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RESUMO

MORE MILAN, T. Controle epigenético da via de Wnt/B-catenina no acimulo de células-
tronco tumorais quimiorresistentes em carcinoma oral. 2022. 110f. Dissertacao
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O carcinoma oral € responsavel por muitas mortes ao redor do mundo por
originar recidivas e metéstases devido as falhas na terapia. Os tratamentos
convencionais destroem as células diferenciadas do tumor, porém a populacdo de
células-tronco tumorais é resistente e repovoa o tumor. A sinalizacdo de Wnt/(3-
catenina estd envolvida na manutencdo, sobrevivéncia, auto-renovacdo e
diferenciacdo das células-tronco tumorais e sua sinalizacdo pode ser regulada por
modificacdes epigenéticas. O objetivo do projeto foi identificar alteragdes epigenéticas
envolvidas no controle da via de sinalizagcdao de Wnt/B-catenina e de seus alvos e
investigar a participacdo da via no acumulo de células-tronco tumorais e na
quimiorresisténcia de linhagens celulares de carcinoma oral. Trés linhagens de
carcinoma oral selvagens (Cal27 WT; SCC9 WT; SCC25 WT) e resistentes a cisplatina
(Cal27 CisR; SCC9 CisR; SCC25 CisR) e suas populacdes de células-tronco tumorais
(CTT+) e nédo-tronco tumorais (CTT-) foram investigadas. Analises de gPCR foram
realizadas para a avaliacdo da expressao génica e Western Blot para avaliacdo dos
niveis proteicos; a dose IC50 dos inibidores foi determinada por ensaio de viabilidade
celular. Citometria de fluxo e formacdo de esferas identificaram as CTT+.
Imunoprecipitacdo da cromatina foi realizada para identificar a regulacéo epigenética
da via. O ensaio de xenoenxerto foi utilizado para investigar o potencial da via de
Wnt/B-catenina como alvo terapéutico. N0s observamos o aumento da expressao de
genes reguladores da maquinaria epigenética, como BRD7, EZH2, KDM4C e MLL1 e
do gene CTNNB1, que codifica B-catenina, nas linhagens resistentes a cisplatina. Os
genes upstream da via de Wnt/B-catenina, como APC e GSK3g, estavam diminuidos
nas 3 linhagens quimiorresistentes, e 0s genes downstream FGF18 e MMP7 estavam
aumentados. A populagédo de CTT+ apresentou maior expressao de genes envolvidos
na metilacdo de histonas. B-catenina e as histonas metiladas H3K27me3 e H3K9me2
também estavam aumentadas nas linhagens resistentes a cisplatina e nas CTT+. O
inibidor de EZH2 (UNC1999) e os inibidores de [B-catenina (ICG-001 e FH535)
reduziram a populacédo de CTT+ e diminuiram as proteinas B-catenina e EZH2 nas
linhagens quimiorresistentes. H3K27me3 também foi diminuida apos tratamento com
0os inibidores. O tratamento com UNC1999 aumentou a expressao dos genes
upstream APC e GSK3g, e os tratamentos com ICG-001, FH535 e UNC1999 foram
efetivos na diminuicdo do gene downstream MMP7 nas CTT+. FH535 demonstrou
eficacia para diminuir a populacédo de CTT+, especialmente quando combinado com
cisplatina e UNC1999. Os inibidores de B-catenina em monoterapia ou combinados
com cisplatina e UNC1999 diminuiram o fenatipo tronco (stemness) das CTT+. Houve
reducdo do crescimento tumoral apds a administracdo de FH535, FH535+cisplatina e
UNC1999+FH535, e diminuicdo dos marcadores B-catenina, EZH2, H3K27me3 e dos
marcadores de células-tronco tumorais OCT4 e SOX2 no tecido tumoral. Através da
imunoprecipitacdo da cromatina nas linhagens quimiorresistentes e nas populacdes
de CTT- e CTT+, nés identificamos que EZH2 interage fortemente com a regiédo



promotora dos genes APC, FGF18 e VEGFA, e de forma menos intensa com 0s
promotores de AXIN2, GSK3B e MMP7, aumentando a presenca de H3K27me3, o que
promove a repressdo dos genes APC, GSK38 e VEGFA que participam da via de
Wnt/B-catenina. Dessa forma, os resultados demonstram que B-catenina e EZH2
estdo aumentados nas linhagens quimiorresistentes e na populacéo de células-tronco
tumorais, e a metilacdo de histonas participa de forma critica, controlando a via de
Wnt/B-catenina, através da inibicdo dos genes reguladores upstream APC e GSK3g,
levando a translocacdo de B-catenina para o nucleo, onde se liga a fatores de
transcricdo e regula seus genes downstream como MMP7, participando da regulacéo
das células-tronco tumorais. A administracdo de inibidores farmacoldgicos da via de
Wnt/B-catenina e de EZH2 pode ser uma estratégia eficaz para o tratamento do
carcinoma oral e eliminag&o das células-tronco tumorais.

Palavras-chave: via de Wnt/B-catenina, células-tronco tumorais, quimiorresisténcia,
controle epigenético, carcinoma oral.



ABSTRACT

MORE MILAN, T. Epigenetic control of Wnt/B-catenin signaling pathway in the
accumulation of chemoresistant cancer stem cells in oral carcinoma. 2022. 110f.
Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeir&o Preto — Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Oral carcinoma is responsible for many deaths around the world by causing
recurrences and metastasis due failures in therapy. The conventional treatments
destroy the differentiated cancer cells; however, the population of cancer stem cells
are resistant and repopulates the tumor. The Wnt/B-catenin signaling pathway is
involved in the maintenance, survival, self-renewal, and differentiation of cancer stem
cells, and its signaling can be regulated by epigenetic modifications. The aim of the
project was to identify epigenetic modifications involved in the control of the Wnt/B-
catenin signaling pathway and its targets and investigate the participation of this
pathway in the accumulation of cancer stem cells and in the chemoresistance of oral
carcinoma cell lines. Three wild-type oral carcinoma cell lines (Cal27 WT; SCC9 WT;
SCC25 WT) and resistant to cisplatin (Cal27 CisR; SCC9 CisR; SCC25 CisR) and their
populations of cancer stem cells (CSC+) and non-cancer stem cells (CSC-) were
investigated. Analysis of gPCR were performed to evaluate the gene expression, and
western blot to evaluate protein levels; the IC50 dose of the inhibitors was determined
through cellular viability assay. Flow cytometry and spheres formation assay identified
the CSC+. Chromatin immunoprecipitation was performed to identify the epigenetic
regulation of the pathway. The xenograft model was performed to investigate the
potential of the Wnt/B-catenin signaling pathway as therapeutical target. We observed
an increase in the expression of genes that regulate the epigenetic machinery as
BRD7, EZH2, KDM4C, MLL1 and the gene CTNNB1 that encode 3-catenin, in the cell
lines resistant to cisplatin. The upstream genes of the Wnt/B-catenin signaling pathway
APC and GSK3B were decreased in the 3 chemoresistant cell lines, and the
downstream genes FGF18 and MMP7 were increased. The CSC+ population
demonstrated high expression of genes involved in the histones methylation. 3-catenin
and the methylated histones H3K27me3 and H3K9me2 were increased in the cell lines
resistant to cisplatin and in the CSC+ as well. The EZH2 inhibitor (UNC1999) and the
B-catenin inhibitors (ICG-001 and FH535) diminished the population of CSC+ and
diminished the proteins [B-catenin and EZH2 in the chemoresistant cell lines.
H3K27me3 was diminished after the treatment with the inhibitors as well. The
treatment with UNC1999 increased the expression of the upstream genes APC and
GSK3B, and the treatments with ICG-001, FH535 and UNC1999 were effective in the
decrease of the downstream gene MMP7 in the CSC+. FH535 demonstrated
effectiveness diminishing the population of CSC+ specially when combined with
cisplatin and UNC1999. The [B-catenin inhibitors in monotherapy or combined to
cisplatin and UNC1999 diminished the stemness of CSC+. The tumor growth was
reduced after the administration of FH535, FH535+cisplatin and UNC1999+FH535,
and B-catenin, EZH2, H3K27me3 and the cancer stem cells markers OCT4 and SOX2
decreased in the tumor tissue. Chromatin immunoprecipitation in the chemoresistant
cell lines and in the populations of CSC- and CSC+ demonstrated that EZH2 strongly
interacts with the promotor region of the genes APC, FGF18 and VEGFA and in a less
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intensive way with the promotors of AXIN2, GSK3B and MMP7, increasing the
presence of H3K27me3, which promotes the repression of the genes APC, GSK38
and VEGFA that participates of the Wnt/B-catenin signaling pathway. In this way, the
results demonstrate that 3-catenin and EZH2 are increased in the chemoresistant cell
lines and in the cancer stem cells population, and the histone methylation participates
in a critical way, controlling the Wnt/B3-catenin signaling pathway, through the inhibition
of the upstream regulators APC and GSK3g, leading to the translocation of 3-catenin
to the nucleus, where it binds to transcription factors and regulate the downstream
genes as MMP7, participating in the cancer stem cells regulation. The administration
of the pharmacological inhibitors of the Wnt/B-catenin signaling pathway and of EZH2,
can be an effective strategy to the oral carcinoma treatment.

Keywords: Wnt/B-catenin signaling pathway, cancer stem cells, chemoresistance,
epigenetic control, oral carcinoma.



Xii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquematizacdo da via de Wnt/B-catenina canfniCa...........ccccceevmrmemnmrnnmrnnnrnnninnnns 24

Figura 2. Heat Map dos 46 genes envolvidos na sinalizagdo de Wnt/ 3-catenina e regulagéo

de Metilacao de hiStONAS..........ceviiiiiiiiiceee e, 40
Figura 3. Rede de interacéo proteinas-proteinas obtido pelo STRING...........cccccoviiieenineen. 41
Figura 4. Processos Bioldgicos obtidos pelo Gene Ontology..........occuvvveiiiieeeiiiiiiie e 42
Figura 5. Vias de Sinalizag&o obtidos pelo KEGG..........c.cccevieeiiiiiiiiiiiie e 43

Figura 6. Analise da expresséao de genes envolvidos na via de Wnt/B-catenina e na regulagéo
epigenética nas linhagens quimiorresistentes. A. Expressdo génica de BRD7. B. Expressao
génica de CHDB8. C. Expressdo génica de CTNNB1. D. Expressado génica de EHMT2. E.
Expressdo génica de EZH2. F. Expressdo génica de KDM4C. G. Expressdo génica de
KDM5B. H. Expressdo génica de LEF1. I. Expresséo génica de MLL1. J. Expressao génica
de SETD1A. K. Expresséo génica de TCF4. L. Expressao génica de WNT3A........ 45,46,47,48

Figura 7. Andlise da expressao génica dos genes upstream da via de Wnt/3-Catenina para as
linhagens quimiorresistentes. A. Expresséo génica de APC. B. Expresséo génica de AXINZ2.
C. EXpressa@o génica de GSK3BB......ccoooei i 49,50

Figura 8. Analise da expressao génica dos genes downstream da via de Wnt/B-Catenina para
as linhagens quimiorresistentes. A. Expressado génica de FGF18. B. Expressao génica de
MMP7. C. Expressao génica de VEGFA. ... 50,51

Figura 9. Isolamento das populacdes CTT+ e CTT- das linhagens quimiorresistentes Cal27
CisR, SCC9 CisR e SCC25 CisR por citometria de fluXo.........cccoeieiiiiiiiiiiiiienvnennns 52

Figura 10. Expresséo génica da populagcédo de CTT+ para as linhagens Cal27 CisR, SCC9
CiISR € SCEC25 CUSR...iiiii ittt ettt e et e e e e e e e et e e e e e e s e b reeaaeaeesaassaseaeaeaesanannes 53

Figura 11. Andlise da expresséao proteica de metilagdo de histonas e componentes de Wnt/3-
catenina por Western Blotting nas linhagens selvagens e resistentes a cisplatina. A. Fracéo

Nuclear. B. Frac8o da Cromating.........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiie ittt eeeeeeeeeeeeeeeeeees 55,56

Figura 12. Analise da expresséo proteica da lisina demetilase KDM1a por Western Blotting

nas linhagens selvagens e resistentes a

(o157 o] F= 1] 1 = VTSP PPPPPPPPI 56



Xiii

Figura 13. Analise da expresséao proteica de metilagdo de histonas e componentes de Wnt/3-
catenina por Western Blotting para as células-tronco tumorais e células diferenciadas do
tumor. A. Avaliagdo das amostras totais para (3-catenina e EZH2. B. Avaliacdo do lisado
nuclear para f-catenina. C. Avaliacdo das amostras totais para H3K9me2, H3K27me3 e
H3K36me3. D. Avaliagdo das amostras totais para KDMILA............ccccceeeeiniiiiiiiiiieeeeeee 57,58

Figura 14. Determinacdo do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a linhagem Cal27
CiSR (CTT- € CTTH) i, 60

Figura 15. Determinacao do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a linhagem SCC9
(011 = (O I I Y O I I T PRSPPI 61

Figura 16. Determinagdo do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a linhagem SCC25
(O[] S (O3 I I O I I TSP U PP PUPRT PP 61,62

Figura 17. Determinag&o do IC50 para o inibidor UNC1999 para as linhagens Cal27, SCC9 e
SCC25 (CTT-e CTT+) A. Cal27 CisR. B. SCC9 CisR. C. SCC25 CiSR.........ccceevvvveeeriiiieeenne 63

Figura 18. Analise da expressédo proteica para Cal27 CisR, SCC9 CisR e SCC25 CisR com
inibidores. A. Expressao de 3-catenina e EZH2 para a linhagem Cal27 CisR. B. Expressao de
B-catenina e EZH2 para a linhagem SCC9 CisR. C. Expressao de B-catenina e EZH2 para a
[T aF= (o =T 0 ST O @24 SR O 1= = PP 65

Figura 19. Analise da expresséo de genes upstream da via de Wnt/B-catenina nas linhagens
Cal27, SCC9 e SCC25 tratadas com UNC1999. A. Expressao génica de APC. B. Expresséo
génica de AXIN2 C. Expressao génica de GSK3P.........cuuiiiiiiiiiiiiiiiieeiiiiiiiee e 67

Figura 20. Analise da expressdo de genes downstream da via de Wnt/B-catenina nas
linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 tratadas com ICG-001, FH535 e UNC1999. A. Expressdo
génica de FGF18. B. Expressado génica de MMP7 C. Expresséo génicade LEF1................... 68

Figura 21. Anélise da expressao proteica para Cal27 CisR, SCC9 CisR e SCC25 CisR com
inibidores. A. Expressdo de H3K9me2, H3K27me3, H3K36me3 e KDM1A para a linhagem
Cal27 CisR. B. Expressao de H3K9me2, H3K27me3, H3K36me3 e KDM1A para a linhagem
SCC9 CisR. C. Expressao de H3K9me2, H3K27me3, H3K36me3 e KDM1A para a linhagem
] O 02 11 = SRS PPTPPRRRP 70,71,72

Figura 22. Tratamento combinado para as populacdes CTT+ através do ensaio de formacao
de esferas. A. Ensaio para a linhagem Cal27 CisR. B. Ensaio para a linhagem SCC9 CisR. C.
Ensaio para a linhagem SCC25 CiSR......cciiiiiiit e eeeeeeeeeeeeees 73,74



Xiv

Figura 23. Andlise da populacdo de células tronco tumorais através da marcacao de
ALDH+/CD44+ pelo ensaio de citometria de fluxo. A. Andlise para linhagem Cal27 CTT+. B.
Andlise para linhagem SCC9 CTT+. C. Andlise para linhagem SCC25 CTT+............... 76,77,78

Figura 24. Ensaio In vivo com a linhagem Cal27 CisR para avaliagdo de uma terapia
combinada. A. Grafico do volume tumoral. B. Gréfico do peso tumoral. C. Imagem dos
L0 [ 10T €SP 79,80
Figura 25. Analise dos tecidos tumorais retirados dos camundongos Nude Balbc tratados com
UNC1999, FH535, FH535+Cisplatina e UNC1999+FH535. A. Analise dos tecidos tumorais
com H.E. B. Analise dos tecidos tumorais com imunomarcagao de [(B-catenina e EZH2. C.
Analise dos tecidos tumorais com imunomarcacédo de H3K27me3 e KDM6B. D. Analise dos
tecidos tumorais com imunomarcacao de OCT4 e SOX2. E. Quantificacdo de [(-catenina
LU To3 == TR 82,83,84,85,86
Figura 26. Avaliacdo da imunoprecipitagdo de EZH2 e H3K27me3 nas regides promotoras de
genes upstream e downstream da via de Wnt/3-catenina nas linhagens Cal27, SCC9 e SCC25
guimiorresistentes e suas populagbes CTT- e CTT+. A. Imagem qualitativa da
imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP). B. Grafico quantitativo da imunoprecipitagédo de
EZH2. C. Gréfico quantitativo da imunoprecipitacdo de H3K27me3..........ccccccveeeennne 89,90,91



XV

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Valores IC50 dos inibidores ICG-001, FH535 e UNC1999 para lise de

QL0 1 (=1 = 1PN 29
Tabela 2 — Anticorpos utilizados pela técnica de Western BIotting............cvveeeviiiiiieiieeeeeiinnnns 29
Tabela 3 — Representacao da sequéncia dos iniciadores utilizados......................c..oeeeeen. 31,32

Tabela 4 — Estratégias de tratamento e doses utilizadas no ensaio de formacao de esferas para
a subpopulagdo de CTT+ das linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 resistentes a
CISPIALING. .. ————— 32,33

