstico ruim, com excegao de casos
de carcinoma renal e carcinoma tireoidiano, nos quais niveis elevados dessa molécula
sao relacionados a aumento da sobrevida; portanto, pode-se afirmar que a ESA pode
desempenhar um duplo papel, promovendo ou reduzindo a progressao tumoral
(Schnell et al., 2013).

A superexpressao de ESA foi demonstrada em varios carcinomas humanos.
No entanto, essa expressao é relativamente menos explorada no cancer de cabeca e
pescoco. Laimer et al. (2008) analisaram a expressdo desse marcador por meio da
técnica de imunohistoquimica em 77 amostras de pacientes diagnosticados com CEO,
observando a expressao elevada de ESA em 17 (22,1%) das amostras tumorais. Os
autores nao observaram associagao da superexpressao de ESA fatores prognésticos,
incluindo sobrevida. Outro estudo avaliou esse marcador em 60 casos de CEO,
observando a expressdo em 51 casos do total; os autores concluiram que a ESA pode

ser um potencial biomarcador prognéstico em CEOs (Sen; Carnelio, 2016).

Embora recentemente alguns estudos tenham avaliado a expressao de ESA
em carcinomas de cabecga e pescoco, os resultados tém sido controversos e nao
definitivos. Grupos de pesquisas divergem em relacédo a extensdo dessa expressao;
alguns grupos afirmam que a ESA é expressa em tecidos normais (Yanamoto et al.,
2007; Hwang et al., 2009), enquanto outros ndo observaram expressdao em seus
espécimes (Shiah et al., 2009; Sen; Carnelio, 2016).

A co-expressdao dos marcadores citados parece ser mais sensivel para
identificar células tronco tumorais. Em funcéo disso, Mohanta et al. (2017) estudaram
a expressao de dois marcadores de células tronco tumorais, o CD44 e o CD147
(proteina indutora de metaloproteinases em diversos tipos de canceres) em carcinoma
epidermdide orais e observaram a associacao da expressao desses dois marcadores
com a diferenciagao celular (aumento da auto-renovacao, migragao e invasao) e o

progndstico do paciente.

Biddle et al. (2011), analisando células de CEO, demonstraram a existéncia de
subpopulacdes CD44Msh ESANS" ¢ ESAY em ensaios de citometria de fluxo. Os
autores verificaram morfologia, capacidade de auto-renovagao e de transicao epitélio-

mesenquima diferentes para cada subpopulagdo analisada. As células
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CD44Md"/ESANh exibiram potencial de formacdo de holoclones, tipicas de células
tronco tumorais. Ja as células CD44"9"/ESA'®Y cresceram mais lentamente, exibiram
um formato mais alongado, de caracteristicas mesenquimais, e tiveram maior
capacidade de migragéo. As células CD44M3"/ESA'®Y exibiram ainda um potencial 10X
e 80X maior de formar holoclones no ensaio de esferas em comparacdo as
CD44hdh/ESANgh @ CD44'°", respectivamente. Na andlise de expresséo génica de
marcadores TEM, a subpopulagdo CD44"s"/ESA% exibiu superexpressido de
vimentina, Twist, Snail e Axl, e baixa expressao de E-caderina, involucrina e
citoqueratina 15. Os autores concluiram que a populagdo CD44"9"/ESAN9" é sugestiva
de células tronco tumorais, mas mantém suas caracteristicas epiteliais e é
proliferativa; ja a CD44MI"/ESAPY também ¢é sugestiva de células tronco tumorais,
porém ¢é migratoria e exibe caracteristicas mesenquimais, tipicas da transigao

epitelial-mesenquimal.

O mesmo grupo de pesquisa em 2016 demonstrou a presenca de resisténcia
de subpopulagbes CD44M"/ESAPYW/CD24+ ao quimioterapico paclitaxel e da
subpopulacao CD44Mgh/ESANSh/CD24- a cisplatina. As células
CD44Ma"/ESA°¥/CD24+ exibiam alta plasticidade, com potencial de modificar seu
fendtipo de TEM para transicdo mesenquimal-epitelial, expressando agora
CD44ni9h/ESANS (Biddle et al., 2016).

Subpopulagdes de CD44 também foram avaliados por Gemenetzidis et al.
(2015) em ensaios expondo células de CEO a radiacédo ionizante. Os autores
observaram que as células tronco tumorais mostraram, inicialmente, resisténcia a
radiacao, e evidenciando maior crescimento e menor apoptose quando irradiadas; a
populacdo CD44°“/ESAMS" foi a mais sensivel a radiacdo, e a populacdo
CD44M"d"/ESA°Y foi a que mostrou maior capacidade de invasdo em culturas

organotipicas e também resisténcia a doses terapéuticas de radiagao ionizante.

Shigeishi et al. (2015) demonstraram que a subpopulagdo CD44MI"/ESA"Y foi
mais resistente a apoptose induzida pelo 5-FU do que a CD44M9h/ESANS" ¢ g CD44'°ov,
A inibicado de GSK3B provocou a transformacdo de CD44M"/ESAY para
CD44Md"/ESANSh tornando essa populacdo mais susceptivel ao 5-FU. Resultados
similares foram obtidos inibindo-se também a diidropirimidina desidrogenase na

populacdo CD44"s"/ESA¥. Os autores concluiram que os inibidores de
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diidropirimidina desidrogenase e de GSK3[p podem constituir novas terapias para

evitar a resisténcia dos carcinomas de cabeca e pescoco ao 5-FU.

Osman et al. (2015) investigaram o potencial do p75N™R como marcador de
identificacao e isolamento de células tronco tumorais no CEO, e também a associacao
desse receptor com diferentes marcadores de células tronco tumorais, dentre eles o
CD44. Os autores descreveram que células p75+ mostraram maior habilidade de
formacao de colénias e de esferas quando comparadas com células p75-; por isso
selecionaram as células 5% mais positivas (p75"9") e as 5% mais negativas (p75'").
Com essa selecao, os autores afirmaram que ambas as populagdes sao capazes de
formar esferas e colbnias, porém um potencial maior nessas atividades foi observado
para a subpopulagdo p75Ms". Além disso, os autores detectaram que a populacdo
p75"9" & mais tumorigénica, expressa niveis maiores de CD44 e sdo mais resistentes

a drogas quando comparada com a populagdo p75'°¥.

O grupo de pesquisa de Yamaguchi publicaram dois trabalhos nos quais
analisaram o p75N™R e sua associacdo com diferentes marcadores, dentre eles o
CD44 (Yamaguchi et al., 2016a) e ESA (Yamaguchi et al., 2016b). No primeiro
trabalho, o grupo teve como objetivo desenvolver um método para identificar as
células tronco tumorais quiescentes no carcinoma epiderméide de eséfago com base
nos padrdes de expressdo dos marcadores p75N™R, CD44 e CD90; ao final do estudo,
concluiram que células que expressavam p75NTR+/CD44- manifestavam fraca
expressao de marcadores de diferenciagao, alta resisténcia a drogas, capacidade de
formagao de colbnias in vitro e capacidade de tumorigénese in vivo. Além disso, a
maioria das células que apresentavam essas expressdes citadas acima estavam em
um estado quiescente; ja as células que expressavam CD44+ estavam ativamente
proliferativas e exibiam menos marcadores de células tronco tumoral. O estudo
demonstrou ainda a expressdo de marcadores para transicao epitélio-mesenquimal
em células p75NTR+/CD44- e associou esse resultado ao fator de crescimento neural
(NGF). O NGF ja foi descrito como responsavel pela transicdo em cancer de mama.
Portanto, o p75N™ pode estar envolvido na regulagdo da transigdo epitélio-
mesenquimal e na aquisicao de propriedades de células tronco (Yamaguchi et al.,
2016a).
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No segundo trabalho Yamaguchi et al. (2016b), o objetivo foi detectar células
tronco tumorais no sangue periférico de pacientes com carcinoma epiderméide de
esofago usando a expressdo combinada de p75N™R, ESA e CD44. A expressdo de
ESA em células circulantes no sangue de pacientes oncolégicos foi significantemente
maior do que nos individuos saudaveis. Além disso, os resultados revelaram que o
uso da combinacdo p75NTR+/ESA+ para identificacdo de células neoplasicas
circulantes constitui um diagnéstico mais apurado; essa co-expressao foi associada a
maior potencial de metastases, fato ndo observado nas células p75NTR-/ESA+. Esses
achados reafirmam o potencial invasivo e metastatico de células tronco tumorais com
expressao para o p75NTR. Com relagcao ao CD44, os resultados mostraram que quase
todas as células positivas para ESA eram CD44+, indicando que a glicoproteina CD44
€ equivalente ao ESA como marcador de células tronco tumoral; portanto, ndo seria

util na diferenciagao de subpopulagdes no carcinoma epidermoéide de eséfago.

