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RESUMO

Ampliar nosso conhecimento sobre a biologia do carcinoma espinocelular bucal é
fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e para melhorar a
sobrevida dos pacientes acometidos por essa patologia. Para tanto, compreender as
contribuicdes do microambiente tumoral a carcinogénese é muito importante. Um
caracteristica importante a ser avaliada do microambiente tumoral é a acidificacdo do meio
extracelular. Considerando que o pH &cido tumoral esté relacionado a maior agressividade
da lesdo, o objetivo deste projeto é estudar os efeitos de um microambiente acido na biologia
de células de carcinoma espinocelular bucal. Para tanto, foram realizadas duas revisdes da
literatura, nas quais foram avaliados os seguintes temas: influéncia da acidez extracelular na
invasdo e migracdo; e os mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia ao tratamento
quimioterapico, induzida pela acidez do microambiente tumoral. Tais revisdes embasaram a
construcdo do terceiro artigo desta tese, o qual se propds a comparar 0 comportamento de
células linhagens de carcinoma espinocelular bucal (SCC-4 e SCC-9) e queratindcitos
(HaCat) cultivadas em meio de cultura de pH 6.8 com células mantidas em meio neutro pH
7.4. As células foram expostas de forma continua ou intermitente ao pH 6.8 e a adaptacédo
das células foi avaliada pelo ensaio clonogénico. Além disso, as células foram avaliadas
quanto a sua capacidade migratéria pelo ensaio de cicatrizacdo de feridas e de time lapse. A
expressao génica relacionada a indiferenciacdo e pluripoténcia foi investigada por PCR em
tempo real com os marcadores Bmi-1 e CD44, assim como pelo ensaio de orosferas. A
resisténcia desses grupos de células ao tratamento anti-cancer foi avaliada pelo ensaio de
viabilidade celular da sulforodamina B apds o tratamento com Cisplatina. Para a analise
estatistica, inicialmente foi realizada a distribuicdo dos dados, seguido da comparacéao
estatistica dos grupos utilizando, para distribuicdo normal, os testes ANOVA e ANOVA de
duas vias. Toda a analise foi realizada no programa GraphPad Prism 5.0 e 0 nivel de
significancia considerado foi de p< 0.05.0bservamos que ambas as linhagens mudaram sua
morfologia para um aspecto mesenquimal. Ao avaliar o perfil migratorio observou-se que as
células SCC-9 apresentaram maior capacidade de migracdo ap0s a exposi¢cdo ao pH6.8. O
aumento da migracdo celular pode ser causado pela inducdo da transicdo epitélio-
mesénquima, visto que observamos 0 aumento da expressao de N-caderina (SCC-4:p<0.05)
concomitante a diminuicdo de E-caderina (SCC-4: p<0.05). A exposi¢do a acidez também
provocou, em ambas as linhagens, aumento da capacidade de formar orosferas em placa de
baixa aderéncia, denotando um fenoétipo pluripotente (SCC-4: p=0.007/ SCC-9: p= 0.1202).
Tal resultado foi reforcado com aumento da expressao génica do marcador de célula-tronco
tumoral CD44 (p= 0.0325). na linhagem SCC-4. No entanto, observamos diminui¢do da
expressao de Bmi-1(p=0.0572) em relacdo ao controle. A resisténcia a Cisplatina aumentou
nos casos de exposi¢cdo continua a acidez (SCC-4: p<0,05). O recondicionamento em meio
neutro reverteu a sensibilidade celular (SCC-4: p>0,05). Concluimos que a acidez
extracelular no carcinoma espinocelular bucal aumenta a capacidade de migragao, induz o
fenotipo de células tronco-tumorais e aumenta a resisténcia a quimioterapicos.

Palavras-Chave: cancer bucal, acidez tumoral, célula tronco tumoral, invasdo tumoral,
quimioterapia, metastases.



ABSTRACT

To expand our knowledge about the biology of oral squamous cell carcinoma is crucial for
the development of new therapeutic strategies and to improve the survival of the patients
affected by this pathology. Therefore, understanding the contributions of the tumor
microenvironment to carcinogenesis is very important. An important feature to be evaluated
of the tumor microenvironment is the acidification of the extracellular medium. Considering
that acidic pH is related to the greater aggressiveness of the tumor, the aim of this study is to
analyze the effects of an acidic microenvironment on the biology of oral squamous cell
carcinoma cells. We realized two reviews of the literature, in which the following themes
were evaluated: the influence of extracellular acidity on the invasion and migration; and the
molecular mechanisms involved in the resistance to chemotherapeutic treatment, induced by
the acidity of the tumor microenvironment. These revisions helped to construct the third
article of this thesis, which proposed to compare the behavior of squamous cell carcinoma
lines (SCC-4 and SCC-9) and keratinocytes (HaCat), cultured under pH 6.8 was compared
to cells maintained at pH 7.4. For the statistical analysis, the data distribution was initially
performed, followed by the statistical comparison of the groups using, for normal
distribution, ANOVA and ANOVA two-way tests. All analysis was performed in the
GraphPad Prism 5.0 program and the level of significance considered was p <0.05.After
continuous or intermittent exposure to pH 6.8, cell adaptation was assessed by the
clonogenic assay. In addition, the migratory capacity of the cells was evaluated by the
wound healing and time-lapse assays. The gene expression related to undifferentiation and
pluripotency was assessed by real-time PCR analysis of the Bmi-1 and CD44 markers, as
well as by the orosphere assay. The resistance of these cell groups to anti-cancer treatment
was assessed by the sulforhodamine B cell viability assay after treatment with Cisplatin. We
observed that both cell lines changed their morphology to a mesenchymal aspect. When
assessed the migratory profile, it was observed that SCC-9 cells showed higher migration
capacity after exposure to pH6.8. Increased cell migration may be caused by the induction of
the epithelial-mesenchymal transition, as we observed increased N-cadherin (SCC-4:p<0.05)
expression concomitant with decreased E-cadherin (SCC-4: p<0.05). Exposure to acidity
also led to increased ability to form orospheres on low-attachment dishes, denoting a
pluripotent phenotype in both strains (SCC-4: p=0.007/ SCC-9: p= 0.1202). This result was
reinforced by increased expression of the CD44 (p= 0.0325) tumor cell marker in the SCC-
4 cells. However, we observed a decrease in the expression of Bmi-1(p=0.0572) in relation
to the control. Resistance to Cisplatin increased when cells were continuously exposed to
acidity(SCC-4: p<0,05). Neutral reconditioning reversed cell sensitivity (SCC-4: p>0,05).
We conclude that extracellular acidity in oral squamous cell carcinoma increases the
migration capacity, induces the cancer stem cell phenotype and increases resistance to
chemotherapy.

Key-Words: oral cancer, acidosis, cancer stem-cell, tumor invasion, chemoterapy,
metastasis.
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1. APRESENTACAO

O objetivo principal desta tese é realizar um estudo sobre os principais efeitos da
acidose no comportamento do cancer, em especial, em células de linhagens de carcinoma
espinocelular bucal.

Para fundamentar o nosso objetivo, inicialmente apresentaremos 0S NOSSOS
antecedentes e justificativas, revisando a literatura sobre as causas do microambiente
extracelular &cido no cancer, quais as consequéncias que a acidez pode gerar para progressao
do tumor e a justificativa em estudar esse tema. Em seguida, apresentaremos 0 no0sso
objetivo e seguiremos apresentando trés artigos cientificos.

O artigo cientifico | trata-se de uma revisdo bibliografica a respeito dos efeitos da
acidez extracelular tumoral nos processos de migracao e invasao celular.

O artigo cientifico 11 € uma revisdo sistematica da literatura, que tem como finalidade
estudar os mecanismos bioldgicos celulares frente a resisténcia a quimioterapicos induzida
pela acidose extracelular.

Por fim, o artigo cientifico Il é a parte empirica desta tese, onde sera demonstrado o
comportamento de linhagens de carcinoma espinocelular de boca em microambiente &cido
por meio de experimentos in vitro, com linhagens de células de carcinoma espinocelular de

boca e de queratinécitos bucais.
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2. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

Considerado um problema de salde puablica importante, o cancer € uma das
principais causas de mortes da populacdo mundial. Estima-se que suas taxas de incidéncia
cresceram em 20% na ultima década, e que até o ano de 2030 teremos mais 27 milhdes de
novos casos no mundo (WARNAKULARUSUYA et al., 2010; INCA, 2016). De acordo
com os ultimos dados do Instituto Nacional do Céancer, no Brasil surgiram 600 mil novos
casos de cancer no ano de 2016 (INCA, 2016).

O termo ‘cancer de boca’ esta relacionado as neoplasias malignas que acometem a
cavidade bucal. O carcinoma espinocelular ou epidermoide de boca é a neoplasia maligna da
cavidade bucal mais prevalente, que representa cerca de 95% do total das malignidades que
atingem esta localizacdo. Por esse motivo, muitos autores mencionam o termo ‘céncer de
boca’ quando se referem ao carcinoma espinocelular (NEVILLE et al. 2009; INCA, 2016).

O céancer de boca estad entre os tipos mais comuns de neoplasias malignas que
atingem a populacdo brasileira, entre homens € o quinto mais prevalente. Para 0 ano de
2016, esperou-se 15.490 novos casos dessa doenca, sendo 11.140 em homens e 4.350 em
mulheres. A regido sul sera responsavel pela incidéncia de cerca 16% destes casos (INCA,
2016).

Apesar de a pesquisa em cancer bucal ter avangado consideravelmente, o tratamento
ainda baseia-se principalmente na atividade proliferativa das células tumorais. O tratamento
cirargico agressivo, por vezes mutilador, permanece como a abordagem predominante de
tratamento dos pacientes, mesmo com a doenca em fase inicial, enquanto que o tratamento
quimioterapico é considerado apenas coadjuvante (SCIUBBA, 2001).