Tabela 5 - Sequéncia dos primers utilizados para a técnica de Imunoprecipitacdo da Cromatina

Tabela 6 - Estratégia de tratamento em monoterapia e tratamento combinado para o modelo

A8 XENOECNXEITO 1N VIV . e eeteeee ettt e e ettt et ettt et et e e e e e et e e e e e e ea s ea e reaereaereeneenneenn 36



ALDH1
APC
ATAC-seq
AXIN2
BCL9
BCLOL
B-catenina
B-actina
B2M
BRD7
CaMK2
cDNA
ChiP
CHDS8
CisR
CSNK1
CTNNB1
CTT+
CTT-
DEAB
DMEM
DMEM/F12

DNA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Aldeido Desidrogenase 1

Polipose adenomatosa coli

Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing

Inibidor de Axis 2

B-cell ymphoma 9

B-cell CLL/lymphoma 9

Beta-catenina

Beta-actina

Beta-2-microglobulina

Bromodomain Containing 7

Proteinas quinase Il dependente de calcio calmodulina
Dna complementar

Imunoprecipitacdo da Cromatina

Proteina de ligacdo ao cromodomain-helicase-DNA 8
Resistente a Cisplatina

Casein kinase | isoform epsilon

Catenin Beta 1

Células-tronco tumorais

Células nao-tronco tumorais ou células diferenciadas do tumor

N,N-diethylaminobenzaldehyde (inibidor de aldeido desidrogenase)

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Dulbecco's Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12

Acido desoxirribonucleico



DVL2
EDTA
EHMT2
EZH2
FGF18
FGF20
GAPDH
GSK3B
H3K4me3
H3K9me2
H3K27me3
H3K36me3
HNSCC
IC50

JNK
KDM1A
KDM4C
KDM5B
KDM6B
KDMs
KEGG

Kg

KMT2A (MLL1)
KMTs

LEF1

Dishevelled 2
Acido etilenodiamino tetra-acético

Histona-lisina N-metiltransferase 2,

Enhancer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit

Fator de crescimento 18 de fibroblastos
Fator de crescimento 20 de fibroblastos
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Glycogen synthase kinase-3 beta
Trimetilacdo da histona H3 lisina 4
Dimetilacdo da histona H3 lisina 9
Trimetilagcdo da histona H3 lisina 27
Trimetilagcdo da histona 3 lisina 36

Head and neck squamous cell carcinoma
Concentracao inibitéria (50%)

Jun quinase

Lisina demetilase 1A

Lisina demetilase 4C

Lisina demetilase 5B

Lisina demetilase 6B

Lisinas demetilases

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Quilograma

Histona-lisina N-metiltransferase 2A
Lisinas metiltransferases

Fator 1 de ligacdo do intensificador linféide


https://en.wikipedia.org/wiki/Glycogen_synthase_kinase-3_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycogen_synthase_kinase-3_beta

LiCl
LRP5/LRP6
mg

nM
MMP7
PRC2
PYGO
qPCR
RNA-seq
SDS
SETD2
TCF4
VEGFA
WNT
WT

M9

pM

XVili

Cloreto de Litio

Low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6
Miligrama

Nanomolar

Metaloproteinase-7 da matriz

Polycomb repressive complex 2

Pygopus

Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
Sequenciamento de &cido ribonucleico

Dodecil sulfato de sodio

SET Domain Containing 2, Histone Lysine Methyltransferase
Fator de transcricéo 4

Fator de crescimento endotelial vascular A
Wingless-related integration site

Wild type

Micrograma

Micromolar



XiX

SUMARIO
L INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt et et e ettt et e et e et e e ae et eseeseeereaneeseeetesreanens 21
1.1 CARCINOMA ORAL ....ooviuiieete e eeeeetee ettt e seate et e sae e neeteatesaeste s eneareere s 21
1.2 CELULAS-TRONCO TUMORAIS .....cooiitiitieieeeee ettt ettt ene e v 21
1.3. SINALIZACAO DE WNT/B-CATENINA E CELULAS-TRONCO TUMORAIS................. 22
0= | = 1Y/ 0 1 TS 27
2 R €1 = 7 R 27
2.2 ESPECIFICOS. ... .ottt ettt ettt sttt te et et e et teatesteete et eneaneere e 27
I | =3 o] nT0] @] - R 28
3.1 CULTIVO CELULAR E FARMAGCOS........ciiiieeieeee et 28
3.2 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS E WESTERN BLOTTING .....coooovivciiieieeee, 28
3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR ......cooouiiiiieeee sttt 30
B4 PCR EM TEMPO REAL ...ttt ettt ettt et te et aneane e 30
3.5 ENSAIO DE FORMAGAOQ DE ESFERAS .....cooiiiieie ettt 32
3.6 CITOMETRIA DE FLUXO ..ottt ettt e e sae e aneane e 33
3.7 IMUNOPRECIPITACAO DA CROMATINA (ChIP) ...t 34
3.8 MODELO IN VIVO - XENOENXERTO ......otiuiieiieeie et 35
3.9 IMUNOHISTOQUIMICA ...ttt ettt ettt et aeeteateaneanens 37
3. 10 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt neare e 38
o oYU I 7Y 10 1 R 39
4.1 SELECAO DAS VIAS DE SINALIZAGCAO-ALVO DO PROJETO.......c.cccovireeeeranannne, 39
4.2 EXPRESSAO GENICA DOS COMPONENTES DA VIA DE WNT/B-CATENINA NAS
LINHAGENS QUIMIORRESISTENTES E NA POPULACAO DE CTT ...ocovoviecieceeeeeeeen 43
4.3 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA DE MODIFICACOES EPIGENETICAS EM
HISTONAS E COMPONENTES DA VIA DE WNT/B-CATENINA.......cccoveiviiieceeeeeee e 54
4.4 DETERMINACAO DAS DOSES DOS INIBIDORES DE B-CATENINA - FH535 E ICG-001
............................................................................................................................................ 59
4.5 DETERMINACAO DAS DOSES DO INIBIDOR DE EZH2 - UNC1999...........cccoveuennnn... 62
4.6 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS INIBIDORES SOBRE A REGULACAO DE B-
CATENINA E METILACAO DE HISTONAS ......ooiuiieeeeeee et 64

4.7 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS INIBIDORES SOBRE A REDUCAO DAS CELULAS-
TRONCO TUMORAIS ..o e ettt e e e e e et e e rrbb e e e eaaeeennees 72



XX

4.8 ADMINISTRACAO DE MONOTERAPIA E TERAPIA COMBINADA DOS INIBIDORES
FARMACOLOGICOS FH535, UNC1999 E O QUIMIOTERAPICO CISPLATINA EM MODELO
IN VIVO DE XENOENXERTO ....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i sssnsssnnnssnnne 78
4.9 ANALISE DO CONTROLE DIRETO DE EZH2 SOBRE A VIA DE WNT/B-CATENINA .. 86

D DISCUSSAD ..ottt ettt e e e e e e 92
B CONCLUSAOD . ...ttt e e e et e e e e e et e e ee e e et e e e e e aeeeeaiaaas 1011

T REFERENCIAS ..o et e e e e e e e e e e e et e e et e e et e e e e e seaeeaaanas 1022



21

1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA ORAL

O carcinoma de células escamosas € o0 principal grupo que compde o0s
canceres de cabeca e pescoco (HNSCC). Estes tém uma incidéncia de 600.000 novos
casos por ano em todo o mundo, sendo responsaveis por cerca de 1-2% de todas as
mortes por cancer (FERLAY et al., 2015). Os canceres de cabeca e pescoc¢o surgem
na mucosa de varios 6rgdos que apresentam revestimento epitelial escamoso, como
a nasofaringe, a garganta e a boca (carcinoma oral) (XIE et al., 2021). O
desenvolvimento do carcinoma oral esta fortemente associado a fatores de risco
ambientais e de estilo de vida, como obesidade, ma nutri¢cdo, alto consumo de tabaco
e alcool (TORRE et al., 2015; VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014).

Atualmente, os tratamentos para o carcinoma oral incluem cirurgia com
radioterapia adjuvante e quimioterapia (CHEN; WANG, 2019). A quimioterapia
envolve o uso de agentes anélogos da platina, da taxina, ou da pirimidina (PFISTER
et al., 2011), sendo que a cisplatina (cis-diamminedicloroplatina [CDDP]), é
considerada o tratamento de primeira linha para esse tipo de cancer (HUNG et al.,
2017). Porém, apesar dos avancos na quimioterapia e na radioterapia, em 30 anos,
as taxas de sobrevida de 5 anos ainda ndo melhoraram, devido & recorréncias,
metastases e resisténcia a agentes quimioterapicos (SUN et al., 2022).

Embora a quimioterapia seja eficaz em eliminar células diferenciadas da
massa tumoral, uma subpopulacdo de células, chamadas células-tronco tumorais
(CTT), séo resistentes e sobrevivem a essas terapias (NOR et al., 2014; OKAMOTO
et al., 2009; ZHANG et al., 2010). Além de que, varias evidéncias sugerem que a
quimioterapia enriquece essa populacdo de CTT (NOR et al., 2014; REERS et al.,
2014).

1.2 CELULAS-TRONCO TUMORAIS

O modelo estocastico do cancer sugere que cada célula da massa tumoral
tem o potencial de formar células tumorais, porém, o modelo de células-tronco
tumorais (modelo hierarquico) do cancer sugere que apenas uma subpopulagéo de

células da massa tumoral, as CTT, tem capacidade de originar um tumor (GUNDUZ
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et al., 2019). As CTT foram identificadas em diversos tumores, como carcinoma colo-
retal (TODARO et al., 2010), mama (BROOKS; BURNESS; WICHA, 2015), préstata
(RYBAK; BRISTOW; KAPOOR, 2015), glioblastoma (DIRKS, 2006) e cabeca e
pescoco (ALMEIDA et al., 2016).

As CTT sédo uma subpopulacdo de células pluripotentes no tumor e
apresentam caracteristicas como, auto-renovacao, diferenciacdo, migracdo e
metéstase. No carcinoma oral, as CTT participam de processos vitais como iniciacao,
progressdo tumoral e invasdo, além de serem responsaveis pela resisténcia a
guimioterapia e a radioterapia (SHAHOUMI, 2021).

Devido as propriedades como divisdo assimétrica e auto-renovacéo, as CTT
conseguem manter o controle dindmico de seu numero, bem como diferenciarem-se
nas células que comp&em a massa tumoral, contribuindo para o fenétipo heterogéneo
do tumor (TANG, 2012). Sabendo-se que o aparecimento de recidivas e metastases
tém sido relacionados com a acéo das CTT, que resistem as terapias convencionais,
€ evidente que identificar e erradicar essa populacao de células-tronco tumorais € algo
desafiador, mas promissor, podendo acabar totalmente com o cancer (CHEN;
HUANG; CHEN, 2013).

A sinalizacdo molecular que rege a homeostase das células-tronco é
altamente regulada e muitas destas vias estdo anormalmente ativadas nas CTT,
culminando na perda do controle da auto-renovacao e proliferagdo, e no aumento da
sobrevida e diferenciacdo das CTT. As trés principais vias de sinalizagcdo que
sustentam a sobrevivéncia, proliferacdo e equilibrio entre diferenciacdo e auto-
renovacgdo das CTT séo Notch, Hedgehog e Wnt (BIGHETTI-TREVISAN et al., 2019).
Dentre essas vias, a via de Wnt é frequentemente encontrada desregulada nas CTT.
Mutacbes em componentes da via de sinalizagdo de Wnt, como APC, AXIN, B-
catenina e ligantes de Wnt, foram observadas primeiramente em canceres colorretais,
mas também foram vistas em varios outros tumores sélidos (MARTIN-OROZCO et al.,
2019).

1.3. SINALIZACAO DE WNT/B-CATENINA E CELULAS-TRONCO TUMORAIS
A familia Wnt humana é composta por 19 glicoproteinas ricas em diferentes

cisteinas que atuam como ligantes para mais de 15 receptores ou co-receptores, elas

compreendem moléculas de sinalizacdo intracelular, incluindo proteinas secretorias
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que atuam na génese celular, crescimento, diferenciacdo e formacédo de oOrgaos
(YANG et al., 2019). Como um dos alvos moleculares mais bem estabelecidos da
terapia contra o céncer, a via de sinalizacdo Wnt/B-catenina tem sido fortemente
conectada a iniciacdo e progressdo de muitos tipos de canceres (KANDOTH et al.,
2013; STEINHART et al., 2017).

Existem diferentes vias de sinalizacdo de Wnt interligadas entre si que foram
classificadas como canbnica (B-catenina dependente) e ndo canodnica. Em geral, a via
de Wnt candnica é responsavel pela auto-renovacao, proliferacdo ou diferenciacao
das células-tronco, enquanto a via ndo-candnica participa da manutencéo das células-
tronco, movimento celular, e inibicdo da via canénica (DUCHARTRE; KIM; KAHN,
2016). Dessa forma, ambas as vias, canonica e nao-candnica podem estar envolvidas
na formacéo e acimulo das CTT. Além disso, a sinalizagdo de Wnt tem sido envolvida
nao sé no desenvolvimento do tumor, mas também na capacidade das células
tumorais em escapar de diferentes tipos de estresse celular, tais como tratamentos
medicamentosos e a resposta imune do hospedeiro (MARTIN-OROZCO et al., 2019).

A via candnica de Wnt, pode ser ativada através da ligacdo de proteinas Wnt
(como as Wntl, Wnt3A e Wnt10B) com receptores de membrana da familia Frizzled
e do complexo co-receptor LRP5/LRP6. Quando estimulado, Frizzled pode ativar a
proteina Disheveled no citoplasma; em seguida ocorre a ativacdo de seu fator
downstream, a proteina de ligacado (GBP) ao GSK3. GBP ativado pode identificar e
inibir a fosforilagdo de GSK3[, que impede que B-catenina seja fosforilada. B-catenina
€ entdo acumulada no citoplasma, e esta livre para ser translocada para o nucleo.
Consequentemente, B-catenina intranuclear se liga aos fatores de transcricdo LEF e
TCF (lymphoid enhancer factor/T cell factor), as proteinas Legless (BCL9 e BCLIL), e
a PYGO, para formar o complexo TCF/LEF-B-catenina-Legless-PYGO. Finalmente,
esse complexo pode iniciar a transcricdo dos genes-alvos downstream, incluindo o
fator de crescimento de fibroblasto 20 (FGF20), ciclina D1, oncogene C-Myc, e
proteina secretada WNT-indutivel- 1 (WISP-1) (YANG et al., 2019) (Figura 1).

A sinalizag&o ndo canbnica de Wnt envolve pelo menos duas vias distintas; a
via de polaridade planar das células e a via de sinalizagdo de célcio, ambas
independentes de B-catenina (KOMIYA; HABAS, 2008). A via de polaridade celular
(PCP) é ativada pela ligacdo de Wnt4, Wnt5a ou Wntll a Frizzled e co-receptores
Frizzled como RYK e ROR2, que irdo ativar as GTPases Rho e Rac, levando a

modificagcdes no citoesqueleto, desencadeando a ativacao transcricional de genes-
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alvo responsaveis pela adesao celular e migracdo (KAHN, 2018; KOMIYA; HABAS,
2008). Ja a ativacao da via de calcio € iniciada pela ligacdo de Wnt a Frizzled, RYK
ou ROR (receptores alternativos), que atuam na migracéo e inibicdo da via de Wnt
candnica atraves do gerenciamento do fluxo de célcio intracelular e ativacdo das
proteinas quinase Il dependente de calcio calmodulina (CaMK2), Jun quinase (JNK) e
proteina quinase C (PKC) (KAHN, 2018; KOHN; MOON, 2005).

Figura 1 — Esquematizacéo da via de Wnt/B-catenina canonica

Via de WNT inativa Via de WNT ativa

RNF43/ RNF43/ “ ”R-spondin
INRF3 ZNRF3

E-caderina= LBE5/6 E-caderina— LRP5/6
- =

Frizzled Frizzled

= TRy =

s / ule.
: | PYGO
TCF/LEF, ( X Genesalvo l @ ’—G:nes alvol

XD XD

Fonte: Adaptado de Alamoud (2018).

Evidéncias sugerem gue o desenvolvimento do carcinoma oral é dependente
da ativacdo de Wnt/B-catenina, que estad associada a mudancas epigenéticas que
mantém a estrutura da cromatina aberta, induzindo a ativacao de genes que levam ao
acumulo de CTT (WEND et al., 2013). Além disso, as proprias CTT do carcinoma oral
apresentam ativagdo aberrante de Wnt/B-catenina, reforcando sua importancia na
manutencdo e acumulo das CTT (LEE et al., 2014; WEND et al., 2013).

A dindmica da cromatina é comandada por modificagbes em caudas de
histonas presentes no core do nucleossomo. A acetilagdo de lisinas localizadas nas
caudas de histonas esta associada com a ativagcéo da transcri¢cdo, porém, a metilacao

de lisinas pode estar envolvida tanto na ativagdo como na repressao génica. Por
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exemplo, a tri-metilacéo da lisina 4 da histona H3 (H3K4me3) esta associada com a
cromatina ativa, enquanto a tri-metilacéo das lisinas 9 e 27 (H3K9me3 e H3K27me3)
esta associada com a repressao da transcricdo (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN,
2007). Varias proteinas envolvidas em modificac6es da cromatina sao recrutadas pela
proteina B-catenina para controlar a expressao de seus genes-alvo, como a proteina
histona acetiltransferase CBP (p300). p-catenina também interage com MLL, uma
histona metiltransferase que promove a tri-metilacdo de H3K4 (SIERRA et al., 2006).
MLL estéd associada com a ativagcdo de genes que conferem propriedades de células-
tronco em tumores hematoldgicos (WEND et al., 2013). H3K4me3, por sua vez, é
importante para a expressado de genes-alvo da via de Wnt/B-catenina por facilitar a
associagao dos co-ativadores PYGOZ2 e BCL9 com a cromatina (LI et al., 2017b, p. 3).