A co-expressdo do receptor p75N"R e da glicoproteina CD44 também foi
estudada por Murillo-Sauca et al. (2014). Os autores avaliaram se células
p75NTR+/CD44+ tinham a capacidade de tumorigénese in vivo, confirmando esse
potencial mesmo quando o numero de células inoculadas foi inferior ao numero de
células de outras subpopulacdes. Além disso, observaram também que populagdes
CD44+ apresentam uma maior capacidade de formagao de tumor do que populacdes
CD44- e maior resisténcia ao estresse oxidativo. Os autores concluem que a co-
expressdo de p75NTR+/CD44+deve abranger uma populagdo mais resistente ao

estresse oxidativo induzido pela radiacao.
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3 PROPOSIGAO

3.1 Geral

Avaliar se células de displasia epitelial oral desenvolvem resisténcia a terapia
fotodinamica similar a observada anteriormente para células de CEO, e se nesse
processo ocorre modificagcao da expressao de marcadores de células tronco tumorais

em ambas as linhagens celulares.

3.2 Especificas

Verificar se células de displasia epitelial oral (linhagem DOK) desenvolvem
resisténcia a terapia fotodinamica mediada pelo 5-ALA, apdés multiplos ciclos de

tratamento.

Comparar a viabilidade dessas células displasicas com a de células de CEO
(linhagem SCC9), apds aplicagdo de modelo de indugéo de resisténcia a terapia

fotodinamica.

Verificar se células das duas linhagens, apds aplicagdo de modelo de
resisténcia a terapia fotodindmica, exibem um fenétipo de células tronco tumorais,

avaliado por intermédio de ensaio de colbnias e ensaio de invasao.

Investigar a expresséo individual e a co-expresséo de CD44, ESA e p75N™R, em
ambas as linhagens celulares, apos aplicagdo de modelo de indugao de resisténcia a

terapia fotodinamica.
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4 MATERIAL E METODOS

A metodologia descrita a seguir foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
(Seres Humanos) da FOUSP (1.730.935) (Anexo A).

4.1 Cultivo celular e grupos experimentais

Foram utilizadas as linhagens de carcinoma epidermoide humano de lingua
SCC9 (ATCC® CRL-1629) e queratindcitos orais displasicos DOK (European Cell
Culture Bank®). Células acondicionadas em criotubos no nitrogénio liquido foram
descongeladas em banho-maria a 37°C e transferidas para frascos de cultivo
contendo meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) / Nutriente Mixture HAM F12 (Gibco - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
na proporgao de 1:1, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco - Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e 1% de antibidtico/ antimicotico (Gibco -Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) para a linhagem SCC9 e meio meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco - Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1% de antibiético/ antimicético (Gibco
-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para a linhagem DOK.

Os frascos de cultivo foram mantidos a 37°C em atmosfera umida contendo 5%
de CO?. A manipulacdo das células ocorreu em fluxo laminar e seu crescimento foi
analisado diariamente em microscépio invertido com contraste de fase (Axio Vert®,
Carl Zeiss, Oberkoéchen, Alemanha). O meio de cultivo foi trocado de acordo com o

metabolismo celular, em média a cada dois dias para a SCC9 e quatro dias para DOK.

Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

a) Grupo Controle — células SCC9/DOK sem nenhum tratamento, mantidas sob

as condi¢oes experimentais descritas anteriormente.
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b) Grupo terapia fotodinamica (PDT) — células SCC9/DOK tratadas com um a
quatro ciclos de 5-ALA-PDT. A cada ciclo de PDT foi originada uma geragao de

células, denominadas segundo a sequéncia dos tratamentos.

c) Grupo fotossensibilizador — células da linhagem SCC9/DOK submetidas
somente a incubagdo com 5-ALA (mesmo protocolo de incubagao utilizado para o
Grupo PDT).

d) Grupo LED - células da linhagem SCC9/DOK submetidas somente a

irradiacédo com LED (mesmo protocolo de irradiagao utilizado no Grupo PDT).

4.2 Modelo de indugao de resisténcia a terapia fotodindmica mediada pelo 5-
ALA

Em estudo anterior (Rosin et al., 2017), as células SCC9 foram submetidas ao
modelo de indugao de resisténcia a PDT mediada pelo fotossensibilizador 5-ALA, no
qual se aumentou a dose de irradiagcao e se manteve constante a incubagao com o
fotossensibilizador 5-ALA (1mM / 4 horas). As doses utilizadas no estudo citado
variaram de 5,86J/cm?,150mW, 150s (dose inicial) a 9,38J/cm?, 150mW, 240s, sendo
que ao final do trabalho foram isoladas sete geragdes celulares. Duas geragdes:
geragéo 1 (5,86J/cm?) e geragéo 4 (9,38J/cm?) foram escolhidas para serem utilizadas
no presente estudo. Para a linhagem DOK, foi realizado o mesmo protocolo

experimental, o qual sera descrito a seguir.

Com base nos modelos de resisténcia a PDT descritos na literatura, foi
estabelecido que a primeira dose de PDT deve gerar pelo menos 90% de letalidade
(DL90) (Milla et al., 2011; Zamarrdn et al., 2015), para isso foram realizados ensaios
variando apenas a dose de luz e mantendo-se fixos a concentragédo do FS (4mM) e o
tempo de incubagao do FS (4 horas). Estabeleceu-se, entdo que a dose de luz seria
5,86J/cm2, 150mW, 150s, a qual gerou dose letal de 95% das células DOK.

Com a dose inicial estabelecida as células DOK (1,5x10°) foram cultivadas em
placas de 12 pocos por 24 horas em meio de cultivo normal. Apds esse periodo o
fotossensibilizador 5-ALA (A3785-1G - Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi



51

diluido em meio de cultivo especifico para essa linhagem celular sem a presencga do
soro fetal bovino, em uma concentragao de 1mM (Yamamoto et al., 2013; Chen et al.,
2011). Apés total dissolugao o meio de cultivo normal foi substituido pelo meio com o
5-ALA e mantido por um periodo de 4 horas em total escuriddo e a uma temperatura
de 37°C.

Apos esse periodo de incubacdo o meio foi substituido por um novo meio sem
soro e as células foram irradiadas com LED 630+5nm (3N’s Lasers, Sao Paulo, Brasil)
posicionado perpendicularmente e abaixo das placas de cultivo, com area do spot de
3,84 cm?. Para que todas as células fossem irradiadas igualmente foram aplicados
adesivos contendo furos com o didmetro igual a area do spot do LED no fundo das
placas, sendo que no total foram irradiados sete pontos por poco. Apds esse
procedimento, o meio sem o soro fetal bovino foi trocado por um novo meio de cultivo
contendo 10% de soro fetal bovino e as células foram mantidas em estufa a 37°C por
24 horas. Posteriormente as células sobreviventes foram tripsinizadas, coletadas e
novamente cultivadas até que exibissem 80% de confluéncia, sendo assim
replagueadas para dois ensaios distintos, o de viabilidade celular e o de um novo ciclo
de PDT, sendo que para esse ultimo ensaio as células foram submetidas a diferentes

doses de irradiagao como descrito na tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Dosimetria de irradiagédo aplicada em cada geracao celular da linhagem DOK seguindo o
protocolo de 5-ALA-PDT

Geracgao celular Dose de irradiagao
Primeira 5,86J/cm?, 22,5J, 150mW, 150s
Segunda 5,86J/cm?, 22,5J, 150mW, 150s
Terceira 8,20 J/cm?, 31,5J, 150mW, 210s
Quarta 8,20 J/cm?, 31,5J, 150mW, 210s

Fonte: o autor

Antes de cada novo ciclo de PDT foi realizado um ensaio de viabilidade celular
com o proposito de definir qual seria a nova dose de letalidade de 90% e também com
0 proposito de observar se as células apresentavam resisténcia a PDT. Para esse
ultimo critério foi adotado a definicdo descrita em Zamarron et al, 2015 que determina

que geracao celular é resistente a PDT se essa apresentar uma viabilidade celular 1,5
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vezes maior do que a geracgao 1 diante da dose inicial empregada, no caso de ambas

linhagens estudadas as doses iniciais foi de 5,86J/cm2, 150mW, 150s.

4.3 Viabilidade celular

Para verificarmos a viabilidade celular apds os tratamentos, utilizamos o ensaio
MTS (sal tetrazolium) sendo a reagao baseada no principio de que a quantidade de

células viaveis é diretamente proporcional a absorbancia obtida.

Células SCC9 e DOK foram cultivadas em placas de 96 pocos de cor preta e
fundo transparente (3.500 células por pog¢o) com 200ul de meio de cultura
suplementado com 10% de soro fetal bovino por 24h. Apés esse periodo, as células
foram submetidas ao tratamento com 5-ALA-PDT conforme descrito no item 4.2 sendo
que sempre foi testada a dose inicial da linhagem (5,86J/cm2, 150mW, 150s), a dose

utilizada na geragao anterior e uma nova dose de irradiagado maior em 30s.

O teste de viabilidade celular foi realizado com o MTS kit Cell Titer 96
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA) apds previa substituicdo do meio de cultivo
(180uL), foram adicionados 20uL da solugao Cell Titer 96, seguida por incubagao por
180min em estufa com CO? a 37°C. Apds esse periodo, foi quantificada a formacéo
do sal em um espectrofotdmetro (ELX 800 Biotekinstruments Inc., Winooski, VT, EUA)
com filtro de 490 nm. Todos os experimentos de MTS foram realizados em

sextuplicata para uma melhor analise dos resultados obtidos.