Os agentes quimioterapicos no tratamento do carcinoma espinocelular bucal resultam

temporariamente numa reducédo pouco significativa do tamanho do tumor, porém na grande
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maioria dos casos o tumor volta a crescer e se torna resistente ao tratamento. Dessa forma, o
tratamento quimioterapico ndo melhora as taxas de sobrevida significativamente (FURNESS
et al., 2010). Dados recentes tém demonstrado que as taxas de sobrevida em 5 anos destes
pacientes variam entre 46 e 54%, e se mantém inalteradas ha décadas (INCA, 2004; INCA,
2014; PEIXOTO et al., 2011).

Buscando diminuir as elevadas taxas de mortalidade do cancer, um grande numero
de pesquisas cientificas tenta encontrar solucbes para o0 seu tratamento. Porém, a
concretizacdo de tal desfecho ainda se mantém um desafio, pois a carcinogénese é um
processo dinamico de extrema complexidade e ainda exige muitos estudos para o alcance de
sua total compreensdao (HANNAH, WEINBERG, 2011; SMALLBONE et al., 2005).

O processo de carcinogénese pode ser melhor compreendido quando consideramos o
cancer como um microambiente tumoral, e ndo estritamente um conjunto de células
geneticamente modificadas. Nesta concepcdo, o tumor é entendido como um ambiente em
que ha mutuas interacGes entre as células cancerosas e seu estroma, os fibroblastos, células
endoteliais e células do sistema imune (ONUCHIC et al., 2010; HANAHAN, WEINBERG
et al., 2011). O termo microambiente tumoral usualmente € interpretado como um conjunto
de caracteristicas metabdlicas e fisiologicas observadas em tumores solidos (GILLIES et al.,
2002).

Uma caracteristica marcante do microambiente tumoral é a acidificacdo do meio
extracelular (BRIZEL et al., 2001; SMALLBONE et al., 2005; MOELLERING et al., 2008;
SILVA et al., 2008; FANG, GILLIES, GATEMBY, 2008; ZHANG et al., 2010;
HJELMELAND et al., 2010; KATO et al., 2013). Estudos mostram que o pH extracelular de
tumores é consistentemente &cido e pode chegar a valores significativamente baixos

(GILLIES et al., 2002). Becelli et al. (2007), verificou que o pH extracelular de uma amostra
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de tumores malignos da cavidade bucal variava entre 6,56 e 6,97, enquanto que pH tecidual
normal é de 7,4-7,5.

Essa acidificacdo tumoral pode ocorrer devido a uma baixa perfusdo sanguinea que,
por consequéncia, pode gerar hipoxia na area afetada. A falta de oxigenacdo no ambiente
tumoral, a hipoxia, faz com que as células cancerosas invertam 0s passos normais da sua
producdo energética, ou seja, 0 destino do piruvato produzido na glicdlise passa a ser o de
fermentacdo latica e ndo mais ciclo de Krebs. O prejuizo dessa inversdo de fases € que ao
invés da célula produzir 30 moléculas de ATP como produto final do ciclo, ela passa
secretar acido latico e produzir apenas 2 moléculas de ATP, resultando assim num
microambiente tumoral &cido (JUSTUS et al., 2013; SMALLBONE et al., 2005).

O mecanismo de producéo de energia ocupa uma posicao central no metabolismo das
células, plantas e microorganismos. Tal processo € liderado pela quebra da molécula de
glicose (glicolise), cujo produto final sdo duas moléculas de piruvato. Essas moléculas de
piruvato podem ter trés destinos diferentes, os quais sdo: ciclo de Krebs, cujo produto
secretado é essencial para iniciar a fase da fosforilacdo oxidativa e gerar energia para uma
célula eucarionte em condicdes aerdbicas, nesse processo o produto final € em torno de 30 a
32 moléculas de ATP; fermentacdo alcodlica, uma via utilizada para produzir energia em
ambiente anaerdbico que tem como produto final o etanol; e a fermentacdo latica que
também é uma via é utilizada em ambientes anaerébicos, secreta o acido latico e produz
apenas duas moléculas de ATP na sua fase final (CAMPBELL, 2000; CHAMPE et al.,
2013; NELSON, COX, 2014)

Uma célula cancerigena em situacdo de hipOxia gera a sua energia através da
glicolise e fermentacdo latica, o que resulta em pouca quantidade de energia a cada ciclo. No
entanto, para sobreviver, a célula maligna passa a captar cerca de 10 vezes ou mais glicose

do que uma célula normal. Logo, pode-se afirmar que células tumorais resistem a ambientes
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anaerdbicos porque captam uma maior quantidade de glicose para conseguir produzir a
energia necessaria para sua sobrevivéncia e, por consequéncia, secretam maior quantidade
de &cido no meio extracelular (CAMPBELL, 2000; CHAMPE et al., 2013; NELSON, COX,
2014).

Apesar de a hipdxia contribuir para a acidificacdo tumoral, isso nem sempre esta
presente em tumores agressivos, este fenomeno foi primeiramente descrito por “Otto
Warburg” em 1930. O efeito Warburg, que identificou a presenca de glicdlise mesmo em
situacbes de normoxia em tumores, indica que a acidificacdo tumoral pode acontecer
independentemente da hipdxia. Portanto, a acidificacdo pode ser uma caracteristica
intrinseca do metabolismo tumoral, que provavelmente oferece uma vantagem competitiva
sobre as células estromais (GILLIES et al., 2002).

Estudos apontam que a acidificacdo do microambiente do tumor pode ser um fator
fundamental na regulacdo biolégica e molecular do cancer (HIELMELAND et al., 2010;
SMALLBONE et al., 2010; ZHANG et al., 2010). A exposi¢do crénica do tumor a acidez
pode agir como um fator estressor e seletivo para as células tumorais, causando efeitos
significativos na progressdo do cancer. Acredita-se que a exposicdo prolongada da massa
tumoral a um microambiente &cido induza a apoptose das células normais presentes e que as
células tumorais, mais indiferenciadas, criem resisténcia e se adaptem a esse novo meio
acido (SMALLBONE et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

As células tumorais que resistem a acidose criam um ambiente toxico para a
populacdo de células originais do ¢rgdo afetado e, ao mesmo tempo, um ambiente
inofensivo para si. As células cancerosas passam a expressar diversos transportadores de
membrana para manter seu pH intracelular neutro, expulsando ions de hidrogénio e lactato,

por consequéncia, acidificando o meio extracelular (Figura 1) (MOLLERING et al., 2008;
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BARAR, OMID, 2013). O resultado deste processo ¢ uma selecdo das células mais
resistentes, com potenciais mais agressivos e invasivos.

Devido a importancia da acidificacio do microambiente, diferentes modalidades
terapéuticas estdo sendo consideradas para manipular o pH tumoral: terapia alcalinizante
para aumentar o pH do ambiente extracelular; a inibicdo de bombas de prétons diminuindo
entre outras (Figura 1) (ROBEY et al., 2009; MCCARTY, WHITAKER, 2010). Modelos de
estudos experimentais in vivo, nos quais sdo testados terapias para aumentar o pH do
ambiente tumoral, ttm demonstrado resultados significativos na diminuindo o crescimento
do tumor (ROBEY et al., 2009; SHERIDAN et al., 2006; SILVA et al., 2009). Robey et al.
(2009) verificaram que, em camundongos, o tratamento de tumores de mama com intuito de
aumentar o pH tecidual com bicarbonato de sodio esteve associado com a reducdo da
invasdo, ratificando a possibilidade terapéutica da manipulacdo do pH.

A partir desses dados, diversos estudos estdo sendo realizados com o proposito de
melhor compreender o comportamento das células tumorais no microambiente acido em

diferentes tipos de tumores e em relacédo a diferentes aspectos que serdo explanados a seguir.

Invasdo Tumoral e Metastase

Estudos demonstram que os tumores metastaticos tém o microambiente mais acido
do que os tumores primarios, legitimando a teoria de que este ambiente pode interferir na
selecdo de células com maior potencial de invasdo (FANG, GILLIES, GATEMBY, 2008;
MOLLERING et al., 2008).

Mollering et al. (2008) verificaram que a exposicdo de linhagens de células
cancerigenas @ um meio acido pode alterar o fenotipo celular e aumentar o potencial
invasivo, quando recondicionadas ao pH normal. Para tal analise, os autores cultivaram

linhagens de melanomas exposta a um baixo pH (6,7) durante 1, 2 e 3 meses, ap0s cada més
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recondicionando ao ph neutro. Quando comparado as células cultivadas em pH neutro (7,4),
os resultados desse estudo demonstraram que houve um forte aumento do potencial de
invasdo dessas celulas, principalmente no tempo de exposicdo de 2 e 3 meses. Tais efeitos

implicam uma forte associacéo do baixo pH no processo de invasao tumoral.
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Figura 1. Representacédo dos reguladores-chave do pH e os principais mecanismos de transporte envolvidos na
condugdo de quimioterdpicos em tumores solidos. O transporte da glicose é feito, principalmente, por um
transportador de glicose (GLUT1) e metabolizado através do mecanismo de glicolise na producdo de acido
latico (AL) e acidificando o citoplasma. O AL é colocado para fora da célula por meio de transportadores, tais
como: Na +/ H + 1 (NHE1); transportadores monocarboxilato (MCT 1 e 4); Anidrase carbonica IX (IX CA); e
H+ V-ATPase bomba. Estas maquinarias de transporte poderiam ser inativadas com inibidores especificos
(caixas vermelhas). As células cancerosas mantém o pH intra e extracelular em 7.4 e 6.6, respectivamente.
Transporte de alguns quimioterapicos séo realizados por transportadores de superficie celular (inseridos na
caixa preta). Adaptado de Barar & Omid, Dysregulated pH in Tumor Microenvironment Checkmates Cancer
Therapy. Biolmpacts, 2013, 3(4), 149-162.
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O mecanismo de invasdo no processo de carcinogénese envolve diversos
mecanismos celulares interligados entre si que ainda ndo foram bem elucidados na literatura
(MOLLERING, 2008). Ja ¢é sabido que proteinas que estdo envolvidas no processo de
remodelacdo do tecido, as metaloproteinases (MMPs), tém um papel crucial na invasdo de
células cancerigenas. Acredita-se que o microambiente acido também possa interferir nos
processos de degradacdo de matriz extracelular e de invaséo, a partir da ativacdo dessas
enzimas proteoliticas. Quando expostas a um ambiente &cido, a expressao das MMPs
aumenta, assim como a expressdo das enzimas ativadoras de plasminogénio (catepsinas e
uroguinase), sendo estas Ultimas as responsaveis, junto com outros receptores especificos,
por secretar as MMPs. Considerando o papel importante das MMPs na invasdo tumoral,
conclui-se que a acidez do microambiente pode levar a uma maior taxa de invaséo celular e,
consequentemente, a um maior risco de metastase (SOUNNNI, NOEL, 2005; HANAHAN,
WEINBERG, 2000).