Outras modificacdes epigenéticas também estdo associadas com a
manutencdo e acumulo das CTT e atuam em conjunto com a sinalizagao de Wnt/(3-
catenina. KDM4C, uma lisina demetilase, participa da reducédo da heterocromatina e
perda da repressdo da transcricdo génica através da demetilacdo de H3K9me3. A
ativagao da via de Wnt/B-catenina promove o aumento da expressdo de KDM4C em
glioblastomas (CHEN et al., 2020). KDM1A (LSD1) também pertence a classe das
lisinas demetilases e participa da demetilacdo das histonas H3K4 mel/2 e H3K9me1/2
localizadas em genes associados com a manutencdo da pluripoténcia e auto-
renovagdo das CTT, como a ativagdo de B-catenina (HUANG et al., 2017). Em
contrapartida, a histona metiltransferase SETD2 é responsavel por promover a tri-
metilacdo da histona H3K36 que esta associada com a ativacao da expressao génica.
SETD2 é frequentemente mutada ou deletada em diversos tumores. Em carcinoma
colorretal, a inativacdo de SETD2 promove o acumulo da proteina DVL2, o que
aumenta a sinalizacado de Wnt/B-catenina, afetando os processos de auto-renovacao
e diferenciacdo das CTT e aumentando a agressividade tumoral (YUAN et al., 2017).

O silenciamento epigenético mediado pelo Enhancer of Zeste Homolog 2
(EZH2) contribui para a ativagao constitutiva da via de sinalizagdo Wnt/3-catenina e
consequentemente para a proliferacdo de ceélulas de carcinoma hepatocelular
(CHENG et al., 2011). O EZH2 é uma subunidade catalitica do complexo repressivo
polycomb 2 (PRC2) que pode alterar a expressao génica através da trimetilacdo da
lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) (DUAN; DU; GUO, 2020). A fungéo oncogénica
de EZH2 é devida a sua capacidade de reprimir a expressdo de varios genes



26

supressores tumorais através do silenciamento epigenético mediado pela trimetilacéo
de H3K27 (MA et al., 2019).
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

O objetivo deste projeto foi identificar alteracdes epigenéticas que possam
estar contribuindo para a ativacao da via de sinalizacao de Wnt/B-catenina e para a
regulacdo de seus alvos downstream e investigar o papel desta via no acumulo de

células-tronco tumorais quimiorresistentes em linhagens celulares de carcinoma oral.

2.2 ESPECIFICOS

1- Analisar mudangas na expressao de genes da via de sinalizagdo Wnt/(3-
catenina em linhagens quimiorresistentes de carcinoma oral em comparacdo as
linhagens selvagens; e em populacdes de CTT e ndo CTT;

2- Avaliar o acumulo de proteinas da via de Wnt/B-catenina em linhagens
selvagens e quimiorresistentes; e em populacdes de CTT e ndo CTT,;

3- Identificar modificacBes epigenéticas em histonas e o acumulo de seus
reguladores; e sua associacao com a ativacao da via de Wnt/B-catenina nas linhagens
quimiorresistentes e na populacao de CTT,;

4- Promover a inibigdo farmacoldgica da via de Wnt/B-catenina, utilizando os
inibidores de B-catenina ICG-001 e FH535 (isoladamente) e investigar seu efeito sobre
as CTT e na reverséo da quimiorresisténcia a cisplatina;

5- Avaliar a eficiéncia in vivo de uma potencial terapia combinada associando-
se inibidores da via de Wnt/B-catenina e o quimioterapico cisplatina na reducao do

volume tumoral e da populacéo de CTT utilizando-se o0 modelo de xenoenxerto.
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3 METODOLOGIA
3.1 CULTIVO CELULAR E FARMACOS

As linhagens celulares resistentes a cisplatina Cal27 CisR, SCC9 CisR e
SCC25 CisR foram previamente estabelecidas pelo nosso grupo de pesquisa
conforme descrito em Lima de Oliveira et al. (2022), (LIMA DE OLIVEIRA et al., 2022).

As células foram cultivadas em meio DMEM (Cal27) ou DMEM/F12 (SCC9 e
SCC25) suplementado com 10% de soro bovino fetal e coquetel de antibiéticos e
antimicéticos e mantidas em incubadora a temperatura controlada de 37°C, contendo
5% de CO2. Os farmacos cisplatina, FH535, ICG-001 e UNC1999 foram adquiridos
da empresa Cayman Chemical (USA), e a determinacdo das doses dos farmacos a
serem empregadas foi realizada através do ensaio de viabilidade celular, pelo 1C50,
determinando a dose necessaria para matar 50% da populacéo celular. Quando houve
tratamento, os grupos foram separados em: controle (veiculo), UNC1999, FH535,
ICG-001, cisplatina, e as combinagbes FH535+cisplatina, 1ICG-001+cisplatina,
UNC1999+cisplatina, UNC1999+ICG-001 e UNC1999+FH535.

3.2 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS E WESTERN BLOTTING

Para a extracdo das proteinas totais, aproximadamente 2x10° células foram
plagueadas em placa de 6 poc¢os. Quando as células estavam em 80% de confluéncia,
essas foram lisadas com tampéao RIPA+ (ThermoFisher Scientific — Rockford, USA) e
inibidor de protease.

Para a extracdo das fracOes proteicas, 2x10° células foram utilizadas para o
fracionamento das porcdes nucleares e da cromatina, utilizando os tampdes NEB e
CEB respectivamente, conforme o protocolo do kit Subcellular Protein Fractionation
Kit for Cultured Cells (ThermoFisher Scientific). Quando houve tratamentos, esses,
foram realizados por 16 horas e as doses utilizadas foram referentes ao IC50 obtido
para cada linhagem celular (Tabela 1). A quantificacdo das proteinas foi realizada com
o kit Pierce BCA protein assay kit (ThermoFisherScientific) conforme instru¢cées do
fabricante, e utilizados 30ug de cada proteina.

O lisado foi submetido & SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para a
membrana de PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA) que foi bloqueada com TBS-T a

5% de leite ou BSA, incubada com o anticorpo primario overnight e anticorpos
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secundarios conjugados com horseradish peroxidase. As proteinas foram observadas
por reacdo quimioluminescente (ECL SuperSignal - Pierce, USA). Os anticorpos
primarios utilizados estdo listados na tabela 2. O experimento foi realizado em
triplicata.

Tabela 1 — Valores IC50 dos inibidores ICG-001, FH535 e UNC1999 para

lise de proteinas

Composto (dose IC50)

Linhagem ICG-001 FHS35 UNC1999
SC((::?T?SR 21,15 M | 62,37 M 7,5nM
SCCZCISR | 2350uM | 130pM | 1250M

Fonte: Autor

Tabela 2 — Anticorpos utilizados pela técnica de Western Blotting

Anticorpos Concentracgoes

anti-B-catenina total 1:1000 (Cell Signaling)

anti-EZH2 1:1000 (Cell Signaling)

anti-GAPDH 1:8000 (Cell Signaling)

anti-H3K9me2 1:1000 (Cell Signaling)

anti-H3K27me3 1:1000 (Cell Signaling)

anti-H3K36me3 1:2000 (Sigma-Aldrich)

anti-KkDM1A 1:50 (Developmental Studies Hybridoma

Bank)

Fonte: Autor
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3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio foi realizado utilizando o reagente Alamar Blue (ThermoFisher
Scientific, Rockford, USA), de cor azul ndo fluorescente, que é reduzido a resorufina
(7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona), de cor rosa fluorescente. A mudanca do
estado oxidado para o reduzido permite a leitura colorimétrica e/ou fluorimétrica, ou
qualitativa através da mudanca da cor do reagente. E a sua absorbancia
espectrofotométrica € obtida nos comprimentos de onda de 570 e 600nm ou 540 e
630nm (RAMPERSAD, 2012).

As células foram semeadas em placas de 96 poc¢os, com a densidade pré-
definida de 3x1032 células e cada condicao foi feita em quadruplicata e foram avaliadas
10 concentracdes diferentes para cada farmaco.

A curva para o inibidor ICG-001 foi realizada com as concentracdes: 0; 0,5; 1;
2; 3; 6; 12; 24; 36 e 48 uM. Para o inibidor FH535 a curva foi realizada com as
concentracdes: 0; 5; 15; 30; 40; 50; 75; 90; 110 e 130 puM. Ja para o inibidor de EZH2
(UNC1999) foi utilizada uma curva com as seguintes concentragdes: 0; 0,5; 1; 5; 10;
20; 40; 60; 80 e 100 nM. As células permaneceram em tratamento por 24 horas.

Os resultados foram estabelecidos através da média de trés experimentos
independentes utilizando o equipamento Epoch 2 Microplate Spectrophotometer
(BioTek Instruments Inc, Winooski — USA).

3.4 PCR EM TEMPO REAL

A extragdo de RNA foi realizada utilizando-se o reagente SV Total RNA
isolation System (Promega, Woods Hollow Road Madison, Fitchburg, USA) conforme
instrucdes do fabricante. A sintese de cDNA seguiu o protocolo da GoScriptTM
Reverse Transcription System (Promega, Woods Hollow Road Madison, Fitchburg,
USA ). A expresséo dos genes de interesse foi quantificada utilizando-se o sistema
SybrGreen com o kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Woods Hollow Road
Madison, Fitchburg, USA), através da formula 2-22CT, As sequéncias de primers para
0s genes de interesse foram construidas com o auxilio do software GeneRunner
versdo 6.5.52 Beta (Hastings Software Inc. Hastings, NY, USA
(http://www.generunner.net). A sequéncias de primers para 0s genes analisados estao

apresentadas na tabela 3. Os genes B-actina, GAPDH e B2M foram utilizados como
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constitutivos para a normalizacdo das reacdes. O experimento foi realizado em

triplicata.

Tabela 3 — Representagédo da sequéncia dos iniciadores utilizados

Gene Sequéncia Forward | Sequéncia Reverse Fragmento
(pb)
APC GTCCTGTTCCTAT | CAGCAAGAAGCAAT 111
GGGTTCA GACCTC
AXIN2 | TATCGTGTGGGCA | GGGTTCCACGGGG 129
GTAAGAAAC GTCATCT
B-actina | GCCTCGCTGTCCA | AGAAAGGGTGTAAC 124
CCTTCCA GCAACTAAG
B2M CACCCCCACTGAA | TAAAAAGCAAGCAA 163
AAAGATGAG GCAGAAT
BRD7 | TGACCAGGCGGCT | CCTGGCTCTCCTAC 110
TGTGAAC AATGGG
CHDS8 CCAGAGGAGGAA | GCTTGCTCTTGCCC 120
GGCGAGAAGAAAC TTTGTTT
CTNNB1 | GTATGAGTGGGAA | GTCTCAGGGAACAT 117
CAGGGATTT AGCAG
EHTM2 | ACGAGGAGTGAAT | CAACTCCTCAAACC 160
GGTGTGGG CTCGCT
EZH2 CTTTTCATGCAAC | TTGGTGGGGTCTTT 150
ACCCAAC ATCCGC
FGF18 CAAGGGCAAGGA | GCCGTGTAGTTGTT 126
GACGGAAT CTCCAG
GAPDH | GACTTCAACAGCG | GTCCACCACCCTGT 126
ACACCCACTC TGCTGTAG
GSK3B | CAGTGGTGAGAAG | ACATAAATCACAGG 126
AAAGATG GAGCGTC
KDM4C | GGAGTCTAAAGGA | GCCCTGTGACCATC 132
GCCCATCG TGCTGAAT
KDM5B | GAGCACTGGGAC | CTTTCAGAGCCGCA 135
GACAAAGCC CCATTG
KMT2A | AGCAGCCTCCACC | CATTCTCCTGCTTAT 135
(MLL1) ACCAGAA TGACCG




LEF1 CCCATCCCGAGAA | CTGATGGGATGTGT 130
CATCAAATA GACGGGTGT
MMP7 CAACCTATGGAAA | ATGAATGAATGAAT 139
TGGAGAT GGATGTT
SETD1A | GACATCAAAGGAC | GCACCCGAGCCTTG 125
AACAACG GAACTT
TCF4 CCAGGTTTGCCAT | TAGGGAAAGTGCTG 111
CTTCAGTCTA GTTGCT
VEGFA | ACTTTCTGCTGTC | TTCGTGATGATTCTG 114
TTGGGTGC CCCTCCT
WNT3A | ATGGCCCCACTCG | AATACTGTGGCCCA 97
GATACT ACAGCC

Fonte: Autor

3.5 ENSAIO DE FORMACAO DE ESFERAS
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Aproximadamente 5x10? células foram semeadas em ultra-low attachment 96-

well plates (Corning, New York, USA) e permaneceram em cultura por 5 dias. Quando

houve tratamento com farmacos, os mesmos foram realizados no momento do

plaqueamento e permaneceram até o final do experimento. Os tratamentos estdo

sumarizados na tabela 4. Cada condicdo foi realizada em triplicata e as esferas

formadas foram contadas em microscépio de luz Nikon Eclipse Ti (NIKON - Melville,

NY). O experimento foi realizado em triplicata.

Tabela 4 — Estratégias de tratamento e doses utilizadas no ensaio de

formacdo de esferas para a subpopulacdo de CTT+ das linhagens Cal27, SCC9 e

SCC25 resistentes a cisplatina.

Linhagem Cal27 CisR SCC9 CisR SCC25 CisR
CTT+ CTT+ CTT+
Inibidor
Cisplatina 5uM 5uM 5uM
ICG-001 15uM 21,15 UM 23,59 UM
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FH535 100pM 62,37 UM 130uM

UNC1999 s5nM 7,5nM 12,5nM

ICG-001+Cisplatina 15uM+5uM 21,15uM+5uM 23,59uM+5uM

FH535+Cisplatina 100pM+5uM 62,37uM+5uM 130uM+5uM

UNC1999+Cisplatina SnM+5uM 7,5nM+5uM 12,5nM+5uM

ICG-001+UNC1999 15uM+5nM 21,15pM+7,5nM | 23,59uM+12,5nM

FH535+UNC1999 100uM+5nM 62,37uM+7,5nM | 130pM+12,5nM

Fonte: Autor

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

A populagdo de células-tronco tumorais foi quantificada pela atividade
enzimatica de ALDH1, utilizando-se o kit Aldefluor (StemCell Technologies, Durham,
NC, USA), combinada a expressao do anticorpo CD44-APC (BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA). Aproximadamente 2x108 células foram utilizadas para cada condigéo.
Quando houve tratamento com farmacos, esses, foram realizados por 24 horas, nas
mesmas condi¢des utilizadas para o ensaio de esferas (Tabela 4). Inicialmente, as
células foram incubadas com a enzima ALDH1 sozinha ou em combinagédo com seu
inibidor DEAB por 45 minutos a 37°C protegido da luz (conforme instrucbes do
fabricante). Apos lavagens com PBS (phosphate buffered saline) para remover o
excesso da enzima, as células foram incubadas com o anticorpo anti-CD44-APC a
concentracdo de 1:200 em tampé&o Aldefluor, por 25 minutos a 4°C sob agitacdo
constante. Apos lavagens com PBS para remover o excesso do anticorpo, as células
foram ressuspendidas em tampao Aldefluor e analisadas no citbmetro de fluxo BD

FACSCanto™ | (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA), no laboratério
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multiusuario de Imagens de Alta Resolucdo e Estudos Celulares (LIAREC) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP) As amostras
foram preparadas em triplicata e foram realizados dois experimentos independentes
(GUIMARAES et al., 2016).

As populacbes de células-tronco tumorais e n&o-tronco tumorais foram
isoladas pela atividade enzimatica de ALDH1, utilizando-se o kit Aldefluor (StemCell
Technologies, Durham, NC, USA), conforme descrito acima, por Sorting, no
equipamento BD FACSAria™ Fusion, no laboratério de Citometria de Fluxo da
Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto. Foram utilizadas 8x10° células para cada
linhagem, as quais foram coletadas em meio de cultura estéril, e colocadas em cultura

imediatamente apos o experimento.

3.7 IMUNOPRECIPITACAO DA CROMATINA (ChIP)

Para o crosslink, foi adicionado 1% de formaldeido a placa de cultura de
100mm (aproximadamente 1x107 células) e as células foram lisadas e centrifugadas.
O pellet foi ressuspendido em tampéao de lise SDS (SDS 10%, EDTA 0,5M, Tris-HCI
1M pH 8,0). O sobrenadante foi diluido em tampé&o de diluicdo com inibidores de
proteases (ThermoFisher Scientific) e incubados com dynabeads™ Protein G
immunoprecipitation kit (ThermoFisher Scientific). As beads foram lavadas 3 vezes
com PBS/BSA. No dia seguinte, foram adicionados os anticorpos primarios (anti-EZH2
(1:1000 - Cell Signaling) e anti-H3K27me3 (1:1000 - Cell Signaling) que
permaneceram overnight a 4°C. As beads foram lavadas por 5 vezes com tampao de
lavagem LiCl (Tris 100mM pH 7,5; LiCl 500mM; NP40 1%; Desoxicolato de sddio 1%),
1 vez com tampéo TE (Tris 10mM pH 7,5 e EDTA 0,1mM) e ressuspendidas em
tampéo de eluicdo IP (SDS 1%; NaHCO3 0,1M) em temperatura ambiente. O crosslink
foi revertido aguecendo-se as amostras a 65°C por 1 hora, seguido de centrifugagao
a 14.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi incubado a 65°C, e no dia seguinte
foi realizada a extragcdo de DNA com o MinElute PCR purification kit (Qiagen) conforme
instrucdes do fabricante. A andlise dos resultados foi realizada por PCR convencional,
utilizando o kit DreamTag™ PCR Master Mix (2X) (ThermoFisher Scientific) utilizando-
se as sequéncias de iniciadores que foram desenhadas para os genes de interesse
(APC, AXIN2, GSK38, FGF18, MMP7 e VEGFA). As sequéncias dos primers estao

apresentadas na Tabela 5. As bandas foram visualizadas por meio de gel de
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poliacrilamida 7% corado com Sybr™ Gold nucleic acid gel stain (Invitrogen -
ThermoFisher Scientifc). A normalizacdo da imunoprecipitacdo foi realizada em

relacdo a porcentagem de Input.