4.4 Formacao de coldnias

Para se observar a capacidade de formacao de colbnias, foram utilizadas as
linhagens SCC9 — Controle, ALA, LED, PDT geracéao 1 e PDT geragao 4, e alinhagem
DOK — Controle, ALA, LED, PDT geracao 1 e PDT geracao 4. Ambas as linhagens
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foram previamente congeladas em nitrogénio liquido em passagens baixas e

descongeladas posteriormente para a realizagao dos ensaios a seguir.

As células foram cultivadas em baixa densidade (102 células em cada placa de
9,6 cm? de area de cultivo) e, apos sete dias em cultivo, foram fixadas com alcool
metilico 100% a 4°C por 10 min, coradas com Azul de Toluidina por 10 min,
fotografadas e contadas manualmente, utilizando ferramenta de contagem manual
instalada no programa ImagedJ (Schneider et al., 2012). Foram consideradas colénias
os agregados celulares contendo mais de 50 células. O ensaio foi realizado em

triplicata para todos os grupos.

4.5 Ensaio de invasao celular por Matrigel®

Para analisar a capacidade de invasao celular através do Matrigel® (Corning
Matrigel Basement Membrane Matrix, NY, EUA), foram utilizadas as linhagens SCC9
e DOK (Controle, ALA, LED, PDT geragdo 1 e PDT geracgao 4). Para esse ensaio,
usamos a matriz extracelular Matrigel® diluida em meio de cultura sem soro (1:12). O
Matrigel® foi aplicado na quantidade de 100ul no fundo de insertos, e ambos foram
mantidos em estufa com CO? a 37°C por 4h. Apds esse periodo, foi adicionado aos
pocos meio de cultura com soro (SCC9- DMEM/F12; DOK-DMEM), e as células foram
plagueadas (1x10°%) dentro dos insertos em contato com o Matrigel®, onde
permaneceram na estufa de CO, a 37°C por 24h. Apos esse periodo, os insertos
foram lavados com PBS, fixados com paraformoldeido e metanol e corados com azul
de toluidina. Para a contagem da frequéncia de células que invadiram a camada de
Matrigel®, os insertos foram fotografados no microscépio (Leica DM 2500, Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemanha), e as células foram quantificadas manualmente,
utilizando-se o programa Imaged (Schneider et al., 2012). Todo o experimento foi

realizado em ftriplicata.

4.6 Citometria de fluxo
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Células da linhagem SCC9 e DOK dos grupos experimentais Controle, ALA,
LED, PDT geracao 1 e PDT geragao 4 foram lavadas com PBS (1X), desaderidas das
garrafas de cultivo com StemPro Accutase Cell Dissociation Reagent (Gibco,
Califérnia, EUA) e inseridas em tubos (10° células) nos quais foi adicionado somente
um tipo de anticorpo ou dois tipos de anticorpos, para analise de co-expressao. Foram
também criados tubos como controle negativo (sem anticorpo) e tubos contendo
somente o anticorpo secundario, quando este ndo estava conjugado ao anticorpo

primario.

As amostras foram processadas para incubacao primeiramente com Human Fc
Block (BD Pharmigen, Califérnia, EUA) por dez minutos e, posteriormente, com

anticorpos primarios por 30 minutos, conforme demonstrado na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Anticorpos utilizados na analise por citometria de fluxo

Anticorpo Marca Diluigao Clone
ESA conjugado com PE Cell Signaling 1:200 VU1D9

CD44 conjugado com APC Primario: Cell Signaling 1:100 156-3C11
Secundario: BD Pharmigen

P75NTR conjugado com FITC  Primario:  Cell  Signaling 1:100 D4B3
Secundario: Vector
Laboratories

Fonte: o autor.

As amostras foram analisadas nos aparelhos FACSCanto Il e FACSAria Il (BD
Pharmigen, Califérnia, EUA). Os dados foram analisados pelo software FlowJo v10

(Flowdo,Oregon, EUA). O ensaio foi feito em triplicata.

4.7 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio-padrdao. Para comparacao
entre os grupos Controle, ALA, LED, PDT geragao 1 e PDT geragéo 4 nos ensaios de

viabilidade celular, formagao de coldnias, invasado e citometria de fluxo, foi utilizada
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analise de variancia ANOVA, seguida do teste de Tukey. Para comparacao entre a
linhagem SCC9 e a DOK, foi utilizado o teste t de Student. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao de linhagens resistentes a terapia fotodinamica

Para o presente estudo, foram desenvolvidas linhagens resistentes a terapia
fotodinamica (PDT) de células orais displasicas (linhagem DOK). A Figura 5.1 mostra
a porcentagem de viabilidade celular de cada geragéo de células apos tratamento com
a dose aplicada para a geragao 1 sendo que os valores foram normalizados pelos do
controle sem tratamento. Na Geracao 1, foi induzida uma média de viabilidade de
4,3%, adotando-se a dosimetria de 5,86J/cm?, indicando uma dose letal do tratamento
acima de 90%, a figura ilustra a viabilidade celular quando as geragdes 2 a 4 foram
tratadas com a dose inicial de PDT (5,86J/cm?). Foi observado que ao invés de essa
dose provocar uma dose letal igual a da geracéo 1, ela provocou viabilidade celular
crescentemente maior, indicando que as células das geragdes seguintes estavam
mais resistentes a dose inicial empregada. Somente na geragdo 4 conseguiu-se
observar maior homogeneidade dos dados em cada repetigdo do ensaio, indicando
certa estabilidade na aquisicdo de resisténcia. Essa geragao exibiu diferenga

significativa em relacédo a geragao 1 (p<0.01).
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Figura 5.1 — Média da porcentagem de viabilidade celular (obtida pela normalizagdo com o controle
sem tratamento) de células orais displasicas (DOK) quando tratadas com a dose inicial
empregada na geracao 1. * p<0.01 (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de

Tukey)
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Fonte: o autor.

A tabela 5.1 mostra a média da razdo de crescimento para as células SCC9
pré-estabelecidas em trabalho anterior do grupo de pesquisa (Rosin et al., 2017) e
para as células DOK. A razao de crescimento foi obtida dividindo-se a viabilidade
celular da geragao em teste pela viabilidade celular da geragao 1. Considerando-se o
critério de que uma geracéao de células é resistente quando exibir viabilidade 1,5 vezes
maior do que a primeira geragao diante do mesmo tratamento (Singh et al., 2001;
Zamarrén et al., 2015), todas as geragbdes de SCC9, a partir da segunda, exibiram
resisténcia a PDT. A mesma tendéncia foi observada para a DOK, porém a razio de

crescimento foi menor daquela observada para a linhagem SCC9.
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Tabela 5.1 — Média (x desvio-padrao) da razéo de crescimento (viabilidade celular da geragdo em teste
dividida pela viabilidade celular da primeira geragdo) para células de carcinoma
epidermoide bucal (SCC9) e células displasicas orais (DOK)

Geragao de SCC9 DOK
células Dose Razao de Dose Razao de
crescimento crescimento

Primeira 5,86J/cm?, - 5,86J/cm?, -
150mW, 150s 150mW, 150s

Segunda 7,03J/cm?, 3,6+1,7 5,86J/cm?, 1,5+1,0
150mW, 180s 150mW, 150s

Terceira 8,20J/cm?, 3,4+1,3 8,20J/cm?, 1,9+0,9
150mW, 210s 150mW, 210s

Quarta 8,20J/cm?, 4.2+17 8,20J/cm?, 2,7+0,2
150mW, 210s 150mW, 210s

Fonte dados: SCC9,Rosin et al. (2017, p 90). DOK: o autor

5.2 Ensaio de formagao de coldnias

Foi realizado o ensaio de formacéao de colbnias para os grupos controles, ALA,
LED e geracdes resistentes para a linhagem celular SCC9 e DOK, tratando-se a
Figura 5.2 da média de formagao de colénias para a linhagem SCC9 e a Figura 5.3

demonstrando a média de formacéao para a linhagem DOK.

Foi possivel observar nas duas linhagens de células que houve um maior
aumento na formacao de colénias nas geragdes resistentes. Na linhagem SCC9, a
geragao 4 foi a que apresentou o maior aumento nesse potencial, exibindo diferengas

significativas em relagao ao Controle (p<0.05) e ao grupo ALA (p<0.05) (Figura 5.2).

Na linhagem DOK a geragao 4 também foi a que apresentou um maior aumento
na formagao de colbnias, diferindo estatisticamente do grupo Controle (p<0.05), ja o
grupo LED exibiu a menor formagao de coldnias, com diferengas estatisticas em
relacdo aos grupos ALA (p<0.05), PDT geragao 1 (p<0.05) e PDT geracgao 4 (p<0.01)
(Figura 5.3).
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Figura 5.2 — Média (xdesvio-padrao) do numero de colbnias observado em cada grupo de células de
carcinoma epiderméide oral (SCC9). * p<0.05 (Analise de varidncia Anova seguida pelo

teste de Tukey)
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Fonte: o autor.