Alguns estudos mostraram claramente que o baixo pH resulta diretamente em
maiores taxas de metastases (SCHLAPPACK et al., 1991; BENNETT et al., 1994) e maior
comportamento invasivo (ROFSTAD, DANIELSEN, 2002; MARTINEZ-ZAGUILAN et

al., 1996; ROZHIN et al., 1994; ROCHEFORT et al., 2000).

Resisténcia ao Tratamento Quimioterapico

A resisténcia tumoral a quimioterdpicos pode ser originada a partir de uma série de
fatores bioquimicos e fisioldgicos (MAHONEY et al., 2003). Dentre os fatores fisiologicos,
acredita-se que o pH ocupa um importante papel desse mecanismo. A acidez num tumor
solido pode afetar o gradiente idnico prejudicando a distribuicdo das drogas e modificar o

fendtipo das células tumorais, deixando as células mais resistentes aos tratamentos
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quimioterapicos por aumentar a resisténcia celular a apoptose (MAHONEY et al., 2003; DE
MILITO A, FAIS, 2005; KATO et al., 2013; BARAR, OMID, 2013).

Em microambiente &cido 0 mecanismo de aprisionamento de ions (“ion trapping”)
ou o efeito direto dos ions de gradiente na distribuicdo de drogas, interfere na resisténcia aos
tratamentos quimioterapicos dificultando o transporte da droga. Esse modelo explica que,
em tumores acidos, as drogas quimioterapicas consideradas basicas vao se concentrar em
areas de pH acido e, por consequéncia, dificultar a absor¢do da droga anti-neoplasica até o
seu alvo principal, a célula cancerigena (RAGHUNAND, GILLIES, 2000; MAHONEY et
al., 2003).

Assim como diversos temas que envolvem o processo da carcinogénese, 0
mecanismo de resisténcia tumoral ainda ndo foi bem elucidado na literatura. No entanto,
sabe-se que em outros tipos de cancer o pH &cido tumoral ja foi relacionado a maior
agressividade tumoral e maior resisténcia a morte celular (D’ARCANGELO et al., 2000;
FANG, GILLIES, GATENBY, 2008; FLACKE et al., 2009). VISIOLI et al., 2014
evidenciaram que o estresse acido pode aumentar a resisténcia em células endoteliais ao
tratamento com drogas anti-angiogénicas. Contudo, nenhum estudo foi realizado até o
momento para avaliar os efeitos do microambiente acido na resisténcia ao tratamento

guimioterapico em relacdo ao cancer de boca.

Indiferenciacéo e Pluripoténcia

Estudos in vitro em linhagens de células tumorais demonstraram que a exposicao
dessas células a um ambiente acido favorece um fenétipo mais agressivo (BRIZEL et al.,
2001; FANG, GIILIES, GATEMBY, 2008; HIELMELAND et al., 2010). Hjelmeland et al.
(2010) observaram que células tumorais de gliomas cultivadas em baixo pH tiveram seus

fenotipos alterados, com um aumento significativo na expressdao génica de fatores de
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transcricdo associados a indiferenciacdo como Oct-4 e Nanog, concluindo que o
microambiente acido tumoral contribui para um pior prognéstico de gliomas.

Alguns dos principais marcadores utilizados para estudar esses defechos no caso de
carcinomas s&o: Bmi-1 e CD44 (KRISHNAMURTHY; NOR, 2012). A proteina Bmi-1 faz
parte de um grupo de proteinas responsaveis por controlar o ciclo celular e a auto-renovacgéo
de células tronco teciduais. Acredita-se que ela possa influenciar no processo de
tumorigénese, inativando os loci pl6ink4a e p19Arf dos genes supressores de tumor Rb
(proteina do retinoblastoma) e p53 (fator de transcricdo nuclear), respectivamente
(MOLOFSKY et al.,, 2005). O aumento da sua expressdao tem sido descrita como um
marcador de prognostico em diversos canceres humanos (HAYRY et al., 2010; YU et al.,
2011).

O CD44 ¢é uma proteina transmembrana responsavel por agir nas interac@es célula-
célula e célula matriz. Esta proteina vem sendo descrita na literatura como um dos possiveis
marcadores de células tronco-tumoral de carcinomas espinocelulares de cabeca e pescoco,
importante no processo de migracdo, progressdo, metastase e proliferacdo do cancer
(KRISHNAMURTHY; NOR, 2012; CHEN et al., 2014; HUANG et al., 2014). Diante do
exposto, torna-se evidente que o microambiente acido do tumor e seus efeitos nas células
tumorais representam importantes objetos de estudo para uma melhor compreensdo do

cancer.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da exposicdo a um microambiente acido em células de linhagens
de carcinoma espinocelular de boca, SCC-4 e SCC-9, em relacdo a capacidade migratoria, a

indiferenciacdo e pluripoténcia e na resisténcia ao tratamento com quimioterapico.

4.2. Objetivos especificos

- Realizar uma revisao de literatura sobre os mecanismos que explicam o efeito da acidez
extracelular na migragéo e invaséo celular, bem como na resisténcia ao tratamento com
quimioterapicos (Artigos 1 e 2, respectivamente);

- Avaliar a adaptacdo das células de carcinoma espinocelular bucal ao microambiente
acido, analisando a viabilidade celular e altera¢6es no ciclo celular.

- Avaliar a capacidade de migracdo e invasdo das células de linhagens de carcinoma
espinocelular de boca expostas a um microambiente acido (Artigo 3);

- Avaliar a expressao genica em relagdo a indiferenciacdo e pluripoténcia nas culturas de
linhagens de carcinoma espinocelular de boca apds a exposi¢ao ao microambiente acido
(Artigo 3);

- Avaliar os efeitos da exposi¢do a um microambiente acido na resisténcia ao tratamento

de células de carcinoma espinocelular bucal com droga anti-cancer (Artigo 3).
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ACIDIFICATION OF THE TUMOR MICROENYIRONMENT: EFFECTS ON
TUMOR INVASION AND METASTASIS

Abstract

Tumor metaboksm disruption has become an important hallmark of cancer.
High glycolysis and lactic fermentation contribute to the acidification of the
tumor microenvironment. Expositbon to acidic pH selects or induces the
development of more aggressive phenotypes with increased potential for
migration, imvasion and metastasis. This anicle proposes to conduct a Merature
review on the main mechaniams to explain the relation between tumor pH and
metastasis. To mprove our knowledge on this subject may be an imporant key
to the discovery of new therapess for cancer control and to development of new

diagnostic and prognostic technolodgy.

Key-words: tumor microsnviromment; tumor acidosis; cell migration; tumor

imvasion; metasiasia.
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Introduction

According to the current undesrstanding of carcinogenesis, cancer s
considered a complex disease, where a new microenvironment arises. This
complesx tissue is composed by a combination of different cell types, where
mutual inferactions take place between cancer cells and stromal cells.
Moreover, a new set of metabolic alterations are observed in solid tumors (1-4}.
An important feature of the tumor microenvironment i the acdification of the
extracellular comparment (5-11). Studies have shown that the extracellular pH
of solid tumors is consistently acidic, reaching ssgnificantly low pH values (12).

Tumaor acidification may occur as 3 result of poor perfusion, possibly
l2ading to hypoxia in the affected area. Decreased oxygenation in the tumor
emvironment causes cancer cells to invert the normal steps of ensgy
producton, i.e., the pyruvate produced durng glycolysis becomes a fuel for
lactate fermentation. no longer entenng the Krebs cycle. A cancer cell that
generates its energy through lactate fermentation produces a small number of
ATP molecules at each cell cydle. However, in order to sunvive, malignant cells
uptake 10 times or more of glucoss than a nomal cell does, increasing the
expression of glucose transporter 1 (GLUT1). Therefore, tumor cells resist in
anasrobec emvironments increasing the uptake of glucose so they can produce
encugh ensrgy to survive; as a consequence, they also secrete larger amounts
of acad into the extracellular medium (13-15). However, even though hypoxia
contribuies to tumor acidiication, the former is not aways necessary in
aggressive tumors, charactenzing the so-called Warburg efiect or “asrobic
ghycolysis”, first described by Otto Warburg in 1930 (18). Warburg identified the
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presence of high levels of glycolysis even in normaxic tumors, suggesting that
tumor acadification may occur regardless of hypoxia (Figure 1) (17 ,18).