Tabela 5 — Sequéncia dos primers utilizados para a técnica de Imunoprecipitacdo da

Cromatina (ChlIP)

Gene Sequéncia Sequéncia Temperatura | Fragmento
Forward Reverse de (pb)
Anelamento

APC TCCACTGTTTC | CCTTGGCTACCCT 55°C 198
ATCCTCTTAG TGGACCTAT

AXIN2 | TGGGATTCTTG | GACTCCCAGATTC 54°C 297
GCACAGGCAGT | AGCACGCAAAC

FGF18 | CTTGGTGGTAG | AGTTTCCCAGCCA 58°C 209
CCGTGTGTT CCCTCTTG

GSK3B | ACTGAAATGGT | AAAGTCCCAAGAG 57°C 256
CTCTGGCTCC AGAGCAT

MMP7 | TTTACTATGCC | AGGGTAGTTTGG 55°C 297
CACGAAGAAT GTGCTTTCTT

VEGFA | GTGTGAAGTGA | ATTCGGCGGCTTC 56°C 251
CCTGGGAGC ACTACTC

Fonte: Autor

3.8 MODELO IN VIVO - XENOENXERTO

Os animais utilizados foram Nude BALBc e cada grupo foi composto por 5
animais. Aproximadamente 1x10° células foram injetadas usando agulhas com calibre
0,25mm, em volume igual a 100uL na regido subcutanea do dorso (lados esquerdo e
direito) dos animais. Os animais foram anestesiados com quetamina e xilasina (doses:
70mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente) para injecao das células tumorais. Os animais
foram submetidos aos tratamentos com UNC1999; FH535; FH535+cisplatina e com
UNC1999+FH535 administrados via injecdo intraperitoneal

Apos 18 dias da injecao das células, quando o crescimento do tumor se tornou
perceptivel, o tratamento se iniciou com a administracdo dos inibidores em
monoterapia durante 2 dias consecutivos, seguido por cinco ciclos dos tratamentos

em combinacdo com intervalos de 3 dias. Os tumores foram medidos e pesados a
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cada 2 dias. Os dois primeiros dias de tratamento tiveram o intuito de sensibilizar o
tumor, portanto, foram utilizadas dosagens mais altas dos inibidores: UNC1999
(5mg/kg) e FH535 (15mg/kg). A partir do 3° dia de tratamento, se iniciou 0s
tratamentos em combinacdo com cisplatina (2mg/kg) para o 4° grupo -
(FH535+cisplatina) e com FH535 (12mg/kg) para o 5° grupo — (UNC1999+FH535)
sendo que o tratamento com UNC1999 teve sua concentracdo alterada para 3mg/kg
(Tabela 6). Os animais foram examinados diariamente apds contencdo (sem
anestesia) e as dimensdes dos tumores no dorso foram medidas com o auxilio de um
paquimetro a cada 2 dias. Os animais foram monitorados até o tumor atingir o
tamanho de 2 cm?® ou ocorrer ulceracdo do tumor. Apds 29 dias do inicio dos
tratamentos, os animais foram sacrificados e os tumores retirados, medidos, pesados
e processados para posterior analise histoldgica. O volume dos tumores foi expresso
em mma3 e calculado de acordo com a formula (comprimento x largura2)/2 (JENSEN
et al., 2008). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP), registrado
sob 0 n.19.1.1070.60.6.

Tabela 6 — Estratégia de tratamento em monoterapia e tratamento

combinado para o modelo de xenoenxerto in vivo.

Ciclos Grupo/Tratamento Dosagem

1° 2 —UNC1999 UNC1999 — 5mg/kg
3- FH535 FH535 — 15mg/kg
4 — FH535
5—-UNC1999

2° 2 —UNC1999 UNC1999 - 5mg/kg
3- FH535 FH535 — 15mg/kg
4 — FH535
5—-UNC1999

3%ao 7° 2 —UNC1999 UNC1999 - 3mg/kg
3 — FH535 FH535 — 12mg/kg
4 — FH535 + Cisplatina | Cisplatina — 2mg/kg
5—-UNC1999 + FH535

Fonte: Autor
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3.9 IMUNOHISTOQUIMICA

Os tecidos tumorais foram processados e os cortes histoloégicos foram
preparados no Laboratorio Multiusuario de Histotécnica (LMH) no Departamento de
Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP).

Os cortes histologicos foram desparafinizados em estufa a 65°C. Para a
coloracdo com H.E (Hematoxilina e Eosina), as laminas foram incubadas em xileno
por 1 hora, seguido de hidratacdo com lavagens em etanol (100%, 95% e 70%) e agua
deionizada. As laminas foram mergulhadas em solucédo de eosina por 5 minutos, e
hematoxilina por aproximadamente 1 minuto. Posteriormente foi realizada a
desidratac&o das laminas com etanol (70%, 95% e 100%), e xileno (respectivamente).
As laminas foram montadas utilizando Eukitt Quick-hardening mounting medium
(Sigma Aldrich).

Para a imuno-histoquimica, as laminas foram desparafinizadas e hidratadas
conforme descrito acima. Em seguida, as laminas foram incubadas em tampé&o citrato
pH 6.0. Posteriormente foi realizado o bloqueio das peroxidases enddgenas com
solucdo de metanol e peroxido de hidrogénio, e adicionado nos tecidos solucdo de
bloqueio (VECTASTAIN Universal Quick kit - Vector Laboratories) por 1 hora. Os
anticorpos primarios B-catenina (1:200), EZH2 (1:50), H3K27me3 (1:200), OCT4
(1:50), SOX2 (1:50) e KDM6B (1:10) foram incubados overnight.

No dia seguinte, foi adicionado o anticorpo secundario Biotinylated Pan-pacific
Universal Antibody (VECTASTAIN Universal Quick kit - Vector Laboratories) por 30
minutos. As laminas foram secas e adicionado Streptavidin/Peroxidase Complex
(VECTASTAIN Universal Quick kit) nos tecidos por 5 minutos, e adicionado uma
solucéo contendo Immpact DAB reagent 1 e Immpact DAB diluent (ImMmPACT DAB -
Vector Laboratories) por 2 minutos no tecido.

Em seguida foi realizada a coloracdo com hematoxilina, e desidratacdo das
laminas com etanol e xileno. As laminas foram montadas utilizando Eukitt Quick-
hardening mounting medium (Sigma Aldrich) e foram tiradas 5 fotos de cada condicéo
no LAB 3D BIO — Laboratério Multiusuario para Anélises de Imagens Tridimensionais
de Tecidos Biolégicos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP-USP)

pelo microscopio trinocular para campo claro e fluorescéncia Leica DMLB com camera
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DC300F acoplada, utilizando o programa Leica Application Suite 4.1.0, no aumento
de 20X.

3. 10 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism (GraphPad Software, version 5.0). O valor de IC50 para os inibidores ICG-001,
FH535 e UNC1999 foi determinado utilizando a regressao nao linear de log (inibidor)
Vs resposta normalizada. Nos ensaios de gPCR, para a comparacao entre dois grupos
foi realizado o teste T de Student; e para a comparacdo entre 3 ou mais grupos, foi
utilizado one-way ANOVA com pés-teste de Dunnett's Multiple Comparison Test. Para
0s ensaios de citometria de fluxo e ensaio de esferas, também foram utilizados one-
way ANOVA com pos-teste de Dunnett's Multiple Comparison Test. Ja para a analise
do crescimento tumoral por xenoenxerto, foi utilizado two-way ANOVA com pés-teste
de Bonferroni's multiple comparisons test. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 SELECAO DAS VIAS DE SINALIZACAO-ALVO DO PROJETO

Resultados anteriores do nosso grupo, onde foram realizadas andlises de
ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin using sequencing) para as
linhagens Cal27 e SCC9 selvagens e CisR, indicaram um perfil de cromatina mais
fechada nas linhagens CisR em comparacao com as linhagens selvagens, sugerindo
uma regulacédo da maquinaria epigenética, da qual acetilacdo e metilacdo de histonas
participam ativamente (FU et al., 2019). Uma excecao foram regifes especificas dos
cromossomos 3 (genes CTNNB1 e KMT3A), 5 (gene TCF7) e 6 (gene EHMT2), que
apresentaram um perfil de cromatina mais aberta. Analises de Gene Ontology também
indicaram perfis de cromatina diferencialmente acessiveis para genes envolvidos nas
vias de sinalizacdo de Wnt e metilacdo das histonas H3 e H4. As linhagens Cal27 e
SCC9 selvagens e CisR também foram previamente analisadas pela técnica de RNA-
seq, onde foram identificados 46 genes diferencialmente expressos que estédo
diretamente envolvidos com a via de Wnt/B-catenina, e com a metilagcao de histonas.
(Figura 2). Genes como CTNNB1, TCF7 e SETD2 foram observados aumentados nas

duas linhagens quimiorresistentes analisadas.
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Figura 2 — Heat Map dos 46 genes envolvidos na sinalizacdo de Wnt/B-catenina e

regulacéo de metilacdo de histonas
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Fonte: Autor

Para explorar esses dados, n0s analisamos possiveis interacdes entre os 46
genes observados diferencialmente expressos. Para isso, foi utilizado o banco de
dados STRING (https://string-db.org/), que realiza a coleta e a integracdo de todas as
fontes publicas disponiveis com informacfes sobre interacdes proteina-proteina e as
completam com previsdes computacionais. Outro recurso que o STRING traz, é a
analise de enriquecimento, a qual implementa sistemas de classificacdo, como o Gene
Ontology e KEGG (SZKLARCZYK et al., 2019). Os 46 genes encontrados em comum
nas linhagens Cal27 e SCC9, foram analisados no STRING utilizando-se o parametro
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‘multiplas proteinas” e selecionando o organismo Homo sapiens. Algumas
configuracbes foram alteradas para que apenas o0s resultados mais significativos
fossem apresentados, como o tipo de interacdo selecionado para full network
(indicando interacao funcional e fisica para as proteinas analisadas) e o score de
interacdo minima exigida, para 0.900 (maior nivel de confianca) e assim foi obtida uma
nova rede com 27 proteinas (Figura 3), sendo que o valor estatistico do
enriquecimento da interagéo proteina-proteina foi de 1.84e-15. NOs podemos observar
gue o gene CTNNB1, que codifica a proteina B-catenina, tem papel central na via de
interacdes, associando-se diretamente com 12 proteinas que pertencem a sinalizacao
de Wnt/B-catenina, e indiretamente com as histonas metiltransferase EHMT1 e
demetilase KDM1B.

Figura 3 — Rede de interacéo proteinas-proteinas obtido pelo STRING
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Através de anadlises de processos biolégicos pelo Gene Ontology, foram
observados 268 processos bioldgicos nos quais as proteinas analisadas estavam
envolvidas. Os 11 processos mais diretamente relacionados com este projeto e com
maiores niveis de significancia estdo dispostos na figura 4. Podemos observar que
Regulacéo da expressao génica, Via de Wnt, Organizacao da cromatina, Modificacdes
em histonas e Metilacdo de Histonas estdo entre 0s processos com 0 maior nimero

de genes envolvidos e maiores niveis de significancia.

Figura 4 - Processos Bioldgicos obtidos pelo Gene Ontology
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Fonte: Autor

Analises de vias de sinalizacao pelo KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) indicaram que os genes analisados estdo envolvidos em 30 vias, das quais

4 estéo diretamente relacionadas com os objetos de estudo deste projeto (Figura 5).
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Figura 5 — Vias de Sinalizacdo obtidos pelo KEGG
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Fonte: Autor

4.2 EXPRESSAO GENICA DOS COMPONENTES DA VIA DE WNT/B-CATENINA
NAS LINHAGENS QUIMIORRESISTENTES E NA POPULACAO DE CTT

Como dito anteriormente, a via de Wnt/B-catenina esta relacionada com o
desenvolvimento do carcinoma de cabeca e pesco¢co e com mudancas epigenéticas
que ativam genes culminando no acumulo de CTT (WEND et al., 2013). Por esse
motivo, nés analisamos a expressao de genes envolvidos com a via de Wnt/B-catenina
(CTNNBL1, LEF-1, TCF4 e WNT3A) e genes envolvidos na regulacdo da maquinaria
epigenética (BRD7, CHD8, EHMT2, EZH2, KDM4C, KDM5B, MLL1 e SETD1A) nas
linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 selvagens e CisR, e em suas respectivas
populacbes de células diferenciadas (CTT-) e células-tronco tumorais (CTT+)
quimiorresistentes.

A Figura 6A demonstra um aumento da expressao do gene BRD7 para as
linhagens Cal27 CisR e SCC25 CisR (p<0,05) em comparagéo com suas selvagens,
e diminuicdo para SCC9 CisR (p<0,01). A expressao do gene CHDS8 foi diminuida para
as 3 linhagens quimiorresistentes quando comparadas as suas selvagens, observada
na Figura 6B. Na figura 6C, CTNNBL1, o gene que codifica B-catenina, apresentou sua
expressdo aumentada para as linhagens Cal27 CisR (p<0,05) e SCC9 CisR,(p<0,05)
enquanto apresentou diminuicdo da SCC25 CisR, comparadas as selvagens.
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Analisando o gene EHMT2, observado na figura 6D, esse, demonstrou sua
expressdo aumentada apenas para Cal27 CisR, com diminuicdo para as linhagens
quimiorresistentes SCC9 e SCC25 CisR.

O gene EZH2, apresentou aumento de sua expressédo para as linhagens
Cal27 CisR e SCC9 CisR, com diminuicdo para SCC25 CisR (Figura 6E). O gene
KDMA4C apresentou resultados semelhantes ao gene EZH2, com aumento para Cal27
CisR e SCC9 CisR (p<0,01) e diminuicdo para SCC25 CisR (p<0,05) quando
comparados a selvagem (Figura 6F).

Na figura 6G, KDM5B foi aumentado apenas para SCC9 CisR, com
diminuicdo de sua expressdo para Cal27 CisR e SCC25 CisR em relacdo as
selvagens. Analisando o gene LEF1, apenas a linhagem Cal27 CisR demonstrou
aumento de sua expressdo, ja as linhagens SCC9 CisR (p<0,01) e SCC25 CisR
(p<0,05) apresentaram diminui¢do (Figura 6H). O gene MLL1 foi aumentado para as
linhagens Cal27 CisR e SCC25 CisR, e apresentou diminuicdo para a linhagem SCC9
CisR (p<0,05) em relacédo as selvagens (Figura 6l).

O gene SETD1A (Figura 6J), apresentou diminuicao de expressao para as 3
linhagens quimiorresistentes Cal27 CisR, SCC9 CisR (p<0,01) e SCC25 CisR em
comparacao com as selvagens. Na Figura 6K, o gene TCF4 também demonstrou
diminuicdo da expressdo para as 3 linhagens quimiorresistentes em relacdo as
selvagens, assim como o gene WNT3A (Figura 6L), para a Cal27 CisR (p<0,05), SCC9
CisR e SCC25 CisR (p<0,01).
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Figura 6 — Analise da expressao de genes envolvidos na via de Wnt/j3-
catenina e na regulacéo epigenética nas linhagens quimiorresistentes. A. Expressao
génica de BRD7. B. Expressao génica de CHDS8. C. Expressao génica de CTNNBL1.

D. Expressao génica de EHMT2. E. Expressédo génica de EZH2. F. Expressao
génica de KDMA4C. G. Expresséo génica de KDM5B. H. Expressao génica de LEF1.
|. Expressao génica de MLL1. J. Expressao génica de SETD1A. K. Expresséo
génica de TCF4. L. Expresséo génica de WNT3A
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Em seguida, foi avaliada a expresséo dos genes upstream GSK38, AXIN2 e
APC; e genes downstream FGF18, MMP7 e VEGFA, da via de Wnt/pB-catenina (HU et
al., 2009; LIU et al., 2022; TEIMOORI-TOOLABI; AZADMANESH; ZEINALI, 2010), nas
linhagens selvagens e resistentes a cisplatina.

GSK3[3, o inibidor de axis (AXIN), APC (adenomatous polyposis coli) e CSNK1
(casein kinase-1) fazem parte do complexo de destruicao de B-catenina. Quando esse
complexo esta ativo, B-catenina citoplasmatica sofre degradacdo por proteassoma
(JAIN et al., 2017; PALUSZCZAK, 2020a). Por outro lado, Matrix metalloproteinase-7
(MMP-7), é altamente expressa em varios tipos de tecidos malignos, incluindo cancer
colorretal e endometrial, e é regulada positivamente por (3-catenina (HE et al., 2012).
O fator de crescimento de fibroblastos 18 (FGF18) também é acumulado em muitos
tipos de tumor, e sua transcricdo pode ser aumentada por -catenina, pois, 0s sitios
de ligacdo de TCF/LEF se ligam a regido promotora de FGF18 (SONG et al., 2018b).
No microambiente tumoral, o fator de crescimento endotelial (VEGF) é um dos
principais estimulos pré-angiogénicos produzidos, e quando [(3-catenina se transloca
para o nucleo se ligando ao TCF, é capaz de promover a transcricdo de VEGFA (LIN
et al., 2017, p. 3).