Figura 5.3 — Média (xdesvio-padrao) do niumero de colénias observado em cada grupo de células orais
displasicas (DOK). * p<0.05, ** p<0.01 (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de

Tukey)
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Fonte: o autor.

Comparando-se a porcentagem de formagao de colénias entre as linhagens

SCC9 e DOK (Figura 5.4), obtida a partir da normalizagédo com os respectivos grupos
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Controles, nota-se que o tratamento com LED gerou maior numero de colbénias na
linhagem SCC9 (p=0.037). Nos grupos ALA e PDT geracgao 1, a linhagem DOK exibiu
maior porcentagem de colbnias, porém sem diferengas significativas em relagéo a
SCC9. Nos grupos PDT geracao 4, a porcentagem de colbnias foi similar entre as

duas linhagens.

Figura 5.4 - Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de colbnias (obtida pela normalizagdo com o
grupo Controle) nas linhagens de carcinoma epidermdide oral (SCC9) e células displasicas
orais (DOK) (valores de p pelo teste t de Student)

250

p=0.173 SCC9
= DOK
200 p=0.037
)
3 p=0.130 l
§ 150 p=0.606
8 T ] L
& 100 -
[]
(&)
2

50

ALA LED Geragao 1 Geracgao 4
PDT

Fonte: o autor.

5.3 Ensaio de invasao celular

O ensaio de capacidade de invasao celular foi realizado nos grupos controles,
ALA, LED e geracdes resistentes para ambas as linhagens estudadas. Para a
linhagem SCC9 (Figura 5.5), todos os grupos exibiram células com capacidade de
invasao, contudo somente o grupo PDT geragdo 1 demonstrou aumento expressivo
desse potencial, exibindo diferengas significativas em relagdo aos grupos Controle
(p<0.01), ALA (p<0.05), LED (p<0.01) e PDT geragao 4 (p<0.05), referindo-se a esse
ultimo grupo nao foi observado um potencial invasivo aumentado em relagdo ao grupo

Controle.
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Figura 5.5 — Média (xdesvio-padrao) do numero de células exibindo invasdo em cada grupo de células
de carcinoma epidermaide oral (SCC9). * p<0.05, ** p<0.01 (Analise de varidncia Anova
seguida pelo teste de Tukey)
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Fonte: o autor.

Para a linhagem DOK (Figura 5.6), poucas células no grupo Controle
mostraram capacidade de invasao celular. As geracgbes tratadas com PDT exibiram
maior quantidade de células com capacidade de invasdao em relagdo a esse grupo.
Houve diferencas significativas entre PDT geragcdo 1 e Controle (p<0.05). O grupo
LED também exibiu maior quantidade de células com potencial de invasao em relagao
ao Controle (p<0.05), ja o grupo PDT geracao 4 nao exibiu diferengas significativas

com relagao a nenhum grupo, apesar de ter valores maiores do que no Controle.



63

Figura 5.6 — Média (xdesvio-padrao) do numero de células exibindo invasdo em cada grupo de células
orais displasicas (DOK). * p<0.05 (Analise de varidncia Anova seguida pelo teste de

Tukey)
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Fonte: o autor.

Comparando-se as linhagens SCC9 e DOK (Figura 5.7), a porcentagem de
células com potencial de invasao, obtida a partir da normalizagdo dos respectivos
grupos Controles, foi significativamente maior na linhagem SCC9 considerando-se o
grupo PDT geracédo 1. Ja nos grupos ALA e LED, o efeito do tratamento sobre o
potencial de invasao celular foi maior na linhagem DOK, embora ndo tenha havido
diferencgas significativas em relagdo a SCC9. Nos grupos PDT geracao 4, o efeito da

PDT foi similar entre as duas linhagens.
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Figura 5.7 - Média (tdesvio-padrao) da porcentagem de células com capacidade de invaséo (obtida
pela normalizagdo com o grupo Controle) nas linhagens de carcinoma epiderméide oral
(SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo teste t de Student)
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Fonte: o autor.

5.4 Expressio de CD44, ESA e p75NTR

Ambas as linhagens tiveram seus grupos controles, ALA, LED e geragdes
resistentes analisadas por meio da express&o dos marcadores CD44, p75N™R e ESA

por citometria de fluxo.

A Figura 5.8 ilustra a média da frequéncia de células positivas para esses
marcadores na linhagem SCC9. Houve alta frequéncia de células CD44+ em todos os
grupos analisados, com uma tendéncia de redug¢ao no grupo PDT geragao 4, porém
sem diferencas estatisticas em relagao aos demais grupos. As células ESA+ também
foram frequentes, com menor porcentagem no grupo PDT geracédo 4, porém sem
diferencas estatisticas quando comparados com os demais grupos. A menor
frequéncia observada foi para células p75N™R+, havendo certa tendéncia de redugéo

no grupo PDT geragao 1, porém sem diferengas significativas.
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Figura 5.8 — Média (+desvio-padrao) da frequéncia de células positivas para CD44, ESA e p75N ™R na
linhagem SCC9
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Fonte: o autor.

A Figura 5.9 ilustra a porcentagem das células positivas para CD44, ESA e
p75NTR na linhagem DOK. Nota-se que, diferentemente da SCC9, na DOK houve
aumento da frequéncia de células CD44+ no grupo PDT geragao 4, com diferengas
significativas em relagdo aos demais grupos (p<0.01 para todas as situagdes). A
mesma tendéncia foi observada para ESA, quando o grupo PDT geragao 4 exibiu
maior frequéncia de células positivas para esse marcador em relacdo ao Controle
(p<0.05) e a ALA (p<0.01). Ja para p75N"R, houve reducao significativa da expressdo
desse marcador no grupo PDT geragdo 4, exibindo diferengas significativas em

relacdo a ALA (p<0.01) e PDT geracéo 1 (p<0.01).
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Figura 5.9 — Média (+desvio-padréo) da frequéncia de células positivas para CD44, ESA e p75NR na
linhagem DOK. #p<0.05 e **p<0.01 em comparagcdo a PDT geracdo 4 (analise de
variancia Anova seguida de teste de Tukey)

CcD44 ESA

» 50
s
240 6
o
=30
20
10 i

Controle Geracdao1 Geragao 4 Controle ALA Geragao 1 Geragao 4

% células

p75NTR

NN
o o

% células

15
10
5 m
0

Controle Geragdao1 Geragdo 4

Fonte: o autor.

Foi realizada comparacéao entre as linhagens SCC9 e DOK quanto a expressao
dos marcadores CD44, ESA e p75NR. Para tanto, foi realizada normalizacdo dos

valores dos grupos tratados com os respectivos Controles.

A Figura 5.10 mostra a comparagao da SCC9 com a DOK para o marcador
CD44. Observa-se que nos grupos ALA e LED, houve aumento significativamente
maior de células positivas para CD44 na linhagem SCC9 em comparagao com a DOK.
Contudo, nos grupos expostos a PDT, a linhagem DOK exibiu maior frequéncia de

células CD44+, com diferencgas significativas em relagcao a linhagem SCC9.



67

Figura 5.10 - Média (+desvio-padrdo) da porcentagem de células CD44 positivas nos diferentes grupos
(obtida pela normalizagdo com o grupo Controle) das linhagens de carcinoma epiderméide
oral (SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo teste t de Student)
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A Figura 5.11 ilustra a comparagao entre as duas linhagens para o marcador

ESA. Observa-se que a linhagem DOK produziu mais células ESA+ no grupo PDT

geracgao 4, com diferengas significativas em relagédo a linhagem SCC9. O mesmo nao

foi observado apés no grupo PDT geragdo 1, quando as duas linhagens exibiram

frequéncia similar de células ESA+. O tratamento com ALA gerou maior frequéncia de

células positivas para esse marcador na linhagem SCC9 em comparagéo a DOK.

Figura 5.11 - Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células ESA positivas nos diferentes grupos
(obtida pela normalizagdo com o grupo Controle) das linhagens de carcinoma epiderméide
oral (SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo teste t de Student)
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A Figura 5.12 demonstra a comparacgéao entre as duas linhagens com relagao
ao marcador p75NTR. Nos grupos tratados com PDT, a linhagem SCC9 gerou
significativamente mais células p75N™R+ em comparagédo a DOK. A mesma tendéncia
foi observada quando houve tratamento com LED, com frequéncia de células p75NTR+
muito mais alta na linhagem SCC9 do que na DOK.

Figura 5.12 - Média (+desvio-padréo) da porcentagem de células p75NR positivas nos diferentes grupos

(obtida pela normalizagao com o grupo Controle) das linhagens de carcinoma epiderméide
oral (SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo teste t de Student)
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Fonte: o autor.