Cue to the high rates of glycolysis, naturally occur a greater production
and accumulation of hydrogen and lactats ions in the cytoplasm, which would
make the intracelular pH acidic and lead to cell death. In order to survive,
cancer cell is able to reverse this situation through a phenomenon called the
irverted pH gradient, which is capable of turning the intracellular pH alkaline
and extraceliular pH acidic. The reverse pH gradient occurs dus to the ability of
the cell to secrete protons with the ad of enzymes and transporters with
buffenng functions. The main molecules ivolved in this process are the
carbonic anhydrases, vacuolar H +-Atpases, monacarbaxylate transporters, Na
+ dependent Gk / HCO3 exchangers, ATP synthass (Fgure 1) (18-21).

The chronic exposure of the tumor to acsdity induces apoptosis of normal
cells and may act a5 a stressor and consequently as a selective pressure for
tumor cells. Therefore, it is possible to infer that acidification may be an inherant
characteristic of tumars (10,1517 .22 23). Although, there is consistent scientific
aevidence showing that acidic pH promoies tumor aggressiveness and increasss
the metastatic potential of cancer cells, the mechanisms through which acidity

in the microemvironment influences tumor imfvasion have not been completely

elucidated. Currently, it i beleved that different interconnected factors
influence thesa processes. The objective of the present arbicle was to review the
literature  available on the efiects of acidic stress on the tumor
microemdaronment, especially thoss influencing the migration and imvasion

potential of cancer cells.
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1. Induction of epithe lial-mesenchymal transition and the cancer stem-

cell phenotype

Tumor imvasion is charecterzed by & complex seguence of avents
occurming both inside and cutside the cell. During tumor imvasion, calls undargo
reprogramming until they acquire the ability to migrate {18,24,25). Throughout
thiz process, several changes take plece: bss of junctional adhesion,
morphologic changes, expression of matnx-degrading enzymes, ressiance io
apopiosis and norease in modilty (24).

Thiz differanfiafion is based on chanpgss in call phanotypse, whereby an
apithelial call iz capable of acquiring festuras of a mesenchymal call with higher
migration ability. Thes process is referred as epitheliak-mesanchymal transition
[EMT) (26.27). Following EMT and tissue invasion, cancer cells undergs new
ntarmal reprogramming and are corverted back imdo their original epithealizl
form. This process is called mesenchymal-epithehial transibon (MET) (24.37). E-
cadhenns are cell adhesion moleculss highly expressed by epithalial cells, &
cancar cell undergoing EMT decreasas the expression of E-cadherin and
ncreases the axpression of Wimentin and MN-cadhenn, typical mesenchymal
markars (Figura 2) (24 7).

in order to analyzre the effects of tumor acidiy, Peppicelli o2 al. [(28)
mvastigated melanoma ineages. The authors observed that cells cultured in

acadic pH presantad higher invasive polential and were associzied with lower
axprassion of E-cadhenn and concomiant highar expression of M-cadhenn and
Vimerntin. These daiz supgest that acidosis may contribuie 1o the process of

differantiation intc & mesenchymal-iike call =0 that the tissue inwasion process
can b= enhanced (24).
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Meszanchymal stem cells play extremsly imporiant roles n the
pathogeneses of cancer, especially in cell growth, magration, invesion,
meisstasis and chemo-resistance (28-31). { is curmently known that, when &
mixture of mesenchymal stem cells and malignant epithelial cells is implanied in
animals, sagnificantly higher rates of tumor growth are obsewed when
compared with implants containing only makgnam epithelial cells (32). Studies
discussing the relationship between mesenchymal stem  cells  and
micrcemironmentzl pH are still scarce. It was reporied that malgnant epithalial
calls mixed with mesanchymal stam cells exposed to acidity showead a higher
degree of tumor growth when compared with the s=ame mixtwre culured in
neutral pH. Cell motility and the expreszion of EMT-related faciors wers found
io b= significantly higher in the group exposed fo an acdic enwionment, as
avidenced by the increased lewels of N-cadhenn, Snail, kB, and transforming
growth factor-beta (TGFR). concomitzntly with decreased levelk of E-cadhenn.
Thesa findings supgesied that mesenchymal stem cells associated with acidic
pH hawe & crucial role in regulating fsctors that influence tumor invesion (332].

Cancer stem cels (CS5Cs) are a smeall fraction of undiferentisted cancer
call that exhibit stem calklike features. They have the ability 1o selFrenaw and
1o originaie new wumors. Aecently, a link between EMT and CSC has been
proposad, there s & hypothesis that invasive cells behave ke siam cells, with
the ehility to differsniiate into other cell type in order to complete the
machanisms of invesion and meizstass (24).

Under acidic stress, cells express transcription factors that are
charactenstic of a cancer stem cell phenotype. Hjelmeland et al. (9), found that
glioma cells cultured at pH &5 showed & higher expression of transcripbion

32



Cancer Inveatigation

imctors Oct4, Manog, and Olig2, when comparad to caells cultured at neutral pHL
With the goal of testing this finding. the authors selected a new cell Ineaps,
nhibied thess transcripiion faciors and exposed the cells fo the acidic pH. The
authors cbeervad that cels in the acidic medium once again increasad the
axpression of Octd, Manog, and Ohig2. § wes slso observed a massiwve
decrezse in the leveals of ghal fibrillary acidic protein (GFAP) in the acidic group,
suggesiing that tumor acidity may facilisie preservation of tumor stem cells,
preventing tarminal differentiation.

Based on these repors, it is possible 1o infer that acidosis can both induce
acancarr stem cell phenotype and lead o epithelial-mesenchymal transiion,
thus promoting tumor calls” ability to invede tissues.

» Extracellular matrix degradation
it iz balieved that acidity may influence the tumor invasion process via the

diffuzion of positee hydrogen ions inko the extracellular matrix, causing
connecinee tissue remodeling (33). Estrella et &l (23) messured wmor pH in
animals and reporiad that, in areas with normal or near-normal pH, no iMvasion
was observed, whereas acidic areas showed & higher degree of local invasion.
Also, in order o 1est the hypothesis that pH would mediate tumor invasion, the
authors treated animals wiEh sodium  bicarbonate and found thet pH
neutralizetion decreasad tumor growth and local irvasion. The acdity can
promote fumor irvesion and extracellular metrix degredation (ECM), via the
relezse, production, and'or activation of matnx protecktic enzymes (23, 34)
Swudies have shown an increase of proteases in acidic ervironments, keading 1o
a higher dagree of collagen degradstion (23, 35, 28).
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Prodeins iwolead in fissue remodaling, e.g. metalloproteinases (MMPs],
are known io play a crucial role in tumor call ivasson. The activetion of MMPs i
tngged by the wokinase plasminogen actvator (-PA), which is responsible for
comverting plasminogen in plasmin. Plasmin will start the fibinolysis process
and activete MMP= (36). When exposed to an acidic emvimonment, the
axpression MNF-KB increzses, a=s wel as the MMP= and MMPs actwsior
ermzymes (cathepsine and wrokinase) (34, 37). NF-KE play=s an important role
activating one of the main extraceliular proteases, MMFE (38, 38). Peppicelli at
al. (28} culiured melanoma cell lineages sxposad to acidic pH (67) and
cbserved increased expression of MMP2.

Cysteine cathepsins, such as cathepsins B, are part of 2 group of
proteases that are synthesized in the eandoplasmic reticulum and periom their
function in the sozome under acidic pH. These enzymes may be irvaoled in
the stages of cancer nitation, promofion, progression, and meisstass (371
Thay are known io be overexpressad and upregulated in different types of
cancer end to be implicated in tumor invesion processes via collagen
degradation and consagquently extrecellular metrix dagradation (37.40). In acidic
tumor ervironments, cathepsin B shows increased ectwvity levels when
compared  with neutral emvironmenis, increasing exirecelular matrx
degradation and consequently the nsk of metastasis (41,42). Rothberg et al
{42) analyzed cathepsin B actvity in breast and colon cancer cells at pH 6.8
and found that owversx pression of the enzyme was induced and it was directly
associsied with degradstion of besement membrane type [V collagen. Other
authars have ziready demonsirated that cathepsin B could slso be related 1o an
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ncreased relezse of MMPs [especially types 2 and 8l 10 a higher nsk of
rvasaon and o chemoresistance (Figure 2) (40,432]).

Taking into consideration the important ole of the functional activily of
proteclytic enzymas N tumor mvasion, the findings here summarzed supgest
that the acidity present in the fumor microemvironment may kead 1o higher
degradation of the stroma, increased mabes of cell irvasion and consaguently

higher risk of metasiasis (43, 34).

i Reactive Oxygen Species (ROS) production and NF-kB activation

it i= known that, when ROS are imbalanced, changes in cell metaboli=m
and in tumor behavior may occur. The erature reports a significant increass in
ROS production in cells exposed to an acidic tumor microenvironment, and
shows that these molecules may be imvolved In tumor Ivasion processas (44,
45). Gupta ef &l (45) obearved ncreased AOS production in acidic conditions
and showed that treafing malignant breast cancer cells with AOS inhibkors
reduced tumor mvasion. The authors suggested a signaling pathway to explain
how =cidosis promotes invesveness of malignant breast cancer cealls. Following
sposure fo &n acidic medium, the authors detected large amounts of
phosphorylated NF-KB insade the nucleus, i.e.. in an active form. It is known that
MF-kB 1 a transcription iacior relaied to the EMT and a cancer stem ceall
phenotype (45, 46]. They ako observed macivetion of phosphataze and tensin
homolog (PFTEN), a tumor suppressor gens that regulates the AKT signaling
pathway and may be inactivated by the presence of AOS. Thereiore, the
authors demonstrated that tumor acidity will increasze ROS producton. As &
result, the PTEN gene will be inactivated and will not regulate the AKT signaling
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pathway. FTEN acts dephosphotylafing PIP3 to PIP2, inhibiting AKTs ability 1o
bind to the membrane and decreasing its actwity. The latier, in turn, will be
available within the cell and will activate MF-kB. Finally. because this nuclear
transcrption factor is imvolved in several cellular processes of carcinogenasis
{47}, it could be relsted fo & stronger invasive polential (Figure 3). Peppicell af
al. (28) ako found a higher lewels exprassion of NF-kB in cells exposed to tumor
acidity and & possible relationship wih higher imvasive potential. The
relstionship between NF-KBMumor acidity and cel magration has been lfttle
axplored. Howeavear, some studies have suggestad that this transchption factor is
mplicated in migrafion processes (48, 49).