Na figura 7, esta representada a expressao dos genes upstream da via de
Whnt/B-catenina (APC, AXIN2 e GSK3p0) e na figura 8 dos genes downstream (FGF18,
MMP7 e VEGFA) da via.

E possivel observar que para o gene APC, as trés linhagens
quimiorresistentes Cal27 CisR (p<0,05), SCC9 CisR e SCC25 CisR (p<0,001),
apresentaram diminuicdo da expressdo génica, comparadas as selvagens (Figura

7A). O gene AXINZ2, apresentou maior expressao para as linhagens quimiorresistentes
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Cal27 CisR (p<0,01) e SCC9 CisR, no entanto, apresentou diminuicdo de sua
expressdo para a SCC25 CisR (p<0,01), em relacéo as selvagens (Figura 7B). Na
Figura 7C, o gene GSK3p apresentou resultados semelhantes ao gene APC, em que
as 3 linhagens, Cal27 CisR (p<0,05), SCC9 CisR (p<0,01) e SCC25 CisR (p<0,01)
apresentaram diminuicdo da expressao génica, quando comparadas as selvagens.

Analisando a figura 8A, o gene FGF18 apresentou aumento de expressao
para as linhagens Cal27 CisR (p<0,05) e SCC9 CisR, porém, o inverso ocorreu para
a linhagem SCC25 CisR. Interessantemente, o gene MMP7 apresentou resultados
semelhantes, com aumento expressivo para a linhagem Cal27 CisR (p<0,001) e SCC9
CisR (p<0,05) e diminuicao para a SCC25 CisR, em comparacdao as selvagens (Figura
8B). J& 0 gene VEGFA, demonstrou diminuicdo de sua expressao génica para as 3
linhagens quimiorresistentes analisadas Cal27 CisR (p<0,05), SCC9 CisR (p<0,01) e
SCC25 CisR (p<0,01) em relagéo as selvagens (Figura 8C).

Figura 7 — Analise da expressao génica dos genes upstream da via de Wnt/$3-
Catenina para as linhagens quimiorresistentes. A. Expressao génica de APC. B.

Expresséo génica de AXIN2. C. Expressao génica de GSK3p
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Figura 8 — Analise da expressédo génica dos genes downstream da via de Wnt/(3-
Catenina para as linhagens quimiorresistentes. A. Expressao génica de FGF18. B.
Expressao génica de MMP7. C. Expresséo génica de VEGFA
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Para a andlise da expressao génica das células-tronco tumorais (CTT+) em
comparacao as células diferenciadas (CTT-), as populacbes CTT+ e CTT- foram
isoladas por citometria de fluxo (cell sorting) utilizando-se como marcadores positivos
para as células-tronco tumorais a atividade enzimética de ALDH e a proteina de
superficie CD44 e o RNA mensageiro foi extraido. As populacdes definidas como
CTT+ e CTT- estéo representadas na figura 9. Foram selecionados para anélise os
genes CTNNB1, EHMT2, EZH2, KDM4C, MLL1 e TCF4, pois eles foram observados

aumentados em, pelo menos, duas linhagens quimiorresistentes (Figura 10).




Figura 9 — Isolamento das populacdes CTT+ e CTT- das linhagens
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guimiorresistentes Cal27 CisR, SCC9 CisR e SCC25 CisR por citometria de fluxo
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Figura 10 - Expressao génica da populacédo de CTT+ para as linhagens Cal27 CisR,
SCC9 CisR e SCC25 CisR
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Os resultados demonstraram que para a linhagem Cal27 CisR, a populagéo
de CTT+ apresentou maior expressao para EZH2 e MLL1, enquanto CTNNBL,
EHMT2, KDM4C e TCF4 apresentaram expressao reduzida. Para a linhagem SCC9
CisR, a populacdo de CTT+ apresentou maior expressao para CTNNB1, EHMTZ2,
EZH2, KDM4C e TCF4, sendo que apenas MLL1 apresentou reducéo de expressao.

A linhagem SCC25 CisR apresentou expressao aumentada para populagéo de CTT+
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apenas para MLL1, enquanto CTNNB1, TCF4, KDM4C, EZH2 e EHMT2

apresentaram expressao diminuida.

4.3 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA DE MODIFICACOES EPIGENETICAS
EM HISTONAS E COMPONENTES DA VIA DE WNT/B-CATENINA

A epigenética do cancer explica a ampla variedade de mudancas hereditarias
na expressao génica, as quais nao acontecem por alteracdes nas sequéncias de DNA.
Um exemplo é a modificacdo em histonas que sdo chave dos mecanismos
epigenéticos que iniciam a progressao tumoral e levam a metastases. A metilacdo em
histonas acontece nos residuos de lisina ou arginina, e promove tanto a ativacéo
guanto a repressao da expressao génica, sendo regulada por lisinas metiltransferases
(KMTSs) e lisinas demetilases (KDMs) (PARK; HAN, 2019). Geralmente, a metilacdo
da lisina 36 na histona H3 (H3K36), esta relacionada com a ativacao transcricional,
enquanto a di e tri-metilagao na lisina 9 da histona H3 (H3K9) e na lisina 27 da histona
H3 (H3K27) estdo relacionadas a repressao génica (PARK; HAN, 2019). Sendo que,
EZH2 causa a tri-metilacdo da lisina 27 (H3K27me3) e EHMT2 a di-metilacéo da lisina
9 (H3K9me2) (DUAN; DU; GUO, 2020).

Para as analises de proteina, as amostras Cal27, SCC9 e SCC25 (WT e CisR)
foram submetidas ao fracionamento celular (Subcellular Protein Fractionation Kit for
Cultured Cells, ThermoFisher Scientific), obtendo as fracdes nucleares e da
cromatina. As proteinas avaliadas foram B-catenina, EZH2, H3K9me2, H3k27me3 e
H3k36me3. A proteina histona H3 foi utilizada como constitutiva. Na Figura 11A, onde
foram analisadas as proteinas presentes na fracdo nuclear, mas que ndo compdem a
cromatina, nds observamos aumento nos niveis de (-catenina para as trés linhagens
guimiorresistentes analisadas. Os resultados representados na Figura 11B, que
indicam a distribuicdo das proteinas na fragdo da cromatina, demonstraram um
aumento de EZH2 em todas as linhagens quimiorresistentes quando comparadas as
selvagens. Também foi observado maior acumulo da histona H3K27me3, nas
linhagens Cal27 CisR e SCC25 CisR em comparagdo com as selvagens, e uma
diminuicdo para a linhagem SCC9. Ja H3K36me3, foi mais presente para as linhagens
Cal27 CisR e SCC9 CisR, apresentando uma diminuicdo para SCC25 CisR em
comparacao com suas selvagens. A histona H3K9me2 n&o apresentou diferencas

para as linhagens Cal27 e SCC25, demonstrando uma diminui¢ao da linhagem SCC9
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CisR em comparacdo com a SCC9 selvagem. KDM1A, que causa a mono e di-
metilacdo de H3K4 e H3K9 (HUANG et al., 2017) apresentou niveis aumentados em
lisados proteicos totais para a linhagem SCC9 CisR quando comparada a selvagem,
e diminuidos para Cal27 CisR e SCC25 CisR (Figura 12).

Esses resultados sugerem uma repressdo transcricional mediada pela
metilacdo de H3K27me3 nas linhagens CisR, promovida pela ativacdo da histona
metiltransferase EZH2. Além disso, hd um aumento da proteina B-catenina em sua
forma ativa no nucleo das células quimiorresistentes, indicando que EZH2 pode estar
inibindo a expresséo de repressores upstream de B-catenina, como APC e GSK3,
deixando B-catenina livre para translocar-se para o nucleo e exercer seu papel de fator

de transcricdo, ativando genes envolvidos na autorrenovagéo e proliferacdo das CTT.

Figura 11 — Analise da expressao proteica de metilacdo de histonas e componentes
de Wnt/B-catenina por Western Blotting nas linhagens selvagens e resistentes a

cisplatina. A. Fracao Nuclear. B. Fracdo da cromatina

Amostras Nucleares

Q

ol o3

S «O& S\ o}ob, '»"é\ w"o
Q) QO QO ¥ D
& F L

- W W . wew  B-catenina total

“‘- S e e H3 Total

S = N W R O N W

B-catenina

Amostras Nucleares

mCal27 WT mCal27 CisR m SCCOWT mSCCOCisR mSCC25 WT mSCC25 CisR




56

B.
Amostras da Cromatina
& S é\ (}& 4

A & C 5 2

S A & 3
. —- . e 72 2
[
£ 1
R t27mes IR CENE Rhein ARl
: . (M I
O s —  H3K36me3 EZH2 ~ H3K36me3 H3K27me3  H3K9me2
©
"
g —————_———  H3K9me2 W Cal27 WT mCal27 CisR mSCCO WT
]
£ . . . H3 Total W SCCY CisR mSCC25 WT mSCC25 CisR

Fonte: Autor

Figura 12 - Andlise da expresséo proteica da lisina demetilase KDM1la por Western

Blotting nas linhagens selvagens e resistentes a cisplatina
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Para investigar diferengas no acumulo de proteinas entre as células-tronco
tumorais (CTT+) e ndo-tronco tumorais (CTT-), nés realizamos Western Blotting apds
o isolamento das populagdes por citometria de fluxo, e, B-catenina, EZH2, as histonas
metiladas (H3K9me2, H3K27me3 e H3K36me3) e a histona demetilase KDM1A, foram
analisadas em lisados de proteinas totais. B-catenina também foi analisada na fracéo
nuclear. Na Figura 13A foi observado que B-catenina total foi aumentada para Cal27
CTT+ e SCC25 CTT+ em comparacao as CTT-, sendo que o0 inverso ocorreu para
SCC9. EZH2 apresentou maior distribuicdo na populacdo néo-tronco para Cal27 e
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SCC9, ja para SCC25 o inverso ocorreu, a qual apresentou mais EZH2 na populacéo
de células-tronco tumorais. Ja a distribuicdo de B-catenina total no lisado nuclear,
demonstrou aumento apenas para Cal27 CTT+, com diminuigdo para SCC9 CTT+ e
SCC25 CTT+ comparada as CTT- (Figura 13B).

Na Figura 13C, foi observado aumento de H3K9me2 para a populacdo de
células-tronco tumorais nas linhagens Cal27 e SCC9 em comparacdo com a
populacdo nao-tronco, enquanto houve um aumento das CTT- para a linhagem
SCC25 quando comparadas as CTT+. Para H3K27me3 e H3K36me3 0 maior acimulo
se deu para Cal27 CTT+ e o inverso ocorreu para SCC9 e SCC25, na qual as
proteinas estavam presentes em maior concentracdo nas CTT-. Avaliando a lisina
demetilase KDM1A, foi observado um acumulo apenas para a populagdo Cal27 CTT+,
em que as populagdes SCC9 CTT+ e SCC25 CTT+ foram diminuidas (Figura 13D).

Figura 13 - Andlise da expresséao proteica de metilacdo de histonas e
componentes de Wnt/B-catenina por Western Blotting para as células-tronco
tumorais e células diferenciadas do tumor. A. Avaliacdo das amostras totais para [3-
catenina e EZH2. B. Avaliagao do lisado nuclear para 3-catenina. C. Avaliacdo das
amostras totais para H3K9me2, H3K27me3 e H3K36me3. D. Avaliacao das

amostras totais para KDM1A
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4.4 DETERMINACAO DAS DOSES DOS INIBIDORES DE B-CATENINA - FH535 E
ICG-001

FH535 é uma pequena molécula dupla inibidora de receptores ativados por
Peroxisome proliferator-Activated Receptors (PPARs) e do complexo -
catenina/TCF/LEF por inibir o recrutamento de 3-catenina. FH535 inibe o crescimento
de células tumorais de mama, pulmao, célon, pancreas e hepatocelular (CHEN et al.,
2017, p. 535). Uma outra pequena molécula chamada de ICG-001 inibe a atividade
da via candnica de Wnt impedindo a interagao de B-catenina com CBP. O tratamento
com ICG-001 sensibiliza células de glioma a radioterapia e reduz o crescimento de
células tumorais em varios tipos de canceres, como o de pancreas e o de célon
(WIESE et al., 2017).

Para a determinacéo do IC50 dos inibidores FH535 e ICG-001, o ensaio de
viabilidade celular foi realizado nas populacdes de CTT+ e CTT- das linhagens
quimiorresistentes. Os inibidores foram avaliados nas duas popula¢des pois, 0 N0SSo
objetivo era ter como alvo a reducao das células-tronco tumorais sem afetar de forma
muito significativa a populacdo de células tumorais diferenciadas.

Nés observamos que para a linhagem Cal27, a populacédo de CTT+ foi mais
sensivel aos dois inibidores, do que a populacdo de CTT- (Figura 14). Sendo que para
o inibidor ICG-001, os valores de IC50 foram de 23.61 uM e 15.49 uM paraas CTT-e
CTT+ respectivamente (Figura 14A). Para o inibidor FH535, os valores de IC50 foram
de 136.1 uM e 110.07 uM, para CTT- e CTT+, respectivamente (Figura 14B).

Para a linhagem SCC9, a populacdo de CTT+ também foi mais sensivel aos
dois inibidores do que a populacdo de CTT- (Figura 15). Apresentando os valores de
IC50 do inibidor ICG-001 de 34.10 uM e 21.15 uM para as populacdes de CTT- e
CTT+ respectivamente (Figura 13A). Os valores de IC50 para o inibidor FH535 foram
de 109.58 uM e 62.37 UM para as CTT- e CTT+ (Figura 15B).

Ja para a linhagem SCC25, a populacdo de CTT+ também foi mais sensivel
para o inibidor ICG-001, comparando-se com a CTT-, porém para o inibidor FH535,
as CTT- foram mais sensiveis do que as CTT+ (Figura 16). Os valores de IC50
observados para o ICG-001 foram de 26.39 uM e 23.59 uM para CTT- e CTT+
respectivamente (Figura 16A). Ja para o FH535, as doses avaliadas foram de 80.48
MM e 149.9 uM para CTT- e CTT+ (Figura 16B).
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Figura 14 — Determinacéo do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a
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Figura 15 - Determinacao do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a linhagem

Viabilidade Celular (%)

Viabilidade Celular (%)

SCCY CisR (CTT- e CTT+)

SCC9 CisR

1204
— SCC9 CTT- (IC50 = 34.10 uM)

1004 — SCC9 CTT+ (IC50 = 21.15 uM)
804

60
40

204

c T T T T T 1 L] 1
20 15 10 -05 00 05 10 15 20
ICG001 (LoglIC50)

SCCY CisR

1201
— SCC9 CTT- (IC50 = 109.58 uM)

100 — SCC9 CTT+ (IC50 = 62.37 uM)
804

60-
40

204

c L T T 1 T L) 1] T 1 1
-20-15-1.0-05 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
FH535 (LogIC50)

Fonte: Autor

Figura 16 - Determinacao do IC50 dos inibidores ICG-001 e FH535 para a linhagem

A.
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4.5 DETERMINACAO DAS DOSES DO INIBIDOR DE EZH2 - UNC1999

EZH2 superexpresso é capaz de aumentar os niveis de H3K27me3,
culminando no silenciamento da expressao de inibidores de Wnt, e assim levando a
ativacdo da via de Wnt/B-catenina (SONG et al., 2018a). Portanto, para verificar se
isso ocorre nas nossas linhagens de carcinoma oral, foi utilizado UNC1999, o qual é
um inibidor de EZH2 competitivo de S-adenosil-I-metionina, que tém demonstrado
eficacia em diferentes tipos de cancer (XU et al., 2015). Como nds queremos
investigar o papel da via de sinalizacdo de Wnt/B-catenina e da metilacdo de histonas
no acumulo de CTT, nds determinamos se a inibigdo farmacoldgica de EZH2 é capaz
de interferir com a populacao de CTT.

Inicialmente, foi realizado um ensaio de viabilidade celular para determinacao
do IC50 do inibidor UNC1999 para as populacbes CTT- e CTT+ das linhagens Cal27,
SCC9 e SCC25, e nés observamos que, para todas as linhagens (Cal27, SCC9 e
SCC25), a populacdo de CTT+ foi mais sensivel ao inibidor UNC1999, do que a
populacdo de CTT- (Figura 17). Para a linhagem Cal27, os valores de IC50 para a
populacdo CTT-e CTT+ foram de 12.54 uM e 11.21 uM respectivamente (Figura 17A).
Para a linhagem SCC9, os valores de IC50 foram de 21.11 uM e 18.48 uM para as
populacdoes de CTT- e CTT+ respectivamente (Figura 17B). Ja para a linhagem
SCC25 os valores obtidos de IC50 para as populagbes CTT- e CTT+ foram de 32.94
UM e 17.02 uM respectivamente (Figura 17C).
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Figura 17 — Determinacéo do IC50 para o inibidor UNC1999 para as linhagens
Cal27, SCC9 e SCC25 (CTT-e CTT+) A. Cal27 CisR. B. SCC9 CisR. C. SCC25
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4.6 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS INIBIDORES SOBRE A REGULACAO DE B-
CATENINA E METILACAO DE HISTONAS

A eficiéncia dos compostos ICG-001, FH535 e UNC1999 na inibicdo de suas
proteinas-alvo foi avaliada por Western Blotting. A lise de proteinas totais foi realizada
para a populacao de CTT+ tratada com suas doses IC50.