5.5 Co-expressao de CD44 e ESA

Com base em Biddle et al. (2011) e Biddle et al. (2016), analisamos a co-
expressao de CD44 e ESA, distinguindo as subpopulagdes “high” e “low”. A Figura
5.13 ilustra a média da porcentagem de células para cada situagéo de co-expressao
desses dois marcadores, analisada para a linhagem SCC9. A proporg¢ao de células
CD44high/ESANigh foi significativamente maior no grupo PDT geragéo 4 em relagéo aos
demais grupos (para todos, p<0.01), sendo essa subpopulagdo de células a mais
numerosa dentre as demais analisada nesse grupo. Ja o grupo PDT Geragéao 1 exibiu
menor porcentagem dessas células quando comparado ao Controle (p<0.05). Em
todos os grupos, a proporgdo de células CD44M"/ESAPY foi bem pequena se
comparada com as demais combinagdes dos dois marcadores. O grupo PDT Geragao

4 exibiu maior frequéncia dessas células em relagdo aos demais grupos (p<0.01 para
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todas as situagdes). Ja para as subpopulagdes CD44"°V/ESANh e CD44"°“/ESA¥, o
grupo PDT Geracgao 4 exibiu os menores valores, com diferengas significativas em
relacdo a Controle (p<0.01 para as duas subpopulagdes de células) e PDT geracgéao 1
(p<0.01 para as duas subpopulagdes de células). Assim, em termos gerais, 0 grupo
resistente @ PDT tendeu a exibir maior frequéncia de células CD44Mdh/ESAMS" e
CD44"a"/ESA'°Y em relagédo ao Controle.
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Figura 5.13 — Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem SCC9 positivas para as
diferentes situagdes de co-expressao entre CD44 e ESA. ** p<0.01 quando comparado
ao grupo PDT Geracao 4 (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de Tukey). A e
B: Imagens representativas da distribuicao das células positivas para a co-expressao de
CD44 (eixo y) e ESA (eixo x) no grupo Controle e PDT Geragéo 4
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Fonte: o autor.

A Figura 5.14 mostra a média da frequéncia de células co-expressando CD44

e ESA na linhagem DOK. Nota-se que a subpopulagao de células CD44MI"/ESANI foi
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maior no grupo PDT Geragao 4 em comparagao aos grupos Controle (p<0.05) e ALA
(p<0.01). Ja para as subpopulagbes CD44M"/ESAPY ~ CD44'°w/ESANMh e

CD44"°"/ESAP" nZo se constataram diferencgas significativas entre os grupos.
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Figura 5.14 — Média (txdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem DOK positivas para as
diferentes situagdes de co-expressao entre CD44 e ESA. xp<0.05 e ** p<0.01 quando comparado ao
grupo PDT Geracado 4 (Analise de varidncia Anova seguida pelo teste de Tukey). A e B: Imagens
representativas da distribuicao das células positivas para a co-expressédo de CD44 (eixo y) e ESA (eixo

x) no grupo Controle e PDT Geracéo 4
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Realizamos uma comparagao entre as linhagens SCC9 e DOK quanto ao efeito
que a PDT exerceu sobre o grupo PDT geragao 1 (Figura 5.15) no tocante a frequéncia
de células co-expressando CD44 e ESA. Para tanto, os valores do grupo PDT geragao
1 em ambas as linhagens foram normalizados com os valores dos respectivos
Controles. Nota-se que um ciclo de PDT promoveu maior aumento de células positivas
para CD44Mdn/ESANI" (p=0.004) e CD44M/ESAY (p=0.027) na linhagem DOK em
comparagao a linhagem SCC9. Para as demais subpopulagdes de células analisadas,

nao houve diferengas significativas entre as duas linhagens.
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Figura 5.15 - Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células co-expressando CD44 e ESA no
grupo PDT geragéao 1 (obtida pela normalizagdo com o grupo Controle) nas linhagens de
carcinoma epiderméide oral (SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo
teste t de Student)
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Fonte: o autor.

A mesma comparacéo foi realizada para o grupo PDT geragao 4 (Figura 5.16).
Nota-se que varios ciclos de PDT provocaram maior frequéncia de células
CD44NMdh/ESAY na linhagem SCC9 do que na linhagem DOK (p=0.007). Por outro
lado, esse mesmo tratamento provocou maior frequéncia de células CD44'°"/ESANis"
(p=0.035) e CD44"°*“/ESA®" (p=0.035) na linhagem DOK em comparagéo a linhagem
SCC9. Para as células positivas para CD44M"/ESAMNS" nio houve diferengas

significativas entre as duas linhagens.
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Figura 5.16 - Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células co-expressando CD44 e ESA no
grupo PDT geragéao 4 (obtida pela normalizagdo com o grupo Controle) nas linhagens de
carcinoma epidermoéide oral (SCC9) e células displasicas orais (DOK) (valores de p pelo
teste t de Student)

PDT Geragao 4
scc9

=DOK

800

p=0.007
g

~
o
o

(2]
o
o

(&)
o
o

p=0.485 p=0.035

400

w
o
o

% células (/Controle)

p=0.035

- as - -

CD44high/ESAhigh CD44high/ESAlow CD44low/ESAhigh CD44low/ESAlow

N
o
o

-
o
o

o

Fonte: o autor.

5.6 Co-expressio de CD44 e p75"TR

Com base em Murillo-Sauca et al. (2014), analisamos a co-expressao de CD44
e p75N"Rem ambas as linhagens celulares. Como a frequéncia de células p75NR foi
pequena, principalmente na SCC9, optou-se em analisar esse marcador somente

como positivo e negativo.

A Figura 5.17 mostra a média da frequéncia de células co-expressando CD44
e p75N™R nos diferentes grupos da linhagem SCC9. Nota-se que a frequéncia de
células CD44M9"/p75NTR+ nos grupos PDT geragao 1 e geragdo 4 foi maior do que nos
demais grupos. Houve diferengas significativas entre os grupos PDT geracdo 1 e 4
em relagdo ao Controle (p<0.01 para todas as situagdes) e LED (p<0.01 para todas
as situagdes). Analisando a frequéncia de células p75N™R+ na subpopulagdo CD44"id"
(Tabela 5.2), o grupo PDT geracao 4 exibiu frequéncia maior dessas células (6.53%)
em comparagao ao grupo Controle (3.77%), porém as diferengas foram significativas

somente em relagc&o ao grupo ALA (2.46%, p<0.05).
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Figura 5.17 — Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem SCC9 positivas para as
diferentes situagbes de co-expressdo entre CD44 e p75VR. #x p<0.01 quando
comparado ao grupo PDT Geragao 1 e Geragao 4 (Analise de varidncia Anova seguida
pelo teste de Tukey). A e B: Imagens representativas da distribuicdo das células positivas
para a co-expressdo de CD44 (eixo y) e p75NR (eixo x) no grupo Controle e PDT
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Na Figura 5.18, tém-se as médias das frequéncias de células da linhagem DOK
co-expressando CD44 e p75NTR. Nessa linhagem celular, ao contrario do que se
observou na SCC9, a maior frequéncia de células CD44"9"/p75NTR+ foi no grupo
Controle, havendo reducédo dessa frequéncia nos grupos PDT geragcdo 1 e PDT
geracgao 4. Houve diferengas significativas entre o grupo Controle e PDT geragao 1
(p<0.05). Considerando a populagdo CD44"9" jsoladamente, notou-se alta frequéncia
de células p75N™R+ em todos os grupos, sem diferencas significativas entre eles
(Tabela 5.2).
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Figura 5.18 — Média (txdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem DOK positivas para as
diferentes situagdes de co-expressdo entre CD44 e p75NR, * p<0.05 quando comparado
ao grupo Controle (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de Tukey). A e B:
Imagens representativas da distribuicdo das células positivas para a co-expresséo de
CD44 (eixo y) e p75NTR (eixo x) no grupo Controle e PDT Geragéo 4
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Tabela 5.2 — Média (+desvio-padrdo) da porcentagem de células p75N™R positivas presentes na
populagdo de células CD44"" em ambas as linhagens analisadas

Valores originais (%) Valores normalizados pelo

controle (%)

SCC9 DOK Valor SCC9 DOK Valor de
de p° p°
CD44Midh
Controle 3.7£1.0 94.0+3.2 <0.001 - - -
ALA 2.5+0.6%* 95.5+2.0 <0.001 65.4+16.6 101.6x2.2 0.064
LED 4.9+0.5 86.749.7 0.004 132.0£15.0 92.2+104  0.019

PDT geragao 1 3.9+1.8 93.7+0.8 <0.001 105.7+49.0 99.8+0.9 0.853
PDT geragao 4 6.5+0.4 90.5+4.7 <0.001 173.2+10.3 96.3+5.1 <0.001
Valor de p? 0.008 0.302 - -

aValor de p pelo teste de Anova. *p<0.05 pelo teste de Tukey.
®Valor de p pelo teste t de Student.
Fonte: o autor.

Na comparagao entre a linhagem SCC9 com a DOK com relagao a frequéncia
de células p75N™R+ dentro da subpopulacdo de células CD44M"d" observa-se que a
linhagem DOK exibiu quantidade significativamente maior dessas células em todos os
grupos analisados (Tabela 5.2). Contudo, ao se normalizarem os valores pelo grupo
Controle, nota-se que multiplos ciclos de PDT acarretaram maior frequéncia de células
p75NTR+ na linhagem SCC9 do que na DOK, com diferencas significativas entre elas
(p<0.001). A irradiagcao LED também provocou frequéncia significativamente maior

dessas células na linhagem SCC9 em comparagéao a DOK (p=0.019) (Tabela 5.2).