MF-.E is alzo related to the activation of the vascular endothelial growth
fmctor (WEGF) (46.47), which plays an imporiant role in fumor angiogenasis
{S50). The inferaction betwaen YEGF and the tumor microanvironment is known
io possibly affect the functioning of immune cells, tumor cels, and stromal
fibroblzsts, regardless of angiogenasiz actwation, thus promoting tumor
rmvasion and progression {50,51). Moreover, VEGF exprassion can conirbute 1o
unditferantiztion, resulting in the acguisifion of an EMT cell phenotype and
possicly leading to an increase in migration and invasion mtes (50,52). Studies
have shown ncreased VEGF expression in tumor cells in the presence of
acidosis (46.53.,54). Therefore, an acidic microenvironment may nduce
ncreased VEGF expression, not only promoting angicgenesis but also
ncreasing the chances of tumor invasion and progression (Figure 3.

The imvoheemient of ROS and NF-KB in the pathogenesis of cancer is well
esigblshad. The findings here discussed show that the role of thess factors s

maximized by exposure o acidic pHL
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4 Eflects on cell motility

An important espect 1o be sxplored within the scops of tumor invesion =
the spead of call migration. | is interasting 10 note that, under acidic stimulus,
calls considerad 1o be nomal migrate in different ways, depending on thair
ongin. Fioroblasts, for example, when exposed to an acidic mediem, tend not 1o
respond (44). Riemann et al. (44) have shown that endothelial cells (53) and
vascular smooth muscle cells tend 1o decreass their migratory potential
Comversaly, osteoclasts tend to increase their motility (44, 55). In genemal,
carcinoma cell ineapes, whan exposed to acidic pH, increase their migratory
potential whan compared with cells cultured at newtral pH {44). Thiz suggests
that tumor acidity may lead to greater cell motility and thus influsnce tumor call
rmvasion and meatasiasis processes,

Different faciors imvohlved in carcinogenesis can influence a calls ability 1o
migrate and rwvade. This combnation of faciors causes major changes to the
call cytoskeleton, in the sense of feciating movemant. Cytoskeleton movemeant
starts with cell polarization onented toward the direction of migration, followed
by emizsion of actin-rich protrusion, called irvadepodia, and then by extension
of the lamellipodum, which adheres 1o the substrate and drives the cell body
foreard, genersting movement (56, 57, 58, 53).

The anydrese carbonic 0K (CA X} expression & high in solid fwmors with
poor perfusion and scidic pH, and its presence has been associated with poor
prognosis. Migration and imvasion sbidities are also relesied to overexpression of
thiz metalicenzyme. Itz role during the migration process may be related o one
of s functions, namealy, dissocistion of caronic acid info bicarbonate and

ydrogan ions: bicarbonate iz transporfed o the cell and akalnizes pH,
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wharess hydrogen ions remain outside the cell and coninbuie fo cell
acadification (Figure 1) (20.21,60.61). Dunng migration, mtracallular pH in the
Emeallipzdium — fromt part of the cell — becomas more alkaline, whereas
axfreceliular pH becomes more acidic. The reverse takes plece at the rear
partion of the cell infraceliular pH decreases and axtreceliular pH increases.
During cell migration, &5 3 resull of hepatic growth iector (HGF) upragulation,
CA X is redistributed into the lamelipodum, where it will facilitate cell motility
by dissocisting carbon dioxide and releasing hydrogen ions and bicarbonate.
Hicarbonate, when presant in the extracelluler medium, depends on specific
transporters to be sent mto the cell and thus increasze the pH at ks central par
and faciitate movement (20, 21, 60, &1). Svasiova et al. (20) obzerved the
nieracton betwean CA X and bicarbonate transporters - MaHCOS
cotrensporter (MBCe1] and amon exchanger 2 (AE2). Moreover, Parks e
Poyssegur (62] showed fthat inhibiion of the bicaronate cotansporier
(SLC4A4) had a signFficant effect in terms of decreasing call magration.

Another carrier imvohed in pH regulation and influencing the cell migration
process B Ma + / H + exchanger 1 (NHE1). NHE1 i= a transmenbrainn protein
that pleys an important role in the maintenance of the mverad pH gradient of
tumor calls and which has now been related to proteass ectivation. extracelular
matnx degradation and cellular motility. As mentoned eadier, for migration 1o
occur, it i3 necessary to increase the acidily at the call invesion fronber, this
acadity will activate protesses and initiate extraceliular matrx dagradation. The
itaraiure showead that dunng migration there is an increasad co-localzation of
MHE1 in inwadepodia, suggesting that this protein iz essantial to release protons
nic the extracellular medium, acidiying & and activating proteasas 1o ECM and
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thus facilitating cell motility. The activation of NHE1 in lamellipodium can be
regulated by three different factors: activabon of phosphoinosgide-3-kinese
{PIK3); sctvalion of ras-related G3 botulinum foxin substrate 1 (RAGT); or by
the signaling pathway PKA (protein kinase A} -AHOA (ras-homologue protein
family, member A) -ROCK1 (is rho-associated coiled-coilcontaining protein
Kingse 1) -MAPK14 (mitogen activeted protein kinase 14). MHE1 activation is
alzo related to the activation of the CD44 hysluronic acid receptor, which has

been detected in a greater amount in the invadepodia. MHE1 inhibition and of
modecules that are related to it= activity, resulied in 2 significart dacrease in
axtrecellular matrk degradation and potential of invasion and migration (E3-65).

Whereas, the understanding of molecular mechanisms iwolved in call
migration is sfill limited, numerous molecules and signaling pattways are
cumently known fo be involved in the magration process. For instance, myosin
plays an mpaortant role in the cytoskeleton during muscle contraction, as wall in
call motiity (66). ERK1/2 and p33 are two protein Kinases that amre known io
participate in the carcinogenesis procass, including the call migration process,
due 1o their ability to phosphorylate the myosin light chain. As demonstrated by
Riemann et &l. {44), at acidic pH, the motility of prosiete cancer calls increased
concomiiantly with owversxpression of ERAK1/2 and p3a. Corwversely, when
EAK1/2 and p38 were inhibited, motility decressed, but only in the group
axposad 1o neutral pH. These findings swuggest that, in the presenca of an acidic
stimulus, these profein kinases do not influence migration. Therafore, akhough
EAK1/2 and p3E are important for increased magretion, i is not through these
proteins that scididy results in increasaed motildy. According to the authors, this
finding i= in lne with other studies, sugpesting that the signaling patiways
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relsted to thass protein kinases may be difsrently sctiveted in different types of
cancer and in different conditions.

The findings above showad that cell motility is an mherent feature of tumor
progression. Extrecellular scidily, i twm, ssems fo potentate this process.
Furher studies including molecular analyses are necessary to investigate the

pathw ays responzibls 1o explain the correlation between scidiy and cell modtility .

£ Future perspectves: reversing tumor pH

We hawve shown that in vivo and in witro studiss support the hypothasis
that ecidosizs may mediate tumor megrafion and imvasion mechanizmz and,
consaquently, influence distant metestatic processes. In generzl, in such
ziudies, cancer cells are cultured in neutrel and ecidic ervironmentzs and then
mplanted in immunocompromisad animals for the analysis of tumor growth
potantial and metzstasis development. Animals receiving calls culbured in acidic
pH tend to dewvelop a higher number of disfant metastzses (2344 ,67,66)
Moreover, in vivo studies have shown that tumor growth may be directly related
with pH: in the presence of acidic pH, fumor increases in sze; when treatad with
MaHCOSE fo neutrslize extracellular pH, tumor growth decreases (23).

In addition io treatment with MaHCO3, other stredegess have been
proposad fo reduce acidosis in solid tumors, with & main jocus on inhibiting
madecules involeed in the pathopenesis of this process, e.g., proiein kinases,
CA X and reactive axypan species (ROS), among others (45, 63)_ Inhibition of
GA X forces the cell to not pedorm homeostatic acid’base balancing and result
n cell death. The CA [X inhibitor agent i3 named Indisulam, # has already
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shown significant anticancer actvity and its effects are curmrently baing testad in
clinical triaks (Fo).

Sinca high glycolysis rates and lactic fermentation are among the main
causas of sxtracelular acdification, the rvestment in chemotherapeutic drugs
capable of inhibiting thess catabolic pathways has become a promising targat in
the development of new cancer therapies. There are current chnical trals of
drugs targeting moleculss that are directly involved in the catabolic process of
glucose, such =8 glucose fransporters (GLUT1), phosphofructokinese 2
(PFFKFB3), hexckinases end pynuveie proiein kinase M2 (PEM2) isorform.
Drugs that act directy on lactaie transporiers block the upiske of lacizie
{(MCT1-monocarboxylate transporteri] and inhib@ lactate secretion (MCT4-
monocarboxylate transporier 4), however, there are no clinical trals yef 1o
assess the clinical potential of thess drugs (70).