Avaliando a linhagem Cal27 (Figura 18A) o tratamento com ICG-001
promoveu uma pequena diminui¢do nos niveis de B-catenina. Ja para o tratamento
com FH535, uma diminuicao acentuada foi observada tanto para B-catenina, quanto
para EZH2. Este foi um resultado interessante, pois FH535 € um inibidor especifico
de B-catenina. A administracéo do inibidor de EZH2 UNC1999 promoveu a diminui¢cao
da concentracdo proteica de EZH2 quando comparada a populacdo de CTT+ sem
tratamento.

Para a linhagem SCC9, quando as CTT+ foram tratadas com ICG-001, uma
diminuicao foi observada para [3-catenina e para EZH2. O tratamento com FH535 foi
efetivo para diminuir a expressao de B-catenina. Ja o tratamento com UNC1999
demonstrou diminuir a expressao tanto de B-catenina, quanto de EZH2 (Figura 18B)

Para a linhagem SCC25, foi observado que os tratamentos da populagéo
CTT+ com os inibidores ICG-001, FH535 e UNC1999 levaram ao aumento tanto de [3-
catenina quanto de EZH2 (Figura 18C). Sugerindo que essa linhagem nao respondeu

a nenhuma das drogas administradas, se mostrando resistente aos tratamentos.
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Figura 18 — Analise da expressao proteica para Cal27 CisR, SCC9 CisR e

SCC25 CisR com inibidores. A. Expressao de (B-catenina e EZH2 para a linhagem
Cal27 CisR. B. Expressao de B-catenina e EZH2 para a linhagem SCC9 CisR. C.
Expresséao de B-catenina e EZH2 para a linhagem SCC25 CisR
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Como verificamos que os tratamentos com os inibidores da via de Wnt/B-
catenina (ICG-001 e FH535) e o inibidor de EZH2 (UNC1999) apresentaram efeito na
reducdo das proteinas com marcacédo de B-catenina e EZH2, foi decidido avaliar a
expressdo dos genes upstream (APC, AXIN2, GSK3p) e downstream (FGF18 e
MMP7), além do fator de transcricdo LEF1, na populacédo de CTT+ tratadas, para as
linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 CisR por PCR em tempo real.

Para os genes upstream foi avaliado o tratamento apenas com UNC1999
Figura 19), enquanto para os genes downstream, foi avaliado o tratamento com ICG-
001, FH535 e UNC1999 (Figura 20). Para o gene LEF1, o tratamento com FH535 foi
avaliado (Figura 20).

Na Figura 19 é observado que o tratamento com UNC1999 aumentou a
expressédo do gene upstream APC para as 3 linhagens Cal27 (p<0,01), SCC9 (p<0,01)
e SCC25 (p<0,01) da populacdo CTT+. Interessantemente, 0 mesmo resultado foi
obtivo para o gene GSK38, com aumento de sua expressao para Cal27, SCC9 e
SCC25 (p<0,01) nas CTT+ tratadas com UNC1999, sugerindo que a inibicdo de EZH2
aumenta a expressdo dos componentes do complexo de destruicdo, levando a
degradacdo de B-catenina. O gene AXIN2, também apresentou sua expressao
aumentada quando as CTT+ da linhagem Cal27 e SCC25 foram tratadas com
UNC1999, porém, demonstrou diminuicédo para a SCC9 CTT+ tratada com UNC1999
(p<0,001).

Para os genes downstream (Figura 20), MMP7 foi diminuido de maneira
acentuada em todos os tratamentos propostos (ICG-001, FH535 e UNC1999)
(p<0,01), quando comparados ao controle, nas populacées CTT+ das linhagens Cal27
e SCC9. Para a linhagem SCC25, os tratamentos com ICG-001 (p<0,001), FH535
(p<0,001) e UNC1999 (p<0,05) também demonstraram grande eficacia na diminuicéo
da expressédo de MMP7.

O gene FGF18 demonstrou um aumento quando as CTT+ foram tratadas com
ICG-001 (p<0,05), FH535 e UNC1999, para a linhagem Cal27. Na linhagem SCC9,
FGF18 também foi aumentado apds tratamentos com ICG-001 (p<0,05), FH535
(p<0,05), e UNC1999 (p<0,01) para a populagcdo CTT+. O aumento da expresséo de
FGF18 se manteve para a populacdo CTT+ da linhagem SCC25, tratadas com ICG-
001 (p<0,05), FH535 (p<0,05) e UNC1999.

O gene LEF1 apresentou expressao aumentada para a Cal27 (p<0,05), SCC9
(p<0,01) e SCC25 (p<0,05) tratadas com FH535 na populacdo CTT+.
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Figura 19 — Analise da expressao de genes upstream da via de Wnt/[3-
catenina nas linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 tratadas com UNC1999. A.
Expresséo génica de APC. B. Expresséo génica de AXIN2 C. Expressao génica de
GSK3p
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Figura 20 — Analise da expressao de genes downstream da via de Wnt/[-
catenina nas linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 tratadas com ICG-001, FH535 e
UNC1999. A. Expresséo génica de FGF18. B. Expressao génica de MMP7 C.

Expressao génica de LEF1
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Para investigarmos se a inibicao farmacoldgica de B-catenina e EZH2 poderia
influenciar a regulacdo epigenética da metilacéo de histonas, as proteinas H3K9me2,
H3K27me3, H3K36me3 e KDM1A também foram avaliadas. Para a linhagem Cal27
CisR, houve uma diminuicdo de H3K9me2 quando as CTT+ foram tratadas com ICG-
001 e UNC1999, em contrapartida, o tratamento com FH535 aumentou a histona
H3K9me2. Para a H3K27me3, uma diminuicdo acentuada foi observada quando
houve tratamento com FH535 e UNC1999, enquanto o tratamento com ICG-001
demonstrou um pequeno aumento de H3K27me3. Os niveis de H3K36me3 foram
diminuidos quando as CTT+ foram tratadas com ICG-001, ja os tratamentos com
FH535 e UNC1999 promoveram o aumento de H3K36me3. A proteina KDM1A foi
diminuida apenas com FH535, apresentando um aumento apds os tratamentos com
ICG-001 e UNC1999 (Figura 21A).

Para a linhagem SCC9 (Figura 21B), avaliando as proteinas H3K9me2 e
H3K27me3, foi observado um aumento dessas histonas metiladas quando houve
tratamento com ICG-001, FH535 e UNC1999. Para H3K36me3, houve a diminuigéo
apos o tratamento com UNC1999, enquanto os tratamentos com ICG-001 e FH535
levaram a um aumento da proteina. Também observamos que o tratamento com ICG-
001, FH535 e principalmente com UNC1999 levaram a um aumento de KDM1A.

Para a linhagem SCC25 (Figura 21C), foi observado um aumento da histona
H3K9me2 quando a populacdo CTT+ foi tratada com ICG-001, FH535 e
principalmente com UNC1999. Para a H3K27me3, ndo houve diferencas apos o
tratamento com ICG-001, porém os tratamentos com FH535 e UNC1999 diminuiram
0s niveis de H3K27me3. Ja para H3K36me3, uma diminuicdo da proteina foi
observada apés o tratamento com ICG-001, enquanto os tratamentos com FH535 e
UNC1999 levaram a um aumento da proteina quando comparadas com a populacéo
CTT+ sem tratamento. Foi observado também um aumento de KDM1A guando as
CTT+ foram tratadas com ICG-001 e UNC1999, enquanto o tratamento com FH535

demonstrou diminui¢éo dos niveis de KDM1A.
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Figura 21 — Analise da expressao proteica para Cal27 CisR, SCC9 CisR e
SCC25 CisR com inibidores. A. Expressdo de H3K9me2, H3K27me3, H3K36me3 e
KDM1A para a linhagem Cal27 CisR. B. Expressao de H3K9me2, H3K27me3,
H3K36me3 e KDM1A para a linhagem SCC9 CisR. C. Expressédo de H3K9me2,

H3K27me3, H3K36me3 e KDM1A para a linhagem SCC25 CisR
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4.7 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS INIBIDORES SOBRE A REDUCAO DAS
CELULAS-TRONCO TUMORAIS

Para verificarmos a eficacia de uma potencial terapia combinada em reduzir a
populacdo de células-tronco tumorais quimiorresistentes, nos realizamos o ensaio de
formacao de esferas avaliando o tratamento em monoterapia com ICG-001, FH535 e
UNC1999 e em combinacBes com cisplatina, além do tratamento combinado de
UNC1999+FH535. As células-tronco tumorais (CTT) tém a capacidade de crescerem
em placas de baixa adesdo, formando esferas tridimensionais multicelulares, um
método muito utilizado para a identificacdo de CTT e também para a avaliacdo do uso
potencial de varias drogas (BAHMAD et al., 2018).

Avaliando a linhagem Cal27, todas as condicdes, quando comparadas com a
controle (Cal27 CTT+) foram eficientes para reduzir as células-tronco (p<0,001).
Porém, os melhores resultados se deram com a administracdo do inibidor FH535
como monoterapia, com o0s tratamentos combinados ICG-001+UNC1999 e
FH535+UNC1999, mas principalmente quando FH535 foi administrado em
combinacdo com a cisplatina (Figura 22A).

Na figura 22B, foi observado que, para a linhagem SCC9 CisR, todas as
condicdes foram eficazes para diminuir a populacéo de células-tronco. No entanto, 0s
tratamentos com UNC1999 e cisplatina isoladamente foram capazes de reduzir as

células-tronco moderadamente (p<0,01), enquanto todas as outras condi¢cdes foram
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bastante eficientes para diminuir as células-tronco (p<0,001). Os melhores resultados
foram observados com os tratamentos combinados envolvendo FH535+cisplatina e
FH535+UNC1999 (p<0,001). Avaliando a linhagem SCC25, todos os tratamentos
apresentaram grande eficacia na reducgéo das células-tronco (p<0,001), apresentando
as melhores condicdes para a administracdo apenas de FH535, e as combinacdes
entre FH535+cisplatina e FH535+UNC1999 (Figura 22C).

Figura 22 — Tratamento combinado para as populacdes CTT+ através do
ensaio de formacéao de esferas. A. Ensaio para a linhagem Cal27 CisR. B. Ensaio

para a linhagem SCC9 CisR. C. Ensaio para a linhagem SCC25 CisR
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O potencial tronco (stemness) das células-tronco tumorais de carcinoma oral
pode ser quantificado pela presenca de ALDH e CD44. A expressdo aumentada de
ALDH é conhecida por estar relacionada com tumores em estagios e tamanhos
avancados, enquanto a presenca da glicoproteina de superficie CD44, é um marcador
de células-tronco em varios tipos de tumores (JAKOB et al., 2021). Dessa forma, para
avaliar os efeitos dos inibidores ICG-001, FH535 e UNC1999, com ou sem
combinacao de cisplatina no fenétipo das CTT+, nés realizamos o ensaio de citometria
de fluxo utilizando os marcadores ALDH e CD44. Os tratamentos foram realizados nas
mesmas concentracdes usadas para o ensaio de esferas, por um periodo de 16 horas.

Na figura 23A, n6s observamos que para a linhagem Cal27, o tratamento com
cisplatina aumentou significativamente (p<0,001) a populagdo de ALDH"9"/CD44High,
O tratamento com ICG-001 apresentou um efeito sutil na diminuicdo da populacéo
ALDHH9"/CD44Mi9"  enquanto o tratamento com FH535 apresentou uma diminuigdo
acentuada de células ALDHH9"/CD44High (p<0,001). Também houve diminuicdo de
células ALDHH9"/CD44Hi9" apds o tratamento com UNC1999 (p<0,05).

Quando as CTT+ foram tratadas com os inibidores em combinacdo com a
cisplatina, todas as condi¢des diminuiram de forma acentuada a populacéo de células
ALDHH9"/CD44Mi9" (p<0,001). O tratamento combinado de UNC1999+FH535 também
demonstrou grande eficacia para a diminuicdo de células ALDHMI"/CD44High
(p<0,001). Porém, os melhores resultados se deram com a administracdo de FH535
em monoterapia, e as combinagcdes envolvendo FH535+cisplatina e
UNC1999+FH535.
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Avaliando a linhagem SCC9 (Figura 23B), ndés observamos que o tratamento
com cisplatina diminuiu a populacdo de células ALDHM9"/CD44High (p<0,001). Os
tratamentos em monoterapia com ICG-001 e UNC1999 apresentaram um efeito sutil
na diminuicdo da populagdo ALDHY9"/CD44Mdh quando comparadas ao controle,
enquanto o tratamento com FH535 foi eficaz na diminuicdo da populacdo de
ALDHH9Y/CD44M9"  (p<0,001). Quando as células foram tratadas com ICG-
001+cisplatina, houve um aumento de ALDHY9"/CD44High (p<0,001), e o tratamento
associando FH535+cisplatina, diminuiu a populacdo (p<0,05). O tratamento com
UNC1999+cisplatina (p<0,001) e UNC1999+FH535 (p<0,001), foram eficientes na
diminuicdo da expressdo de ALDH"9"/CD44Hsh, Os melhores tratamentos se deram
com a monoterapia de FH535 e as combinac¢des envolvendo UNC1999+cisplatina e
UNC1999+FH535.

Para a linhagem SCC25 (Figura 23C) o tratamento com cisplatina e UNC1999
em monoterapia apresentaram um efeito sutii na diminuicdo da populacéo
ALDHHMgh/CD44Hish, Os tratamentos com ICG-001 e FH535 em monoterapia levaram
a um aumento de ALDHM9"/CD44Hidh (p<0,001), enquanto os tratamentos combinados
envolvendo ICG-001+cisplatina (p<0,001), FH535+cisplatina (p<0,001) e
UNC1999+cisplatina (p<0,001) demonstraram eficacia na diminuicdo da populacéo de
ALDHHM9N/CD44High, O tratamento combinado com UNC1999+FH535 demonstrou um
aumento de ALDHM9"/CD44Mi9" (p<0,05). Os melhores resultados se deram com as
combinacgdes de ICG-001+cisplatina, FH535+cisplatina e UNC1999+cisplatina.
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Figura 23 — Analise da populacao de células tronco tumorais através da marcacao

de ALDH+/CD44+ pelo ensaio de citometria de fluxo. A. Analise para linhagem

Cal27 CTT+. B. Analise para linhagem SCC9 CTT+. C. Analise para linhagem
SCC25 CTT+
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4.8 ADMINISTRACAO DE MONOTERAPIA E TERAPIA COMBINADA DOS
INIBIDORES FARMACOLOGICOS FH535, UNC1999 E O QUIMIOTERAPICO
CISPLATINA EM MODELO IN VIVO DE XENOENXERTO

Para comprovar os nossos resultados obtidos in vitro, nds avaliamos a eficacia
da inibicdo de B-catenina e EZH2 em um ensaio envolvendo o modelo animal de
xenoenxerto tumoral, podendo dessa forma, analisar com maior aprimoramento o
processo de tumorigénese (LEE et al., 2018).

Através do acompanhamento do crescimento tumoral, foi observado que os
melhores tratamentos para a diminuicdo do volume do tumor se deram com a
administracdo do inibidor FH535 em monoterapia e a combinacdo de
UNC1999+FH535 (p<0,001). O tratamento com FH535+cisplatina também diminuiu o
volume tumoral de maneira significativa (p<0,001). Enquanto o tratamento com
UNC1999 ndo demonstrou diferencas significativas quando comparado ao grupo
controle (Figura 24A,C).

Avaliando o peso dos tumores, o0 grupo tratado com UNC1999 obteve um valor
maior que o grupo controle. Os tratamentos com FH535; FH535+cisplatina e
UNC1999+cisplatina demonstraram menor peso tumoral quando comparados ao
controle, sendo que os grupos com FH535 e UNC1999+FH535 demonstraram uma
diminuicdo mais acentuada (p<0,001) (Figura 24B).
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Figura 24 - Ensaio In vivo com a linhagem Cal27 CisR para avaliacdo de
uma terapia combinada. A. Grafico do volume tumoral. B. Grafico do peso tumoral.
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Para a andlise histopatoldgica, o tecido tumoral foi corado com hematoxilina e
eosina (H.E), e foram realizadas andlises de imuno-histoquimica para identificar as
proteinas B-catenina, EZH2, H3K27me3, KDM6B, uma histona demetilase que
promove a remoc¢ao do grupo tri-metil da lisina H3K27, e est4 envolvida em muitos
processos como o cancer (CAO et al., 2021), além de OCT4 e SOX2, que séo fatores
transcricionais envolvidos na manutencdo da pluripoténcia e auto-renovacdo de
células-tronco tumorais (KIM et al., 2015).

Analisando o tecido tumoral corado com H.E (Figura 25A), foram observadas
células epiteliais em proliferacdo neoplasica. O grupo controle (sem tratamento)
apresentou caracteristicas de maior malignidade, pela presenca de células maiores,
com morfologia mesenquimal e perda de diferenciacdo celular, elevado namero de
mitoses atipicas presentes no tecido, além da presenca de displasias com
disqueratose e nacleo hipercromatico. Enquanto os tumores tratados apresentaram
células com maior grau diferenciacdo, em que se observa células com morfologia
semelhantes a queratinécitos, com nucleo picnoético, e menor numero de mitoses

atipicas, além de apresentarem displasias discretas.
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Analisando a Figura 25B e E, foi observado que no tecido tumoral controle, 8-
catenina estava presente no nucleo, e quando houve tratamento com UNC1999 e
FH535+cisplatina, esses, foram eficazes na diminuicdo de [-catenina nuclear. Os
tratamentos com FH535 em monoterapia e a combinacdo de UNC1999+FH535
diminuiram sutiimente a presenga de p-catenina nuclear, ndo apresentando
diferencas.