5.7 Co-expressio de ESA e p75NTR

Com base em Yamaguchi et al. (2016a), realizamos a quantificacdo da
frequéncia de células co-expressando ESA e p75N™R. A Figura 5.19 mostra a
frequéncia de células ESAMI"/p75NTR+ na linhagem SCC9. Houve redugido da

frequéncia dessas células no grupo PDT geragao 4, diferindo estatisticamente do
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grupo PDT geragao 1 (p<0.01) e LED (p<0.01). Contudo, dentro da populagdo ESAM",

nota-se maior frequéncia de células p75N™R no grupo PDT geragéo 4, porém sem

diferengas estatisticas em relagdo aos demais grupos (Tabela 5.3).

Figura 5.19 — Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem SCC9 positivas para as
diferentes situagdes de co-expressédo entre ESA e p75NTR. s« p<0.01 quando comparado
ao grupo PDT geracao 1 (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de Tukey). A e

B: Imagens representativas da distribuicao das células positivas para a co-expressao de
ESA (eixo y) e p75NTR (eixo x) no grupo Controle e PDT Geragéo 4
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A Figura 5.20 ilustra a frequéncia de células co-expressando ESA e p75N™R na
linhagem celular DOK. Nota-se que, nessa linhagem, houve reducgao da frequéncia de
células ESANI/p75NTR+ em ambos os grupos tratados com PDT, com diferengas
significativas entre Controle e PDT geracdo 1 (p<0.01) e geracdo 4 (p<0.01). Na

populagdo ESAMI" os grupos PDT geragéo 1 e geragéo 4 exibiram menor frequéncia
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de células p75N™R+ em relagdo ao Controle (p<0.01), ALA (p<0.01) e LED (p<0.01)
(Tabela 5.3).

Figura 5.20 — Média (txdesvio-padrao) da porcentagem de células da linhagem DOK positivas para as
diferentes situagdes de co-expressédo entre ESA e p75NTR. s« p<0.01 quando comparado
aos grupos Controle e LED (Analise de variancia Anova seguida pelo teste de Tukey). A
e B: Imagens representativas da distribuicao das células positivas para a co-expressao
de ESA (eixo y) e p75NTR (eixo x) no grupo Controle e PDT Geragao 4
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Tabela 5.3 — Média (xdesvio-padrao) da porcentagem de células p75NTR positivas presentes na
populagdo de células ESA"9" em ambas as linhagens analisadas

Valores originais (%) Valores normalizados pelo

controle (%)

SCC9 DOK Valor de SCC9 DOK Valor
pb de pb
ESAPish

Controle 23.3%5.8 75.5+14.2%+ 0.004 - - -
ALA 34.1+6.3 82.8+10.7++ 0.002 146.4+27.2 109.6+14.2 0.106
LED 29.0£7.4  83.9+5.7+x <0.001 124.7+32.0 111.1+7.5 0.512
PDT geragcao 21.6+2.6 43.8+7.1 0.007 0.007
1 92.8+411.2  58.119.5
PDT geragdo 31.1+4.1 28.242.5 0.360 <0.001
4 133.7417.8 37.413.4
Valor de p? 0.092 <0.001 - -

aValor de p pelo teste de Anova. *p<0.05 pelo teste de Tukey.

®Valor de p pelo teste t de Student.

Fonte: o autor.

Na comparagao entre a linhagem SCC9 com a DOK com relagao a frequéncia

de células p75N™R+ dentro da subpopulagéo de células ESAMI" observa-se que a

linhagem DOK exibiu quantidade significativamente maior dessas células em todos os

grupos analisados, com excegdo do grupo PDT geragao 4, no qual nao houve

diferencas significativas entre as duas linhagens (Tabela 5.3). Contudo, ao se

normalizarem os valores pelo grupo Controle, nota-se que um ciclo de PDT (grupo

PDT geracgéo 1) provocou aumento significativamente maior de células p75N™R+ dentro

da subpopulagdo ESAM" na linhagem SCC9 em comparagéo a DOK. O mesmo efeito

foi observado ap6s multiplos ciclos de PDT (PDT geracgao 4) (Tabela 5.3).
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6 DISCUSSAO

O primeiro objetivo deste trabalho foi verificar se células displasicas epiteliais
orais desenvolvem resisténcia a terapia fotodinamica (PDT) mediada pelo
fotossensibilizador 5-ALA. Essa proposta foi elaborada com base no fato de que a
PDT tem sido considerada uma alternativa de tratamento para leucoplasias e
eritroplasias orais, levando a indices de remissao bastante satisfatérios (Vohra et al.,
2015; Gondivkar et al., 2018). Contudo, alguns trabalhos tém constatado recorréncias
(Vohra et al., 2015), o que pode sugerir o desenvolvimento de resisténcia a terapia.
De fato, no presente trabalho demonstramos que essas células desenvolveram
resisténcia a PDT, porém esta foi com uma taxa menor se comparada a constatada
em estudo anterior envolvendo células de carcinoma epidermodide oral (CEO)
(linhagem SCC9) (Rosin et al., 2017), sendo que ambas as linhagens foram expostas
a mesma dose de luz inicial. Detectamos também que as células displasicas eram
mais sensiveis ao tratamento do que as células neoplasicas, demonstrando taxa de
viabilidade menor a cada ciclo de PDT instituido, se comparadas as detectadas para
as células de CEO. Contudo, adotando-se o critério de que aumento de 1,5 vezes na
viabilidade indica resisténcia (Singh et al., 2001; Zamarrén et al., 2015), todas as
geragdes expostas a ciclos de doses de luzes crescente de PDT exibiram resisténcia,
indicando que o tratamento selecionou células com maior capacidade de

sobrevivéncia a terapia.

O modelo de resisténcia adotado simula a situagao clinica em que multiplas
sessbes de PDT sao utilizadas para se erradicar completamente as lesdes
leucoplasicas (Grant et al.,1993; Chen et al., 2005; Jerjes et al., 2012), variando-se ou
nao o protocolo inicialmente instituido. No presente estudo, optamos por aumentar a
dose de irradiagado a cada ciclo de tratamento, seguindo modelos anteriores testados
e validados com outras linhagens celulares (Milla et al., 2011; Bhowmick; Girotti, 2014;
Fahey; Girotti, 2015; Wang et al., 2017), decidimos também utilizar o 5-ALA como
indutor de fotossensibilizador devida a sua utilizacdo recorrente em lesdes orais
expostas a PDT (Fan et al., 1996; Tsai et al., 2004; Jerjes et al., 2011; Yu; Yu, 2014;
Wang et al., 2017).

Apds indugdo de geragcbes de células displasicas e neoplasicas orais

resistentes a PDT, decidimos verificar se essas geragdes exibiam padrbes de
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crescimento e de invasao diferentes da geragéo parental e do grupo controle, e se
essas caracteristicas poderiam sugerir modificagcbes em populagdes de células tronco
tumorais (CTTs).

Verificamos que a quarta geragao de células, tanto da linhagem SCC9 quanto
da linhagem DOK, exibiu maior potencial de formacao de colénias em relagédo ao
grupo Controle. Esse potencial foi similar entre as duas linhagens, sugerindo que a
exposicao crescente a PDT atuou de maneira similar em ambos os tipos celulares no
tocante ao potencial de formacao de colbnias. Foi interessante observar, contudo, que
o efeito dos elementos da PDT analisados isoladamente, ou seja, o efeito do ALA e

do LED foi diferente nas linhagens celulares.

Na linhagem DOK, o ALA provocou aumento na taxa de formagéao de colbnias,
ao passo que na SCC9 nao foi observado esse efeito. Ja foi detalhado na revisao de
literatura que a formacéao da protoporfirina IX ocorre dentro da mitocdndria através da
via do grupo heme e que o ALA de origem exdgena é capaz de ultrapassar o sistema
de controle deste grupo, permitindo desse modo o acumulo de protoporfirina IX dentro
da célula, levando a um aumento na produgdao das EROs e consequentemente a

morte celular.

O trabalho de Rosin et al., 2017 verificou a quantidade de protoporfirina em
grupos resistentes a PDT da linhagem SCC9 e observou que a maior porcentagem de
protoporfirina IX foi encontrada exatamente no grupo ALA (44,7%) e a menor
porcentagem foi observada na Geracgéo 4 (17,6%). Com base nesse resultado, o
observado com a linhagem SCC9 em nosso trabalho vai de acordo com o esperado,
visto que o grupo ALA apresentou a menor taxa de formacédo de colénias quando
comparado ao grupo controle e aos outros grupos experimentais e que a Geragéao 4
foi o grupo que apresentou o maior aumento do potencial de formagao de coldnias.
Portanto podemos supor que haja uma relagéo entre a quantidade de protoporfirina

intracelular e a capacidade na formagao de colbnias para a linhagem SCCO9.