As adpnctive therapy. it is important 1o mention the role of proton pump
mnhibitors  that prevent the paszsage of profons from the coytosol to the
axtreceliular mileu, which would reduce fthe acdity of fthe tumor
microarvironment. The advantage of using the proton pump inhibitors is that
some of their pharmaceutical formulas are already in use for other therapautic
purposas, e.9. omeprazoles, and ther toxicily is specific for cancer cells [71-
73). In wifro and clinical studies hawe shown that the use of profon pump
nhibitors reducad iwasion and metastisisis potenfials, as well =3, increased
affect of immunotherapy. drug uptake and sensifivity fo chemothersgy (71, 72,
7).

It is presumed, then, that the reversal of molecular mechanisms imvolved
in acidiication of the tumor microemvironment may result in the development of
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adjuvant therspies for cancer. Howeawer, thera is a nead for further research on
this topic.

Final considerations

Imvestigation of the mechans=ms related o wmor irvesion and
maizstasis induced by acidosiz, as well a5 of the pathways and moleculss that
nfluence these processes, has proven io be essential. The study of tumor
acdosis has comdribuied 1o improwve owr knowledge of energy metabolEm in
tumor calls, cancer pathogenesis, tumor prognozis and the development of new
thaerapies. The present rewview arfick is an aflempt to shad light on the
reprogramming that takes place inside the cell a=s a result of acidity, exposing
the posszible effects that make the cell eble to adept and create resEtance
machanisms. Such acquirad resistance results in more aggressive cancer calls,
L., cells with higher abilty to migrate. invads, and davelop matastasis.

Declaration of Interest: The authors report no declarstions of inlerast
This work was supporied by CMPO (National Counsal of Technological and
Sciantific Development, Brazil), grant numbser 4554067201 4-5.
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Figure captions

Figure 1. This figure shows the anergatic metabolism in normal and tumor cells.
The left =ade of the figure demonstretes a nomal cell under normosic
conditions, where the cell carries out its output ensrgy through oxidative
phosphorylaBion. The nght side shows the tumor ensrgy metabolism through
lachic femmentafion, even under normomic situabton (Warburg effect). In the
ax frecellular compartment, thera i3 an increasad sacration of hydrogen ions and
lBctete turning the pH acidic. In order to obfain enough enengy through lacho
fermentation cels increase consumpiion of plucose achieved by increased
exprassion of glucose transporiers 1 (GLUT 1), resulting in the acidification of
the extracellular envirconmeant. MCT4 transporter = responsible to export laciata,
wherezs MWHE{1 export hydrogen wons. Moreover, there i= an ncreased
axpression of carbonic anhydrasa X, which induces catalysis of carbon dioxide
and generzies MaHCO3 and hydrogen ions as final products. Bicarbonate =
sant into the cell via k= NBCA/2 transporter, and hydropgen ons scidiy the

micnoamironmennt.

Figure 2. The leit side of the figure shows cells under neutral pH, presence of
vasculanzation with intact extracelular matnx and sxpression of epEhslial
markears (E-cadhearinl. The right side of the figure shows tumor cealls in an acidic
ermvironment resuling n phenotype alterstion, with increase expression of
stemness-related transcription factors (Snail, Oct-4). Under acidic conditions,
calls show a fusiform morphology, high sxpression of EMT madkers {fimentin
and M-cadherin} and incressed relesse of metalloproteinases and cathepsin B.
The extrecellular matrix is degraded and disorganized.
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Figure 3. The acidic axiraceliular pH induces the formation of reaciive ceygen
gpacies, which in turn nacivates the PTEN pene. Inactivation of the PTEM will
prewent the dephosphorylation of PIP3 1o PIP2, and consagquently will prevent
the mactivation of AKT. In turm, AKT may confribute to increased sctvation of
MF-kB, by inducing phosphorylation and subsaguent degradation of inhibior of
kB (lkB). Actwated NF-kB, will regulate the gens expression of VEGF. The
consaquence of the dersgulation in thess signaling pathways is increased

angicgenesis, migration and invasion.
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Figurel. This figure shows the energetic metabolism in normal and tumor cells. The left
side of the figure demonstrates a normal cell under normoxic conditions, where the cell
carries out its output energy through oxidative phosphorylation. The right side shows the
tumor energy metabolism through lactic fermentation, even under normoxic situation
(Warburg effect). In the extracellular compartment, there is an increased secretion of
hydrogen ions and lactate turning the pH acidic. In order to obtain enough energy through
lactic fermentation cells increase consumption of glucose achieved by increased expression
of glucose transporters 1 (GLUT1), resulting in the acidification of the extracellular
environment. MCT4 transporter is responsible to export lactate, whereas NHE1 export
hydrogen ions. Moreover, there is an increased expression of carbonic anhydrase 1X, which
induces catalysis of carbon dioxide and generates NaHCO3 and hydrogen ions as final
products. Bicarbonate is sent into the cell via its NBC1/2 transporter, and hydrogen ions
acidify the microenvironment.
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Figure 2: The left side of the figure shows cells under neutral pH, presence of
vascularization with intact extracellular matrix and expression of epithelial markers (E-
cadherin). The right side of the figure shows tumor cells in an acidic environment resulting
in phenotype alteration, with increase expression of stemnessrelated transcription factors
(Snail, Oct-4). Under acidic conditions, cells show a fusiform morphology, high expression
of EMT markers (Vimentin and N-cadherin) and increased release of metalloproteinases and
cathepsin B. The extracellular matrix is degraded and disorganized
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Figure 3. The acidic extracellular pH induces the formation of reactive oxygen species,
which in turn inactivates the PTEN gene. Inactivation of the PTEN will prevent the
dephosphorylation of PIP3 to PIP2, and consequently will prevent the inactivation of AKT.
In turn, AKT may contribute to increased activation of NFkB, by inducing phosphorylation
and subsequent degradation of inhibitor of kB (IxB). Activated NF-kB, will regulate the
gene expression of VEGF. The consequence of the deregulation in these signaling pathways
is increased angiogenesis, migration and invasion.
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RESUMO

Introducdo: O estudo dos efeitos das alteracbes metabdlicas do microambiente tumoral tem
se destacado nas ultimas décadas devido a sua complexa influéncia na progresséo do cancer.
A acidez extracelular ¢ uma consequéncia das alteracdes metabolicas que surgem no cancer
e atua na selecdo de células cancerigenas com potenciais mais agressivos e mais resistentes a
quimioterapicos. Contudo, ndo é clara a relacéo entre esses dois eventos.

Objetivo: Realizar uma revisdo de literatura com intuito de elucidar os mecanismos
bioldgicos do papel da acidez extracelular na resisténcia a quimioterapicos

Meétodos: A pesquisa foi realizada na base de dados PUBMED de acordo com as palavras-
chave “cancer” e “acidosis” ou “acidic” e “chemoresistance” ou “drug resistance”. Somente
foram inclusos artigos em lingua inglesa.

Resultados: Foram encontrados 209 artigos. Ap6s aplicacdo dos critérios de inclusdo e
exclusdo, 12 artigos foram selecionados.

Conclus6es: A acidez do microambiente tumoral pode desencadear a resisténcia atravées de
diferentes mecanismos: transportadores de efluxo de drogas; inibicdo da bomba de protons;

inducdo da Unfolded Protein Response (UPR); inducdo de autofagia.

Palavras-chave: microambiente tumoral; acidose; resisténcia a quimioterapicos.
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1. Introducéo

O pH éacido extracelular é uma caracteristica marcante do microambiente de tumores
solidos [1-8]. Acredita-se que a acidez é gerada por baixa perfusdo sanguinea, hipoxia ou
reprogramacao do metabolismo energético celular. Todas essas situacdes levam a célula
tumoral a aumentar as taxas de glicélise e fermentacdo latica, resultando numa maior
producdo de ions de hidrogénio e lactato, que serdo encaminhados para fora da célula e,
assim, acidificardo o meio extracelular [1,9]. A acidose extracelular é capaz de causar uma
selecdo de células no microambiente tumoral, levando a apoptose as células menos
resistentes [2,4]. A literatura demonstra que as células selecionadas nesse tipo de
microambiente exibem caracteristicas de células tronco tumorais, possuem maiores
potenciais de invasdo e metastase e, influenciam num fenémeno de extrema importancia
clinica: a falha ao tratamento quimioterapico [1,2,4,10-13].

A resisténcia a quimioterdpicos no tratamento do cancer pode ser classificada como
intrinseca (fatores pré-existentes no tumor que tornam as células com menor potencial de
sensibilidade a droga) ou adquirida (o tumor torna-se resistente durante a terapia) [14].
Dentre os principais mecanismos bioldgicos ja conhecidos que influenciam o processo de
resisténcia a quimioterapicos, destacam-se: a capacidade de reparo de DNA; aumento dos
niveis de efluxo de drogas; maior potencial de inativacdo das drogas e de proteinas pro-
apoptéticas; alteracbes no metabolismo; mutacGes nos alvos celulares das drogas; entre
outros [14,15]. Contudo, a heterogeneidade celular intra-tumoral e as alteraces metabdlicas
do microambiente tumoral atuam tanto na resisténcia intrinseca quanto na adquirida,
desempenhando, assim, papel fundamental no desencadeamento dos mecanismos biolégicos
que levam a diminuicéo da sensibilidade das células cancerigenas as drogas anticancer.

A literatura demonstra que, quanto mais tardio é o estagio do tumor, maior sera o

metabolismo da glicose, a acidose extracelular e a resisténcia a quimioterapicos [16]. No
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entanto, 0os mecanismos biologicos que fazem com que a acidez extracelular induza a
quimioresisténcia necessitam de maior compreensdo. O objetivo do presente estudo &,
portanto, realizar uma revisdo sistematica da literatura a fim de elucidar os mecanismos

bioldgicos que levam a resisténcia quimioterapica oriunda da acidose.