Avaliando EZH2 (Figura 25B) no tecido tumoral controle, foi observado
marcacdo nuclear e citoplasmética, enquanto o tratamento com UNC1999,
demonstrou eficacia na diminuicdo da marcacdo de EZH2, tanto nuclear quanto
citoplasmatica. O tratamento com FH535 ndo demonstrou diferencas aparentes,
apresentando marcacdo nuclear e citoplasmatica. Os tratamentos combinados com
FH535+cisplatina e UNC1999+FH535 demonstraram diminuigdo da marcagao nuclear
e citoplasmatica de EZH2.

Na Figura 25C, a histona H3K27me3 foi avaliada. A sua presenca no tecido
tumoral controle foi marcada no ndcleo, com grande acumulo. Quando houve
tratamento com UNC1999 a marcacédo nuclear de H3K27me3 foi bastante diminuida.
O tratamento com FH535, FH535+cisplatina e UNC1999+FH535 também foram
eficazes na diminuicdo da marcacédo nuclear.

Em relacdo a proteinas KDM6B (Figura 25C), o tecido tumoral controle
apresentou KDM6B no citoplasma e no ndcleo. O tratamento com UNC1999,
FH535+cisplatina e UNC1999+Cisplatina demonstraram diminuicdo da marcacéo
citoplasmatica e nuclear. J4 o tratamento com FH535 levou a um aumento da
marcacado de KDM6B.

Para avaliar o acumulo das células-tronco tumorais nds analisamos as
proteinas OCT4 e SOX2 (Figura 25D). Em relagdo a OCT4, o tecido tumoral controle
apresentou uma marcacdo em algumas regibes pontuais do tumor, sugerindo a
distribuicdo das células-tronco tumorais em nichos. Porém os tratamentos com
UNC1999, FH535+cisplatina e UNC1999+FH535 apresentaram reducdo de OCTA4.
Tumores tratados com UNC1999 e FH535+cisplatina foram negativos para OCT4. No
entanto, o tratamento com FH535 como monoterapia ndo demonstrou diferencas.

Avaliando SOX2 (Figura 25D), foi observado uma grande marcacéo nuclear
para o tecido tumoral controle. Interessantemente, todos os tratamentos foram
eficazes na diminuicdo da marcacao de SOX2, e o tratamento com UNC1999+FH535

foi o mais eficaz.
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Figura 25 — Analise dos tecidos tumorais retirados dos camundongos Nude Balbc
tratados com UNC1999, FH535, FH535+Cisplatina e UNC1999+FH535. A. Analise
dos tecidos tumorais com H.E. B. Andlise dos tecidos tumorais com imunomarcacao
de B-catenina e EZH2. C. Andlise dos tecidos tumorais com imunomarcacao de
H3K27me3 e KDM6B. D. Analise dos tecidos tumorais com imunomarcacéao de
OCT4 e SOX2. E. Quantificacdo de B-catenina nuclear
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4.9 ANALISE DO CONTROLE DIRETO DE EZH2 SOBRE A VIA DE WNT/B-
CATENINA

Uma técnica muito utilizada para estudar interacdes entre DNA-proteina é a
imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP). Muitos processos biolégicos e papéis cruciais
sdo relacionados com a interacdo entre DNA e proteinas, como a transcricdo e
replicacdo génica. Dentro dessas interacdes de DNA e proteinas, modificacdes na
cromatina e histonas também s&o encontradas. Como a dindmica da cromatina e as
modificacdes em histonas sdo importantes na regulacédo da transcricdo génica, essa,
€ a principal técnica de escolha para verificar e identificar modificacdes de histonas e
fatores de transcricdo em locais especificos do DNA (RODRIGUEZ-UBREVA;
BALLESTAR, 2014; WIEHLE; BREILING, 2016).

Para verificar se EZH2 e H3K27me3 estao regulando a via de Wnt/B-catenina,
nos realizamos a imunoprecipitacdo da cromatina com as linhagens Cal27, SCC9 e
SCC25 CisR, CisR (CTT-) e CisR (CTT+), imunoprecipitando EZH2 e H3K27me3, e
avaliando as regides promotoras dos genes upstream (APC, AXIN2 e GSK3p), e
downstream (FGF18, MMP7 e VEGFA) da via de Wnt/B-catenina (Figura 26A).
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Na Figura 26B n0s observamos a imunoprecipitacdo de EZH2, avaliando as
regides promotoras dos genes upstream e downstream.

Na linhagem Cal27 CisR, e em suas subpopula¢gdes de CTT- e CTT+ foi visto
a ligacdo de EZH2 na regiao promotora de APC, sendo que, a populagdo CTT+
aparentou ter menor ligacdo. As linhagens SCC9 CisR e SCC9 CTT- também
apresentaram presenca de EZH2 na regido promotora de APC, e a populacédo CTT+
também apresentou pouca ligacdo. Para a linhagem SCC25, as 3 linhagens (CisR,
CTT- e CTT+) apresentaram uma forte da ligacdo de EZH2 na regidao promotora de
APC, sugerindo que EZH2 parece estar reprimindo diretamente a expressédo de APC
através da regulacédo da cromatina na regido promotora do gene.

Na linhagem Cal27 CisR e na populacdo CTT+, ndo houve ligagdo de EZH2
na regiao promotora de AXIN2, enquanto, o inverso ocorreu na populagédo CTT-, na
qual houve aumento da ligacdo de EZH2 na regido promotora de AXIN2. A linhagem
SCC9 CisR e CTT- apresentaram ligacdo de EZH2 na regido promotora de AXIN2, no
entanto, ndo houve ligacdo na populagcdo CTT+. J& na linhagem SCC25, houve
presenca de EZH2 na regido promotora de AXIN2 na linhagem CisR e nas populagtes
CTT- e CTT+, porém, com diminuicdo da ligacdo na populacédo CTT-.

EZH2 apresentou ligacdo de maneira sutil na regido promotora de GSK30 da
linhagem Cal27 CisR, e aumento da ligacdo na populacdo CTT-, enquanto ndo houve
ligacdo na populacdo CTT+. Na linhagem SCC9 CisR e em sua populacédo CTT+, foi
observado a ligacdo de EZH2 no promotor, e pouca ligacdo foi observada na
populacdo CTT-. Enquanto, a linhagem SCC25 CisR e sua populacdo CTT+, nao
demonstraram ligacdo de EZH2, no entanto a populacdo CTT- apresentou aumento
da ligacdo da proteina na regido promotora de GSK3g.

Para a regiao promotora do gene downstream FGF18, houve ligacédo de EZH2
para todas as linhagens, com excecao da populacdo CTT+ da linhagem Cal27 CisR,
em que nao houve ligacado de EZH2 na regido promotora de FGF18.

Na linhagem Cal27 CisR, ndo houve ligacdo de EZH2 na regido promotora
de MMP7, no entanto, houve aumento da ligacdo de EZH2 na populacdo CTT-, e uma
diminuicdo da ligacdo na populagdo CTT+ dessa regido promotora. Observando a
linhagem SCC9 CisR e CTT-, essas, nao apresentaram nenhuma ligagédo de EZH2,
enquanto a populacdo CTT+, apresentou uma pequena ligacao da proteina. Ja para
a linhagem SCC25 CisR, e as populacbes CTT- e +, foi visto a ligacdo de EZH2 na

regido promotora de MMP7, com aumento da ligac&o para a populagédo CTT+.
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Foi observada ligacdo de EZH2 na regido promotora de VEGFA para todas as
condicles, e as linhagens Cal27 CisR, e as popula¢gdes CTT- e + da linhagem SCC9
CisR apresentaram diminuicdo da ligacao.

Na figura 26C, nds observamos a imunoprecipitacdo de H3K27me3, avaliando
as regides promotoras de APC, AXIN2, GSK3B6, FGF18, MMP7 e VEGFA.

Na linhagem Cal27 CisR e nas populacdes CTT- e CTT+, foi observado a
ligacdo de H3K27me3 na regidao promotora de APC, em que a maior proporc¢ao se deu
para a linhagem CisR. H3K27me3 também se ligou na regido promotora de APC nas
linhagens SCC9 CisR e na populacdo CTT-, no entanto, ndo houve ligacdo na
populacdo CTT+ da linhagem SCC9 CisR. Nas linhagens SCC25 CisR e CTT+,
H3K27me3 estava presente no promotor, porém, ndo foi observada na populacéo
CTT-.

Avaliando a regido promotora de AXIN2, a linhagem Cal27 CisR e a populacao
CTT+ mostraram a presenca de H3K27me3, enquanto na populacdo CTT- néo foi
observada. A linhagem SCC9 CisR e as populacdes CTT- e CTT+ apresentaram
ligagdo de H3K27me3 na regido promotora de AXIN2, e a linhagem SCC25 CisR e
sua populacdo CTT+ também apresentaram a ligacdo de H3K27me3. No entanto a
populacdo CTT- ndo apresentou ligacdo de H3K27me3 ao promotor de AXIN2.

Na regido promotora de GSK3B, H3K27me3 estava presente de maneira sutil
na populagédo CTT+ da linhagem Cal27 CisR, enquanto ndo houve ligacdo na Cal27
CisR e na populacdo CTT-. De maneira semelhante, para a linhagem SCC9 CisR,
apenas a populacdo CTT+ apresentou H3K27me3 no promotor de GSK38, e nédo foi
observado para a CisR e a populacdo CTT-. Enquanto, a linhagem SCC25 CisR
apresentou resultados inversos, em que, houve interagdo na linhagem CisR e CTT-,
e ndo apresentou interagdo na populagcéo CTT+.

Para a regido promotora de FGF18, houve ligacdo de H3K27me3 para todas
as linhagens, apresentando uma diminuicdo sutil para as populacdes CTT- das
linhagens Cal27 CisR e SCC9 CisR.

Avaliando a regiao promotora de MMP7, a linhagem Cal27 CisR foi vista com
maior interacdo de H3K27me3, e sua populagdo CTT+ apresentou uma ligagao sutil
de H3K27me3; enquanto ndo houve ligagdo na populagdo CTT-. A linhagem SCC9
CisR também néo apresentou ligacdo de H3K27me3 na regido promotora de MMP?7,
ja as suas populacbes CTT- e CTT+ demonstraram ligacdo de H3K27me3,
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principalmente para a CTT-. J&4 a linhagem SCC25 CisR e a populacdo CTT+
apresentaram interacdo de H3K27me3, porém a ndo houve ligacdo na CTT-.

Por fim, H3K27me3 foi observado na regido promotora de VEGFA em todas
as linhagens, com excecéao da populacdo CTT- da linhagem SCC25 CisR.

Figura 26 — Avaliacdo da imunoprecipitacdo de EZH2 e H3K27me3 nas regides
promotoras de genes upstream e downstream da via de Wnt/B-catenina nas
linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 quimiorresistentes e suas populacbes CTT- e
CTT+. A. Imagem qualitativa da imunoprecipitacdo da cromatina (ChiIP). B. Grafico
guantitativo da imunoprecipitacdo de EZH2. C. Grafico quantitativo da

imunoprecipitacdo de H3K27me3.
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5 DISCUSSAO

A via de Wnt/B-catenina esta frequentemente ativada no carcinoma oral e em
lesGes malignas orais (REYES et al., 2020). Estudos recentes demonstraram que a
via de Wnt/B-catenina esta envolvida na quimiorresisténcia do carcinoma colorretal,
além de estar relacionada com o acumulo de células-tronco tumorais (ZHU et al.,
2021). Ainda, segundo Li et al. (2016), a alta expressao de (B-catenina foi associada
com a resisténcia a cisplatina em células de carcinoma espinocelular oral (LI et al.,
2016). Em nosso trabalho, analises em larga escala da dindmica da cromatina e
expressao génica sugerem que a via de Wnt/B-catenina esta mais intensamente
ativada nas linhagens celulares resistentes a cisplatina, e a validacdo desses
resultados pela expressdo de mRNA de B-catenina (CTNNB1) demonstrou seu
aumento nas linhagens quimiorresistentes quando comparadas a selvagens.
Contudo, outros componentes da via de Wnt/ B-catenina (LEF1, TCF4 e WNT3A),
apresentaram maior expressao para as linhagens selvagens e isto se deve ao fato de
que a via de Wnt/B-catenina é composta por uma variedade de proteinas Wnt e fatores
TCF/LEFs que podem atuar em diferentes tecidos e condigcdes ambientais para
regular a expressao de genes especificos (CADIGAN; WATERMAN, 2012).

Por meio da manutencao das células-tronco tumorais, a via de sinalizacdo de
Whnt/B-catenina vém sendo relacionada com fenétipos agressivos em muitos tipos de
canceres, como o carcinoma oral. Além disso, a localizagao nuclear de 3-catenina e
a ativacdo de fatores de transcricdo participam de processos criticos nas células-
tronco tumorais. Em células de HNSCC, foram observadas células-tronco tumorais
com atividade transcricional de B-catenina aumentada e a inibicdo de [B-catenina
diminui a expressédo de marcadores de células-tronco tumorais como OCT4 e CD44+
(KARTHA et al., 2018; ROY et al., 2020; SHAHOUMI, 2021; TANAKA et al., 2019;
WEND et al., 2013). Nés observamos que os niveis proteicos de (B-catenina foram
acumulados no nucleo das linhagens resistentes a cisplatina assim como na
populacdo de células-tronco tumorais. Estudos relataram que a presenca de [3-
catenina nuclear, a qual marca a ativagao da via canénica, ndo é frequente nas células
epiteliais normais. JA nas células cancerosas do epitélio, o nivel de B-catenina
translocado do citoplasma para o nucleo, € anormalmente acentuado (PALUSZCZAK,
2020b).
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As histonas metiltransferases participam de forma critica na regulacéo da via
de Wnt/B-catenina, através da ativacdo da expressao de agonistas ou da inibicdo da
expressdo de antagonistas da via. Além disso, a desregulacdo das histonas
metiltransferases no contexto da via de Wnt, vém sendo relacionada com varios tipos
de tumores (BIAN et al., 2020). Em nossas linhagens quimiorresistentes, foi observado
um aumento da expressao génica das histonas metiltransferases EZH2 e EHMT2. A
expressdo de EZH2 em células resistentes a terapia foi observada significantemente
aumentada quando comparada as células sensiveis em carcinoma de ovario e
mieloma multiplo (YANG et al., 2020). E, EHMT2 foi observado em alta expressdo em
pacientes com carcinoma de cabeca e pescoco que apresentaram resisténcia a
quimioterapia com cisplatina (LIU et al., 2015). A metiltransferase MLL1 também est&
intimamente relacionada com a via de Wnt/B-catenina e estudos demonstraram que
um complexo envolvendo MLL1/CBP/B-catenina, promove iniciacdo tumoral e
metastase no carcinoma de cabeca e pescoco (QIANG et al., 2016). Aqui, nos
observamos um aumento da expressdo génica de MLL1 para as linhagens
quimiorresistentes comparadas as selvagens.

No contexto da via de Wnt/B-catenina, o complexo de destruicdo que envolve
APC, GSK3B e AXIN, sao considerados upstream, pois quando estdo ativos,
promovem a fosforilagdo de (B-catenina para posterior degradacao por proteassoma,
impedindo sua translocagdo para o nucleo, onde age de forma ativa. No entanto,
guando os genes upstream estao inativos, o que ocorre na presenca de ligantes de
Wnt, B-catenina ndo € degradada, sendo possivel sua translocacédo para o nucleo,
ativando e regulando genes downstream como as MMPs e FGFs (LIU et al., 2022;
SONG et al., 2018b).

Estudos demonstraram que através da ativacdo da via Akt/GSK3B/B-
catenina, o fator de crescimento de fibroblastos 18 (FGF18) foi capaz de contribuir
para a migracdo e transicdo epitélio-mesénquima em células de cancer de mama
(SONG et al., 2018b). Almendro et al. (2009), mostraram que a expressao de MMP7,
a qual tem funcédo pro-metastatica, foi aumentada em células de céancer colorretal
resistentes a oxaliplatina (ALMENDRO et al., 2009). Em nossas analises de expressao
de mRNA, foi possivel observar uma diminuicdo dos genes upstream APC e GSK30
para as 3 linhagens quimiorresistentes analisadas, e um aumento da expressao dos
genes downstream FGF18 e MMP7 para Cal27 e SCC9 resistentes a cisplatina. Dessa

forma, nossos resultados conseguem demonstrar a relagdo entre a via de Wnt/B-
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catenina e a quimiorresisténcia, em que, na diminuicdo dos genes upstream, [-
catenina fica livre, podendo atuar ativamente no nucleo, regulando os seus genes
downstream

Na regulacdo da expressdo génica, a metilacdo de histonas esta envolvida
em vias de sinalizacdo importantes para a manutencao e auto-renovacao das células-
tronco tumorais, como a de Wnt (KEYVANI-GHAMSARI et al., 2021). Estudos
demonstraram que as histonas metiltransferases e demetilases séo essenciais nas
caracteristicas de auto-renovacdo e diferenciacdo de células-tronco tumorais. Um
exemplo é a lisina demetilase KDM1A, que quando inibida, diminui a presenca de
células-tronco tumorais CD44*/CD24~ em céancer de mama. Ja a histona
metiltransferase EHMT2 ou G9a, demonstrou ser critica na indugéo de propriedades
de células-tronco tumorais no HNSCC, e sua inibicao impediu a formacéo de esferas
e a expressao de marcadores de células-tronco tumorais (BOULDING et al., 2018;
HUANG; CHEN; LIN, 2022; LIU et al., 2015).