Em contrapartida o mesmo comportamento nao foi observado na linhagem de
queratindcitos orais displasicos (DOK). O grupo ALA néo foi o que apresentou menor
potencial de formacao de colbnias e para essa linhagem celular ndo temos como
parametro comparativo a quantificagao de protoporfirina 1X para verificar o acumulo

desse componente. Entretanto ao verificar a literatura observamos a discussao dos
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possiveis mecanismos de resisténcia a PDT, como por exemplo a quantidade de
fotossensibilizadores encontrados dentro das células, a localizagcdo dos
fotossensibilizadores em sitios nao propicios para que ocorra 0 processo de
fotossensibilizagao e a possiveis alteragdes no mecanismo da sintese do grupo heme.
Desse modo podemos especular que para a linhagem DOK o comportamento do
elemento ALA ndo apresenta o mesmo efeito que na linhagem SCC9 quando
observamos o potencial de formacdo de colbnias e isso pode ser devido a sua
localizacg&o intracelular bem como uma maior capacidade dessa linhagem em eliminar

o FS mais rapidamente.

Por outro lado, ao observamos o elemento LED o comportamento das
linhagens estudadas foi oposto, na SCC9 o LED acarretou um aumento substancial
do potencial de formacdo de colbnias, enquanto que, na DOK, esse potencial foi
inibido apds a irradiacdo. Analisando primeiramente os resultados obtidos na
linhagem SCC9 observamos que o grupo LED apresentou um potencial de formagao
de colénias maior do que o grupo controle. O trabalho de Rosin et al., 2017 verificou
que o grupo LED da linhagem SCC9 estudado demonstrou uma maior expressao de
marcadores de sobrevivéncia celular e que as células proliferaram mais do que o
grupo controle. Utilizando esses resultados como parametros podemos inferir que o
grupo tratado apenas com o LED demonstra uma capacidade de formacao de col6nias
maior do que o grupo controle, ALA e Geracao 1 e isso pode ser justificado pela
capacidade da luz de gerar a fotomodulagéo, ou seja o estimulo a proliferagao celular

em células que nao foram sensibilizadas pelo FS.

O mesmo efeito de fotomodulagcédo entretanto nao foi visto no grupo LED da
linhagem DOK, o que nos leva a estabelecer que talvez os parametros de irradiagao
utilizados na linhagem de queratinécitos ndo sejam os ideais para que ocorra esse

processo de estimulo de proliferagao celular.

Assim, provavelmente o efeito da PDT como um todo, similar entre as duas
linhagens, foi resultado de diferentes acdes dos elementos dessa terapia nas células
estudadas. Essa diferenca deve ser melhor investigada em estudos posteriores, pois
provavelmente muito dos mecanismos que subjazem ao processo de aquisicdo de
resisténcia a PDT devem estar atrelados a essas particularidades da irradiagao e da

acao do ALA em funcéo do tipo celular exposto a esses tratamentos.
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Apesar de sinalizar maior potencial de crescimento e formacgao de colbnias, os
grupos resistentes a PDT, tanto na linhagem SCC9 quanto na DOK, n&o exibiram
maior potencial de invasdo quando comparadas ao Controle. Esse resultado diferiu
do estudo anterior em que demonstramos maior potencial de migragdo de células
SCC9 resistentes a PDT (Rosin et al., 2017). Contudo, o ensaio de migragao difere do
de invasdo, pois nesse ultimo as células tém que migrar pelo Matrigel® apds
ultrapassar os poros; no ensaio de migracdo ndo ha o obstaculo do Matrigel®,
facilitando o deslocamento celular. Provavelmente a necessidade de degradacgéao
prévia do Matrigel® para o deslocamento celular anulou o potencial migratério
adquirido no processo de resisténcia a PDT. O comportamento das células resistentes
a PDT no tocante a migragao e invasao € descrito de forma variada na literatura. Uma
investigacado envolvendo linhagem de carcinoma mamario resistente a PDT mediada
pelo 5-ALA demonstrou menor potencial de invasao das células resistentes, a qual foi
associada a modificacdes na distribuicdo de vinculina, E-caderina e [3-catenina, sem
alterar a quantidade dessas proteinas. Os autores discutiram que esses achados e
outros, como auséncia de expressao de vimentina e desorganizagado da actina, nao
sugerem que as células resistentes a PDT exibem um fendtipo de transigao epitélio-
mesenquimal, que poderia contribuir para um comportamento mais invasivo (Casas
et al., 2008). Ja outro estudo detectou maior capacidade de migragdo em células de

carcinoma de pele resistentes a PDT mediada pelo 5-ALA (Milla et al., 2011).

Um fato interessante foi termos verificado que as células sobreviventes no
grupo PDT geragao 1, tanto na linhagem SCC9 quanto na DOK expostas a um ciclo
de PDT, exibiram maior invasdo, ao contrario daquelas da geracdo 4. No estudo
anterior ja tinhamos detectado que a PDT geragdo 1 de células SCC9 exibia alto
potencial de migracéo (Rosin et al., 2017). Outros trabalhos também evidenciaram um
fendtipo mais invasivo de células sobreviventes a PDT mediada pelo 5-ALA, o qual
tem sido associado a maior produgao de iINOS pelas células sobreviventes a um ciclo
de PDT (Bhowmick; Girotti, 2014; Fahey; Girotti, 2015).

Verificamos também se as populacdes resistentes a PDT de ambas as
linhagens celulares exibiam modificagdes no padrao de expressao de CD44, ESA e
p75NTR. Esses marcadores ja tinham sido previamente avaliados em estudos de
displasias epiteliais orais e CEO (Biddle et al., 2011; Murillo-Sauca et al., 2014, Biddle
et al., 2016, Yamaguchi et al., 2016a; Yamaguchi et al., 2016b). Nesses estudos,
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esses marcadores identificaram uma subpopulacao de células com potencial de auto-
renovacao e de resisténcia a quimioterapia e radioterapia, sugerindo identificar células
tronco tumorais. No presente trabalho, detectamos que esses marcadores, quando
analisados isoladamente, ndo exibiram alteracbes em sua expressao nos diferentes
grupos analisados nas células SCC9. O perfil identificado foi similar aquele descrito
na literatura para carcinomas de cabega e pescogo, ou seja, grande quantidade de
células CD44+ e ESA+ e pouca expressao de p75N™R (Yamaguchi et al., 2016a;
Yamaguchi et al., 2016b).

Um fato interessante € ndo termos detectado reducio dessas células apés um
ciclo de PDT (grupo PDT geracao 1). Estudo anterior demonstrou que as células
tronco tumorais presentes em linhagem de CEO, identificadas pelo marcador ALDH1
e CD44, sao sensiveis a PDT mediada pelo 5-ALA, ou seja, entram em apoptose apds
um ciclo desse tratamento (Yu; Yu, 2014). Esses autores também demonstraram
reducdo do potencial de formacao de esferas e também redugdo na expressao de
genes relacionados a assinatura de células-tronco (Oct-4 e Nanog). Ja outra
investigacdo com células tronco tumorais de linhagem de carcinoma de célon, quando
expostas a PDT mediada pela PplX, acionaram um mecanismo de autofagia que
protegeu essas células contra apoptose, limitando a taxa de mortalidade celular (Wei
et al., 2014). Provavelmente as células com suposto fenétipo tronco na linhagem
SCC9 exibem certa resisténcia a PDT ja no primeiro ciclo de tratamento, manifesta

pela manutencao dessa populagao apods o tratamento.

Ja na linhagem DOK, ao contrario, a geracgao resistente a PDT exibiu maior
frequéncia de células CD44+ e ESA+, e menor frequéncia de células p75NTR+, Os
estudos que avaliam a expressao desses marcadores em lesdes displasicas e em
CEO demonstram que, nas displasias, ha aumento gradativo da expressao de CD44
e ESA a medida que se aumenta o grau de displasia (Laimer et al., 2008; AbdulMajeed
et al., 2013; Huang et al., 2014; Sen; Carnelio, 2016), e diminuicdo da expressao de
p75NTR em CEOs bem diferenciados (Okumura et al., 2006; Kiyosue et al., 2013;
Murillo-Sauca et al., 2014; Kojima et al., 2017).

O trabalho de Dalley et al. (2013) avaliou os marcadores CD44 e p75N™R em 4
linhagens celulares de queratindcitos normais, displasicos e carcinoma epidermoide

oral. O grupo utilizou a mesma linhagem de queratinécitos oral displasico (DOK) que
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este trabalhou abordou e observaram que em relagao as culturas organotipicas, todas
as linhagens demonstraram maior expressdo de CD44 do que p75N™R, resultado
semelhante ao observado nesse presente trabalho. Entretanto nas analises de
citometria de fluxo a CD44 ndo apresentou diferenca de expressao comparando-se a
linhagem DOK com a linhagem de CEO, ja para o receptor p75N™R, houve uma
diminuicdo da média ainda que nao significativa (89.4-DOK ,53.6-PE/CA-PJ15)

indicando resultados conflitantes com os resultados obtidos neste trabalho.