2. Metodologia
2.1. Estratégias de Busca

A pesquisa foi realizada na base de dados PUBMED no més de julho de 2016.
Buscou identificar todos os estudos que continham as seguintes palavras-chave: “cancer” e
“acidosis” ou “acidic” e “chemoresistance” ou “drug resistance”. Estudos duplicados foram
identificados e descartados. Na primeira etapa, os artigos foram selecionados pela leitura do
titulo e do resumo. No segundo passo do processo de triagem, os artigos foram submetidos
aos critérios de inclusdo e exclusdo e revisados por trés autores. Os artigos que geraram
algum desacordo foram revisados novamente até chegar a um consenso. Além disso, foi

realizada uma busca manual na lista de referéncias dos artigos selecionados.

2.2. Critérios de Incluséo e exclusao
Estudos que avaliaram os efeitos da acidificacdo do microambiente tumoral no
tratamento quimioterdpico em estudos in vitro e in vivo foram incluidos. Revisdes de
literatura, cartas ao editor ou artigos que ndo estavam na lingua inglesa foram excluidos.
Apobs a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, todos os estudos incluidos
foram submetidos a avaliagdo metodologica e extracdo de dados por trés revisores que

examinaram os estudos de forma independente.
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3. Resultados e discusséo
A busca na base de dados resultou num total de 209 artigos. Apos 8 referéncias
duplicadas serem descartadas, foram analisados 201 artigos atraves da leitura sequencial de
titulos, resumos e artigos completos. A descricao dos resultados esta descrita na Figura 1.
Ap0s a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo propostos na metodologia, 0
numero de artigos selecionados foi 11. Além destes, um artigo presente na lista de
referéncias dos artigos selecionados foi incluido [17], totalizando 12 artigos finais (Tabelas

1 e 2), os quais foram categorizados nos seguintes tépicos:

1. Transportadores de efluxo de drogas (5 artigos);
2. Inibicdo das bombas de prétons (4 artigos);

3. Inducdo de UPR (2 artigos);

4. Inducdo de autofagia (1 artigo).

A seguir serdo discutidos os artigos encontrados de acordo com os topicos em que

eles foram classificados.

Resultados iniciais da base de
dados PUBMED - total de 209

» 8 duplicatas foram
excluidas

A\ 4
Anélise do resumo — total

de 201
Artigos excluidos:
» - 173 fora do escopo
- 16 Revisbes de literatura
12 artigos

selecionados

Figural: Fluxograma demonstrando a busca de dados e a selecéo dos artigos desta reviséo.
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3.1. Transportadores do efluxo de drogas

A absorcdo intracelular do quimioterapico, além de depender do pH e de fatores
quimicos da droga, necessita fazer o uso de transportadores para atravessar a membrana
plasmatica. A célula pode desenvolver um mecanismo anti-quimioterapico ao expulsar a
droga do seu interior, realizando o fenbmeno chamado de efluxo de drogas. Para que isso
ocorra, faz-se necessario a ativacdo de glicoproteinas transportadoras de membrana. As
proteinas ABC (do inglés ATP-Binding Cassette) representam o principal grupo de
transportadores de efluxo de drogas [18,19].

Os transportadores ABC sdo uma grande familia de proteinas presentes em
membranas plasmaticas e compartimentos intracelulares, tais como as mitocéndrias,
peroxissomos, reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e lisossomos. O genoma humano
contém 48 genes ABC, que sdo classificados em sete subfamilias distintas - designadas por
ABCA-ABCG [20]. Essas proteinas desempenham importantes papéis fisioldgicos,
transportando compostos hidrofobicos de uma grande variedade de substratos incluindo
peptideos, lipideos e agentes quimioterapicos, utilizando a energia da hidrdlise de ATP
contra seus gradientes de concentracdo [20-22]. Cheng e To (2012) avaliaram o papel do
transportador ABCG2 em culturas de células de carcinoma de colon humano (HCT-116, S1
e sua sub-linhagem resistente S1M1-80) expostas a baixo pH. Demonstraram que, ao
diminuir o pH extracelular, houve um aumento da regulacdo dos niveis de transcricdo de
ABCG?2 e da resisténcia aos quimioterapicos cisplatina e mitoxatroma. No entanto, nesse
artigo, o papel dos transportadores ABCG2 na resisténcia a quimioterdpicos foi
superficialmente investigado por nédo ser o objetivo principal do estudo [18].

H& aproximadamente quinze proteinas ABC envolvidas na resisténcia multidrogas

(MDR), tais como Pgp, MRP1 e BCRP [23]. A Glicoproteina-P (Pgp) estd presente na
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membrana celular e possui importante na eliminacdo de toxinas do corpo, sendo
estrategicamente explorada como um potencial tratamento em doencas nas quais ha acimulo
excessivo de proteinas/proteinas mal dobradas, como é o caso do Alzheimer [24]. Trata-se
de uma glicoproteina produto do gene MDR1 (Multiple Drug Resistance 1), também
conhecida como ABCB1, ou seja, um dos 48 transportadores ABC. Em células
cancerigenas, induz a resisténcia multidrogas, agindo como uma bomba de efluxo e
transportando os quimioterapicos para fora da célula [25].

Um grupo de pesquisadores tem trabalhado com o papel da Pgp na resisténcia a
quimioterapicos induzida pela acidez [17,26-28] (Tabela 1). O primeiro artigo do grupo,
publicado no ano de 2006, demonstrou que, ao expor a um microambiente acido a sub-
linhagem de cancer de prostata de rato (AT1) por um periodo de 3 a 6 horas, a atividade
relativa da Pgp duplicou, e a citotoxidade para os quimioterapicos Daunorrubicina (DAU) e
Cisplatina (CIS) foram reduzidos. Na andlise quantitativa da morte celular, observou-se que,
com a CIS, houve uma reducédo na atividade de caspase 3, porém, a morte celular ndo foi
significativamente diferente das células incubadas com esta droga em diferentes pH,
indicando que a citotoxicidade da CIS foi marginalmente afetada pelo ambiente acido. No
entanto, ao analisar a morte celular induzida pela DAU, percebeu-se que a mesma foi
marcadamente reduzida pelo ambiente acido. Ao inibir a Pgp com a droga Verapramil em
condicBes &cidas, observou-se o aumento da atividade de caspase-3 somente para a DAU,
qguando comparada com o grupo tratado com DAU sem Verapramil. Verificou-se também
que, em condicBes acidas, o aumento da atividade de Pgp estava relacionado com a
diminuicdo dos niveis intracelulares de célcio e da Proteina Quinase C (PKC). A partir
destes experimentos, 0s autores concluiram que a quimioresisténcia a droga DAU gerada

pela acidose extracelular poderia ser resultado do aumento do efluxo de drogas (aumento de

62



Pgp), que, por sua vez, foi provocado pela diminui¢do da concentracdo de calcio intracelular
e da atividade da PKC [17].

No ano de 2008, o mesmo grupo investigou a cascata de ativacdo da Pgp na
resisténcia a quimioterapicos gerados pela acidez, a partir da analise de proteinas que ja
tinham envolvimento comprovado com o mecanismo de resisténcia, as PKC e as Proteinas
Ativadas por Mitégeno (MAP), p38 e ERK1 (extracellular signal-regulated kinase 1).
Foram realizados experimentos in vitro e in vivo, utilizando o mesmo tratamento e a mesma
linhagem de células do estudo prévio. As andlises in vitro demonstraram que, apesar da
inibicdo da PKC provocar 0 aumento das Pgp no grupo tratado com meio neutro, no grupo
acido tratado com DAU e inibidor de PKC néo houve diferenca de expressao da Pgp. Assim,
demonstraram que as PKC ndo interferem no mecanismo de resisténcia a quimioterapicos
gerados pela acidez extracelular. J& a inibicdo conjunta de ERK1 e p38, resultou no
restabelecimento da citotoxidade da DAU. No entanto, ao verificar os niveis intracelulares
dessas proteinas quinases, observou-se que apenas a p38 encontrava-se ativada. Os estudos
in vivo confirmaram a analise intracelular da p38 e demonstraram que apenas a inibicao
dessa proteina é capaz de aumentar a morte celular em tumores acidos. Disso concluiu-se
que p38 possivelmente faz parte da ativacdo do mecanismo de resisténcia da Daunorrubinica
gerado pela acidez extracelular [26].

Em 2011, Thews et al. conduziram um estudo, para aprofundar e elucidar, in vivo, 0
papel da p38 e da ERK1/2 na quimioresisténcia provocada pela hipdxia e acidez extracelular
na ativacdo de Pgp. Inicialmente, células da linhagem de cancer de prostata de rato (R3327-
AT1) foram implantadas em camundongos para formacdo de tumor. Os animais receberam
terapia acidificante por meio da combinacdo de hipdxia inalatéria com injecao intravenosa
de altas doses de glicose e aplicacdo de MIBG (um inibidor do complexo | da cadeia

respiratoria). Os niveis de oxigénio e o pH foram rigorosamente controlados. Em areas de
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tumores &cidos, foi observado um aumento da atividade da Pgp. Ao tratar os animais com
DAU, verificou-se que a citotoxicidade desse quimioterapico diminuiu em aproximadamente
30% no grupo em que a acidez foi induzida, quando comparado com o grupo controle. Ao
inibir a p38, percebeu-se uma restauracdo parcial da sensibilidade a droga. Porém, nao
houve diferenca estatistica na diminuicdo da quimioresisténcia entre os grupos analisados.
Assim, concluimos que os achados in vivo confirmaram parcialmente os achados in vitro
anteriores, em relacdo ao potencial de p38 na diminuicdo da quimioresisténcia da DAU
gerada pela acidez [27].