Quando noés buscamos avaliar diferencas na expressao génica entre as
populacées de células-tronco e ndo-tronco tumorais, foi observado que a expressao
dos genes EZH2 e MLL1 foi aumentada nas células-tronco tumorais e a expressao de
EHMT2 foi diminuida. Grinat et al. (2021), demonstraram que a histona
metiltransferase MLL1 promove a tumorigénese de células-tronco intestinais
induzidas por B-catenina, além de controlar a auto-renovacao de células-tronco
tumorais no cancer de célon (GRINAT et al., 2020). EZH2 também é necessario para
manter as caracteristicas de plasticidade das células-tronco tumorais de ovario, e
contribui para a manutencao da quimiorresisténcia (WEN et al., 2021).

Estudos recentes demonstraram que EZH2 e H3K27me3 estdo acumuladas
em tecidos de cancer de pulmao de pequenas células (SCLC), e em células de SCLC
resistentes a multidrogas (FANG et al., 2018). Em nossos resultados, o nivel das
proteinas EZH2 e H3K27me3 foi aumentado nas linhagens quimiorresistentes.
H3K27me3 também foi aumentado nas células-tronco tumorais. Em células de
melanoma propensas a metastase (4C11+), as histonas H3K9me2 e H3K36me3,
foram observadas aumentadas (AZEVEDO et al., 2020). No presente estudo, um
aumento de H3K9me2 e de H3K36me3 foi observado nas linhagens
quimiorresistentes e nas células-tronco tumorais. Em muitos canceres, a expressao
de KDM1A estd aumentada e correlacionada com pior prognéstico, além de estar

envolvida em muitos processos relacionados com o cancer, como regulacdo do



95

potencial de células-tronco e transicdo epitélio-mesénquima (LI et al.,, 2021). Em
nossos resultados, KDM1A apresentou seu nivel proteico aumentado na linhagem
SCC9 quimiorresistente, e na populacdo de células-tronco tumorais da linhagem
Cal27 quimiorresistente.

Muitos estudos vém relacionando EZH2 com a via de Wnt/B-catenina. Em
células de carcinoma cervical, EZH2 é capaz de se ligar a regidao promotora de GSK33,
levando a sua inibicdo, o que promove a translocagao de (-catenina para o nucleo.
No carcinoma espinocelular de lingua, o RNA longo n&o codificante H19 promoveu
progressao tumoral através da regulacdo da expressao de B-catenina e GSK3[, por
EZH2. Em resultados in vitro e de 433 espécimes humanos de cancer colorretal, EZH2
ajudou a manter as caracteristicas de células-tronco tumorais por meio da ativacédo da
via de Wnt/B-catenina. No carcinoma hepatocelular, o RNA longo ndo codificante Inc-
B-Catm se associou com EZH2 e B-catenina, causando a metilagao de B-catenina,
suprimindo sua ubiquitinagdo o que levou a ativacéo da via de Wnt/B-catenina. Ja no
cancer de ovario, o0 microRNA miR-606-3p, que tem como alvo direto EZH2, diminuiu
os niveis de B-catenina, quando estava superexpresso (CHEN et al., 2016; CHEN;
ZHENG; YANG, 2016; SUN et al., 2021; ZHANG et al., 2017; ZHU et al., 2016).

Como nossos resultados demonstraram aumento da expressao génica de
CTNNB1 e EZH2 nas linhagens resistentes a cisplatina, assim como acumulo de (3-
catenina e de H3K27me3 na populacdo de células-tronco tumorais, nés buscamos
investigar se a inibicdo destas proteinas poderia ser eficiente para eliminar as células-
tronco tumorais, e os inibidores farmacol6gicos UNC1999, ICG-001 e FH535 foram
utilizados.

Estudos demonstraram que a molécula UNC1999, um inibidor de EZH2 que
consequentemente reduz os niveis de H3K27me3, reduziu a populacdo de células-
tronco tumorais em cancer de mama triplo negativo (LAWRENCE; BALDWIN, 2016).
No presente estudo, nés observamos que a populacdo de células-tronco tumorais é
mais sensivel ao tratamento com UNC1999 do que a populacdo global da massa
tumoral, sugerindo que UNC1999 pode ser um farmaco promissor para eliminar as
células-tronco e reverter a quimiorresisténcia. Da mesma forma, os inibidores de [3-
catenina, ICG-001 e FH535, apresentaram maior especificidade na eliminacdo das
células-tronco tumorais do que na populacéo de células ndo-tronco. Liu et al. (2017),
observaram que ICG-001 suprimiu o crescimento de células de cancer gastrico e

aumentou a sensibilidade de células com propriedades tronco tumorais (LIU et al.,
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2017), corroborando com nossos resultados. Além disso, o tratamento com FH535
diminuiu os marcadores de células-tronco tumorais de cancer pancreatico, sugerindo
que FH535 realmente diminui as propriedades tronco tumorais pancreaticas (LIU et
al., 2016). N6s também observamos, através das andlises de expressao proteica, que
UNC1999, ICG-001 e FH535 foram capazes de diminuir a expressao de -catenina e
EZH2, sendo que FH535 obteve a melhor resposta, diminuindo de forma eficaz ambas
as proteinas. Em relacdo as histonas analisadas, os tratamentos envolvendo
UNC1999, ICG-001 e FH535 foram mais eficazes na diminui¢gdo de H3K27me3.
Avaliando a expressdo génica, 0s genes upstream da via de Wnt/B-catenina,

APC, AXIN2, e GSK3B foram aumentados quando tratados com UNC1999 nas
células-tronco tumorais das linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 quimiorresistentes,
enquanto o gene downstream MMP7 foi significativamente diminuido quando a
populacdo de células-tronco tumorais das linhagens Cal27, SCC9 e SCC25
guimiorresistentes foram tratadas com ICG-001, FH535 e UNC1999. Esse resultado
demonstra a efetividade e a relacdo entre EZH2 e os componentes da via de Wnt/[3-
catenina, de forma que, o complexo de destruicdo, que envolve os genes upstream
foram aumentados, o que leva a degradacao de B-catenina (LIU et al., 2022).

Levando em consideracdo que as células-tronco tumorais apresentam uma
complexidade hierarquica, mesmo com muitos estudos avaliando tratamentos em
monoterapia, esses, apresentam baixa eficacia contra as células-tronco tumorais,
demonstrando que os tratamentos em combinacdo sdo mais eficazes na eliminacéo
dessa populacdo (CATARA; COLANZI; SPANO, 2021; NAWARA et al., 2021). Um
exemplo foi demonstrado por Roy et al. (2018) em células de HNSCC, em que a
combinacdo do quimioterapico cisplatina com o inibidor de p53 SB203580,
demonstraram eficacia na reducdo de marcadores de células-tronco tumorais e na
formacdao de esferas (ROY et al., 2018).

Assim como na eliminacdo das células-tronco tumorais, uma estratégia para
evitar falhas no tratamento e minimizar a resisténcia a terapia, também se da com a
administracdo de farmacos em combinacédo (BIGHETTI-TREVISAN, 2019). Estudos
observaram que a combinagéo de ICG-001 e cisplatina suprimiu o crescimento in vitro
de células C666-1 provenientes de carcinoma da nasofaringe (NPC) e de
xenoenxertos de NPC (CHAN et al.,, 2015). No carcinoma hepatocelular, a
combinacdo de FH535 e um inibidor da via de Akt (AZD5363) promoveu um efeito
relevante na morte celular (PATRA et al., 2020). A combinagdo do UNC1999 com o
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inibidor de proteassoma, Bortezomib, inibiu o crescimento de células de mieloma in
vivo (RIZQ et al., 2017).

Para avaliar a populacéo de células-tronco tumorais é realizado uma cultura
celular em condi¢des ndo aderentes, dessa forma, células diferenciadas do tumor iréo
sofrer apoptose, enquanto as células-tronco tumorais sobrevivem e se proliferam (MA
et al., 2019). No nosso trabalho, o ensaio de esferas demonstrou que os tratamentos
envolvendo FH535 em monoterapia, FH535 em combinagcdo com cisplatina, e em
combinagdo com UNC1999 apresentaram maior eficiéncia para diminuir a populagcao
de células-tronco tumorais nas linhagens Cal27, SCC9 e SCC25 CisR. No entanto, a
terapia combinada com os inibidores ICG-001+cisplatina e ICG-001+UNC1999
também foram significativamente eficientes.

Uma forma de identificar o potencial tronco (stemness) da populagédo de
células tumorais é a partir do uso de marcadores moleculares especificos utilizando a
citometria de fluxo, sendo que, para a identificacdo das células-tronco tumorais de
carcinoma de cabeca e pescoco, sao utilizados os marcadores ALDH e CD44 (CHINN
et al., 2012). Analisando a populacéo de células ALDH"9"/CD44Mi9h por citometria de
fluxo, essa, foi diminuida na presenca de FH535, mas principalmente quando houve
combinacdo entre FH535+cisplatina e UNC1999+FH535 na linhagem Cal27
guimiorresistente. Enquanto para as linhagens SCC9 e SCC25 quimiorresistentes, a
melhor combinacdo se deu com UNC1999+cisplatina. A progressdo das células-
tronco tumorais que podem levar a metastase no cancer, é promovida pela ativacao
anormal da via de Wnt/B-catenina, onde B-catenina participa criticamente na
manutencdo do potencial tronco das células tumorais, interagindo com fatores de
transcricdo como OCT4 e SOX2, que estédo relacionados com a auto-renovacao e
diferenciac@o das células-tronco tumorais (KIM et al., 2015; OUBAN, 2021; ZHANG;
WANG, 2020). A histona metiltransferase EZH2 também participa de forma essencial
na manutencao e proliferacdo das células-tronco tumorais (WEN et al., 2017, p. 2), e
estudos demonstraram que a auto-renovacado das ceélulas-tronco tumorais foi
promovida por EZH2, através da ativagao de B-catenina em cancer colorretal (CHEN
et al., 2016). Em nossos resultados, a inibicdo farmacoldgica de B-catenina e EZH2
foi eficiente na diminuicdo das células-tronco tumorais, sugerindo que B-catenina e
EZH2 sdo potenciais alvos moleculares para combater a quimiorresisténcia das

células-tronco tumorais.
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No ensaio in vivo, nés observamos que a administracdo do inibidor de (-
catenina FH535 e a combinagdo da inibicdo de B-catenina e EZH2 através da
administracdo de UNC1999+FH535 foram significativamente eficazes para reduzir o
crescimento tumoral, e a combinacédo entre FH535+cisplatina também foi eficaz para
a diminuicdo do volume e peso tumoral quando comparadas ao controle. B-catenina
aumentada é correlacionada com aumento da proliferacéo celular e desenvolvimento
de muitos canceres. Em modelo de xenoenxerto utilizando células de carcinoma de
lingua, a inibigdo génica de B-catenina reduziu o volume tumoral em camundongos
Nude (DUAN; FAN, 2011). EZH2 ja vem sendo bastante descrito em muitos tipos de
canceres, como o HNSCC, e serve como um fator prognostico negativo. Estudos
demonstraram que a sua inibicdo diminuiu o tamanho do tumor em modelo de
xenoenxerto em células de HNSCC (ZHAO et al., 2019, p. 2). Em um estudo recente,
utilizando modelo de xenoenxerto com células de leucemia mieloide aguda, a inibi¢do
de H3K27me3 aumentou a acessibilidade da cromatina, induziu apoptose e suprimiu
a leucemia (PORAZZI et al., 2022).

Através dos ensaios de imuno-histoquimica, nés observamos a diminui¢édo de
B-catenina e de marcadores importantes na regulacdo epigenética como EZH2,
H3K27me3, e KDM6B, além de marcadores de células-tronco tumorais como OCT4 e
SOX2, através dos tratamentos em monoterapia e terapia combinada utilizando
inibidores de B-catenina, EZH2 e cisplatina. Em carcinoma de mama triplo negativo,
237 tecidos foram avaliados por imuno-histoquimica verificando a expressao de
SOX2, o qual foi relacionado com um estado de pior progndstico, infiltracdo de
linfonodos e baixa taxa de sobrevida. Além de que sua inibicdo in vivo, em modelo de
xenoenxerto, suprimiu a tumorigénese e metastase (LIU et al., 2018, p. 2). Outros
estudos demonstraram que OCT4 promoveu crescimento do tumor em modelos de
xenoenxerto em células de carcinoma eso6fago, e sua diminui¢éo, foi capaz de inibir a
metastase (LI et al., 2017a).

Na terapia do cancer, EZH2 participa como fator prognostico, apresentando
funcdo de histona metiltransferase, causando a tri-metilacdo da histona H3 na lisina
27. EZH2 forma o complexo repressivo polycomb 2 (PRC2), que por meio de seu
recrutamento para a cromatina, causa a sua condensacao, levando a repressao da
transcricdo génica, sendo importante na modulacdo epigenética (GAN et al., 2018;
SAIGUSA et al., 2022).
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Em nossos resultados de imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP), dados
relevantes foram observados na ligacdo de EZH2 e H3K27me3 nas regibes
promotoras de componentes da via de Wnt/B-catenina. NOs observamos que nas
linhagens quimiorresistentes, onde houve ligacdo de EZH2 nas regidbes promotoras
de APC e VEGFA por ChiP a expresséo desses genes avaliados por PCR em tempo
real estava diminuida. Assim como nas linhagens quimiorresistentes em que nao
houve ligacdo de EZH2 na regido promotora de AXIN2, e ligacdo de EZH2 e
H3K27me3 na regidao promotora de MMP7, cuja expressdo génica desses
componentes da via estavam aumentados. As maiores diferencas entre as linhagens
qguimiorresistentes e as populacdes de células ndo-tronco e tronco tumorais se deram
para a ligacdo de EZH2 e/ou H3K27me3 em AXIN2, GSK33 e MMP7.

Interessantemente, para a linhagem Cal27 quimiorresistente e a populagéo de
células-tronco tumorais, a maioria das regidées promotoras ndo apresentaram ligacéo
de EZH2, exceto APC e FGF18. A populacao de células-tronco tumorais na linhagem
SCC9 em sua maioria também ndo apresentou ligacdo de EZH2 nas regides
promotoras dos genes analisados, exceto GSK3B e FGF18. Porém, analisando a
imunoprecipitacdo com H3K27me3, a mesma ndo estava presente apenas nas
regides promotoras na populacéo de células ndo-tronco tumorais da linhagem Cal27.
Além de que, com excecédo da regido promotora de FGF18, todas as outras regides
ndo apresentaram ligacdo com H3K27me3 na populagcdo de células nédo-tronco
tumorais na linhagem SCC25.

Nossos resultados sugerem que a ligacdo de proteinas envolvidas na
metilacdo de histonas (EZH2 e H3K27me3) que causam repressao da transcricao,
estdo possivelmente regulando a expressdo dos componentes da via de Wnt/[3-
catenina, como APC e VEGFA. Possivelmente EZH2 esta regulando a represséo da
expressdo de APC, a partir de sua ligacdo nessa regido promotora, dessa forma,
liberando B-catenina para atuar no nacleo, ativando seus alvos como MMP7. Estudos
recentes demonstraram que no céancer de ovario, o RNA longo nao codificador
CACS15, inibiu a expresséo de APC através do recrutamento de EZH2, aumentando
a progressdo desse cancer. Em células de carcinoma de mama triplo negativo, o
aumento da expressao de EZH2, induziu a represséo da transcricdo de TIMP2, um
inibidor tecidual de metaloproteinases (MMP), levando a um aumento de MMP2 e
MMP9. Outros estudos demonstraram que a inibicdo de EZH2 foi capaz de suprimir a

fosforilacdo de VEGFR2, prevenindo a angiogénese, e em células ndo pequenas de
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cancer de pulmao, EZH2 promoveu a progressao tumoral regulando VEGFA (CHIEN
et al., 2018; GENG et al., 2015; LIU et al., 2019; SHI et al., 2022)



101

6 CONCLUSAO

A via de Wnt/B-catenina esta diretamente envolvida na carcinogénese oral,
assim como na auto-renovacdo e proliferacdo de células-tronco tumorais
quimiorresistentes. Os nossos resultados demonstraram que alteracdes epigenéticas,
principalmente aquelas envolvidas na metilacdo de histonas, estéo relacionadas com
a ativacao da via de Wnt/B-catenina. Os niveis de B-catenina, EZH2 e H3K27me3
foram maiores nas linhagens quimiorresistentes, resultando na desregulacéo de
genes downstream da via, como FGF18, MMP7 e VEGFA, o que pode contribuir para
a agressividade e progresséao tumoral. EZH2 e H3K27me3 parecem agir diretamente
inibindo a transcricao de repressores de [(B-catenina, como APC, AXIN2 e GSK3g,
deixando [B-catenina livre para translocar-se para o nucleo e atuar como fator de
transcricdo, favorecendo a auto-renovacdo das células-tronco tumorais. A
administracdo de inibidores de B-catenina em monoterapia e em combinagéo com o
inibidor de EZH2 foi efetiva na diminuicdo das células-tronco tumorais, e na reducao
do volume tumoral, além da diminuicdo de marcadores de células-tronco tumorais e
de metilagdo de histonas no tecido tumoral, sugerindo que a inibicdo farmacoldgica
de B-catenina associada a drogas que regulam a maquinaria epigenética pode ser
uma estratégia eficaz na eliminacdo das células-tronco tumorais e na reducao do

volume tumoral do carcinoma oral que apresenta resisténcia a terapias convencionais.
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