Assim, com base nesses relatos, temos a impressao de que o modelo adotado
de indugao de resisténcia a PDT acentuou um fendtipo mais agressivo das células
displasicas no tocante a expressdo desses marcadores. Nao existem relatos na
literatura acerca do efeito da PDT sobre células tronco tumorais em displasias

epiteliais.

Além do fato de que células tronco tumorais podem desenvolver mecanismos
de autofagia que sao protetores contra a agdo da PDT (Wei et al., 2014), outra
explicacado envolve a quantidade de fotossensibilizadores presentes nessas células.
Em estudo envolvendo células de glioblastoma expostas a PDT mediada pelo 5-ALA,
foi demonstrado que as células tronco tumorais exibiam menor fluorescéncia derivada
da PplX do que as células nao-células tronco tumorais, provavelmente por nao
permitirem a entrada ou a atuagéo do 5-ALA no interior das células (Wang et al., 2017).
As células tronco tumorais exibem as proteinas ABCG2, responsaveis pelo efluxo de
drogas, incluindo porfirinas em situagdo de hipdxia; o 5-ALA é um substrato para
ABCG2, sendo bloqueado por esse sistema em diversas condigdes (Selbo et al.,
2015). Chang et al. (2014) ja tinha demonstrado que no carcinoma epiderméide
cabeca e pescoco o nivel de EROs interfere na capacidade das células de
expressarem caracteristicas de células tronco tumorais, células que apresentavam
baixos niveis de EROs eram correlacionadas com caracteristicas pro-tumorais e que
ao haver uma normalizacdo no nivel de EROs essas mesmas células perdiam tais
propriedades e consequentemente ocorria um aumento de sensibilidade ao

quimioterapico.

Assim, uma possivel explicacdo para a manutengao das células tronco
tumorais na linhagem SCC9, bem como pelo aumento das mesmas na linhagem DOK,

seria a menor quantidade de PplX induzida nessas células. Em estudo anterior,
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constatamos essa redugao nas células SCC9 resistentes a PDT (Rosin et al., 2017),
mas nao identificamos se essa reducao estava presente nas células tronco tumorais.
Nas células displasicas, ndo avaliamos se a quantidade de PplX, por ndo ser o foco
principal do presente trabalho. Em fungéo dos resultados obtidos, julgamos essencial
uma pesquisa mais abrangente acerca da PplX nas células tronco tumorais, para
melhor entendimento do mecanismo de resisténcia a PDT desenvolvido por essas

células.

Como alguns estudos tém evidenciado que ndo sao todas as células CD44+ e
ESA+ isoladamente que exibem um fendtipo tronco, mas somente algumas fragoes
“high” e “low” dessas proteinas, bem como a combinagao delas, decidimos avaliar a
co-expressdo desses marcadores e suas diferentes fracbes. Detectamos que, tanto
na linhagem SCC9 quando na DOK, houve aumento significativo da subpopulagao
CD44high/ESANIh ng geragao resistente a PDT. Essa subpopulagéo de células no CEO
foi anteriormente descrita como sendo caracteristica de células tronco tumorais
epiteliais, com alto potencial de auto-renovagéao e pouco potencial de migragao (Biddle
et al., 2011; Biddle et al., 2016). Na linhagem SCC9 foi observado também um
aumento da frequéncia de células CD44"9"/ESA° na geragao resistente a PDT,
apesar de essa subpopulagao celular ser bastante reduzida em todos os grupos. Os
mesmos estudos anteriores demonstraram que essas células exibem caracteristicas
de células tronco tumorais, com alto potencial de invasdo, sendo associadas a
metastases (Biddle et al., 2011, Biddle et al., 2016). Nao detectamos esse potencial
invasivo no ensaio de invasao provavelmente porque essa subpopulagao celular era
muito pequena, inclusive na geragao resistente a PDT. Contudo, o modelo de indugao
de resisténcia a PDT adotado no presente estudo foi suficiente para comprovar a

selecao dessa subpopulagao apds os tratamentos sucessivos.

O mesmo resultado nao foi observado com a linhagem DOK, a qual néo teve
aumento da frequéncia de células CD44"9"/ESA°¥ na geragao resistente a PDT,
exibindo menor seletividade para essa subpopulacédo celular em relagao a SCC9.
Nota-se, contudo, que na DOK a subpopulagdo CD44"s"/ESA¥ aumentou
substancialmente no grupo PDT geragcdo 1, com maior intensidade inclusive em
relagdo a SCCY9, o que corrobora com os achados encontrados para o potencial de
invasdo dessas células nesse grupo. Assim, pode-se dizer que a indugdo de

resisténcia a PDT foi acompanhada de maior frequéncia de células CD44dh/ESANigh
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em ambas as linhagens celulares, bem como de maior frequéncia de CD44"gh/ESAlow
na linhagem SCC9; um ciclo somente de PDT foi suficiente para selecionar a
subpopulacdo CD44MI/ESAPY nas células displasicas sobreviventes ao tratamento.
Esses resultados sugerem que a resisténcia a PDT pode estar atrelada ao aumento

da populacao de células tronco tumorais.

Também avaliamos a expressé&o da proteina p75N™R combinada a CD44 e ESA.
A p75NTR tem sido considerada um marcador de células indiferenciadas transitérias,
presentes em momentos distintos da carcinogénese, e frequentemente ausente em
CEOs bem diferenciados (Huang et al., 2009; Kiyosue et al., 2013).

De todos os marcadores de células tronco tumorais avaliados em CEO, é o
menos conhecido, apesar de alguns estudos terem demonstrado ser um marcador
prognéstico importante para o CEO (Li et al., 2012; Murillo-Sauca et al., 2014; Osman
et al., 2015). Verificamos um aumento da subpopulagdo CD44"s"/p75NTR+ nas células
SCC9 expostas a PDT, o que corrobora os achados de que a PDT seleciona células
tronco tumorais no CEO. Essa subpopulacio foi descrita como tendo alta resisténcia
ao estresse oxidativo induzido pelos tratamentos antineoplasicos convencionais
(Murillo-Sauca et al., 2014), e parece que essa tendéncia também se aplica para a
PDT. Nao detectamos o mesmo efeito para a linhagem DOK, na qual o tratamento
com PDT ndo acarretou aumento da populagdo CD44Moh/p75NTR+  De fato,
comparando com a linhagem SCC9, a DOK nao foi tdo sensivel ao tratamento com
PDT no tocante ao aumento da frequéncia de células p75N™R+ dentro da subpopulacéo

CD44high apesar de exibir grande quantidade dessas células mesmo sem tratamento.

A analise ESA"9"/p75NTR+ demonstrou que, em ambas as linhagens, houve
reducdo dessas células apods o tratamento da PDT. Nao encontramos nenhum estudo
que demonstrasse o papel dessa subpopulacdo no CEO. Somente em carcinoma
epidermdide de esbfago as células ESA+/p75N™R+ foram associadas a metastases a
distancia e embolizagao venosa, a partir da analise de células neoplasicas circulantes
no sangue. Assim, pouco se conhece sobre o real papel dessa subpopulagao no CEO.
Provavelmente por serem pouco numerosas, e transitorias no processo de
diferenciacao das células epiteliais (Laimer et al., 2008; Huang et al., 2009; Dalley et
al., 2013; Osman et al., 2015; Sen et al., 2016), o tratamento com PDT pode ter

erradicado essa populagéo do conjunto analisado.
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Assim, os resultados do presente trabalho indicam que as células epiteliais
displasicas orais desenvolvem resisténcia a PDT em intensidade menor que as células
de CEO; nesse processo de resisténcia, ambos os tipos celulares adquirem maior
potencial de formacgao de coldnias. Tanto as células displasicas quanto as células
neoplasicas resistentes a PDT exibiram maior frequéncia de células tronco tumorais.
O risco de desenvolvimento de resisténcia tumoral a PDT mediada pelo 5-ALA,
originando uma populagao rica de células tronco tumorais com potencial de invaséao e
resisténcia a outros tratamentos antineoplasicos, deve ser considerado ao se tratarem
lesdes displasicas orais e CEO que demandem multiplos ciclos de PDT. Mais estudos
sao necessarios para esclarecer o papel dessas células tronco tumorais em lesdes

displasicas e neoplasicas resistentes a PDT.
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7 CONCLUSOES

As células de displasia epitelial oral desenvolvem resisténcia a terapia
fotodinamica mediada pelo 5-ALA em intensidade menor a observada para células de

carcinoma epidermoide oral.

A viabilidade celular das células displasicas aumentou apds multiplos ciclos de
terapia fotodindmica com dose de luz crescente, porém a taxa de aumento foi menor

em relagao a observada para as células de carcinoma epidermaéide oral.

As células epiteliais displasicas e de carcinoma epidermaéide oral resistentes a

terapia fotodindamica exibem maior potencial de formacao de colbénias e de invasao.

A co-expressao aumentada de CD44 e ESA nas células epiteliais displasicas e
neoplasicas resistentes a terapia fotodinadmica sugere um aumento da populagao de

células tronco tumorais.
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humano.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
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