Com intuito de analisar o papel da Pgp em relacdo a acidez extracelular e a resisténcia
a diferentes quimioterapicos, Thews et al. (2014) realizaram outro estudo in vitro e in vivo,
com a mesma linhagem celular dos estudos anteriores (R3327-AT1). Os resultados in vitro
demonstram que a acidose extracelular ndo alterou os niveis de expressdo da Pgp, mas
reduziu a citotoxicidade de trés drogas quimioterapicas — DAU, CIS e DOC. Ao tratar as
células com o inibidor da Pgp (Verapamil), observaram um aumento da citotoxidade apenas
para DAU e DOC. Acredita-se que essa seletividade da acdo da Pgp deve-se a sua afinidade
por drogas hidrofébicas, eletricamente neutras ou positivas, que agem como substrato da
Pgp, como é o caso da das drogas DAU e DOC. Os resultados in vivo confirmaram que a
inducdo da acidez em animais levou a resisténcia apenas para as drogas DAU e DOC — para
CIS novamente ndo houve alteracdo nos resultados. Assim, é possivel supor que a acidez
extracelular gera quimioresisténcia, a qual pode ser revertida com a inibi¢cdo da Pgp quando
houver indicagdo do uso das drogas DAU e DOC [28].

Todos os artigos abordados nesse topico mostraram que a acidez extracelular no
microambiente do tumor leva a celula tumoral a ativar uma maior quantidade de
transportadores do tipo ABC1 e ABC2, resultando no aumento do efluxo de drogas e num

gendtipo de resisténcia a quimioterapicos.
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3.2 Inibicdo da bomba de protons

As bombas de protons, como as (H+)-Vacuolar-ATPase (V-ATPases), sdo estruturas
responsaveis pelo transporte de protons contra o gradiente de concentracdo, impulsionada
por ATP, com o objetivo de importar solutos, manter a composicao i6nica intracelular e
balancear a pressdo osmotica entre compartimentos intra e extracelulares. As V-ATPases sdo
enzimas de multi-subunidades que podem estar presentes na membrana de organelas e na
membrana plasmatica da célula. As V-ATPases regulam o transporte de protons, utilizando
energia liberada pela hidrdlise do ATP, tanto do citosol para o Iimen de vesiculas
intracelulares acidas, quanto do citosol para o ambiente extracelular [29,30]. No céncer,
ocorre um aumento da quantidade dessas bombas e € possivel observar sua influéncia
durante o fendmeno de gradiente inverso de pH — quando a célula tumoral torna o pH
extracelular &cido e o pH intracelular neutro —, atuando com alta intensidade na captagéo e
extrusao de prétons para garantir a homeostase acido/base da célula [31].

No mecanismo de resisténcia a quimioterapicos, a criacdo do gradiente reverso do
pH pode interferir no metabolismo das drogas, diminuindo a absorcdo e a retencdo do
medicamento dentro da célula. 1sso pode acontecer devido a dependéncia que 0 mecanismo
de absorcdo da droga possui do pH [31,32], como por exemplo: drogas consideradas acidas
fracas possuem afinidade por ambientes alcalinos para conseguir interagir com a membrana
plasmaética das células e penetrar no seu interior; e 0 inverso também pode acontecer com as
drogas bases fracas. Em microambiente acido, esse mecanismo farmacol6gico pode estar
comprometido devido ao fendmeno denominado aprisionamento de ions (“ion trapping”),
ou seja, o efeito direto dos ions no gradiente de distribui¢do de drogas. Este modelo explica
que, em tumores acidos, as drogas quimioterapicas consideradas basicas vao se concentrar

em areas de baixo pH e, por consequéncia, ndo vao conseguir penetrar nas celulas,
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dificultando, assim, a absorc¢do intracelular da droga [33,34]. A DOX, por exemplo, que
pertence a familia de antaciclinas, penetra na membrana celular quando na sua forma neutra,
porém se torna relativamente impermeavel quando protonada. Assim, o pH extracelular
acido pode protonar a Doxurubicina e inibir sua entrada na célula. Ela também pode ser
sequestrada para compartimentos intracelulares acidos, sem chegar ao nucleo — seu sitio de
atuacdo [35].

As bombas de protons podem contribuir para o fenbmeno do ion trapping,
garantindo o gradiente de pH invertido no microambiente tumoral e aumentando a
resisténcia a quimioterdpicos. A maior parte dos artigos encontrados neste estudo
correlaciona 0 aumento da resisténcia a quimioterapicos em microambiente acido com o
aumento das bombas de prétons, em especial as V-ATPases. Dada a vasta regulacdo que as
bombas de prétons possuem na homeostasia do pH celular, 0 aumento da sua expressao em
carcinomas foi relacionado a maiores potenciais de migracdo, invasdo [36] e resisténcia a
quimioterapicos [31,35,37,38]. Dessa forma, a aposta em terapias que possam inibir esse
processo torna-se promissora.

A terapia combinada de quimioterapicos com inibidores das bombas de prétons tém se
mostrado uma possibilidade para aumentar a sensibilidade das células tumorais ao
tratamento. As drogas inibidoras das bombas de prétons impedem o transporte de ions,
diminuindo, assim, a acidez extracelular.

Ao cultivarem diferentes linhagens de carcinomas (mama, melanoma e c6lon humano)
em meio acido e, em seguida, tratarem com o quimioterdpico Cisplatina, Federici et al.
(2014) observaram que a captacgéo e sensibilidade a droga foi diminuida para as linhagens de
melanoma (Me30966) e cancer de mama (MCF7), quando comparadas com as mesmas
células cultivadas em pH neutro. As células cultivas em pH acido produziram exossomos

com maior concentracdo de Cisplatinas, 0 que pode ser um dos mecanismos de maior
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resisténcia. Ao utilizarem o pre-tratamento na linhagem de melanoma (Me30966) com o
inibidor da bomba de proétons (Lansoprazol), os autores observaram que houve aumento na
absorcéo de Cisplatina em comparacdo as células ndo pre-tratadas com esse inibidor. Com o
tratamento de Lansoprazol em condi¢cfes acidas, a quantidade de Cisplatina presente nos
exossomos diminuiu 50%, suportando a hipdtese de que o pré-tratamento com inibidor da
bomba de prétons aumenta a retencdo da droga pela célula e inibe a excrecdo da droga via
exossomos [31].

Com intuito de explorar o mecanismo de morte gerado na célula cancerigena por meio
da inativacao das bombas de prétons, Huang et al. (2013) analisaram diferentes linhagens de
células de cancer gastrico (SGC7901, BGC823, AGS). Observaram que 0 uso de
Pantoprazol, inibidor da bomba de protons, foi capaz de aumentar a sensibilidade das células
a cisplatina e reverter a sensibilidade em células onde foi induzida a resisténcia. A taxa de
apoptose induzida pelo Pantoprazol na linhagem SGC7901 com uma dose moderada (40
pg/mL) foi duas vezes maior, comparada as células ndo tratadas, enquanto que a mesma
dose ndo induziu apoptose significativa em células epiteliais normais (GES-1). Estes
achados sugerem que os efeitos diretos citotoxicos especificos do Pantoprazol em células de
cancer gastrico estavam relacionados a inducdo de apoptose. Além disso, o tratamento com
Pantoprazol causou uma diminuicdo dose-dependente na producdo e secrecdo de IL-6
(Interleucina-6), concomitantemente com a reducdo dos niveis de STAT3 fosforilado (Signal
Transducers and Activators of Transcription 3). A reducdo dos niveis de ativacdo de STAT3
também resultou na diminuicdo da expressdo de seus genes-alvo: Bcl-2 (B-cell lymphoma
2), ciclina D1 e c-Myc. Assim, 0 mecanismo de inducdo de apoptose pelo tratamento com
Pantoprazol pode ser por inibicdo da via IL6/STAT3 [37].

A importancia da V-ATPase no efeito do tratamento quimioterapico também foi

avaliado no cancer de mama. Fan et al. (2012) observaram que a proteina LASS2 (Homo
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Sapiens Longevity Assurance Homolog 2 of Yeast LAG1) € capaz de interagir e inibir a V-
ATPase. Baixos niveis de LASS2 estavam associados a tumores de mama com pior
prognostico. In vitro, realizaram a transfeccdo com lentivirus para superexpressar LASS2 na
linhagem de cancer de mama MCF-7 resistente a DOX (Doxorrubicina). O aumento de
LASS2 aumentou o efeito da DOX, aléem de aumentar a sensibilidade a outras drogas como
a Cisplatina e 5-Fluoracila. Nessas células, detectaram que LASS2 inibiu a funcdo da V-
ATPase, se ligando a sua subunidade C. Alem disso, a transfeccdo com LASS2 resultou no
aumento do pH lisossomal. Assim, a DOX que antes ficava sequestrada nestes
compartimentos acidos no citosol, estava mais presente no nucleo celular, induzindo
aumento das taxas de apoptose. Ainda foi possivel observar que os tumores xenograficos
induzidos com as células que superexpressavam LASS2 eram significativamente menores do
que os controles ap6s o tratamento com DOX [35].

Lozupone et al. (2015) detectaram que TM9SF4, que é uma proteina transmembrana
pertencente a Superfamilia Transmembrana-9 (TM9SF), também participa da regulacdo da
V-ATPase, favorecendo sua estruturacdo e ativacdo. O silenciamento de TM9SF4 reverteu o
gradiente de pH em duas linhagens de cancer de célon, acidificando o pH intracelular e
alcalinizando o pH do lamen de vacutolos acidos. Além disso, reduziu o acimulo de protons
com um consequente aumento do pH extracelular. Dessa forma, o silenciamento de TM9SF4
sensibilizou as células HCT116 e SW480 ao tratamento com 5-Fluoracila, inibindo sua
proliferacdo e induzindo a apoptose [38].

Os artigos citados neste capitulo demonstram que as bombas de protons, em especial a
V-ATPase, sdo responsaveis pelo gradiente reverso de pH do microambiente tumoral, o qual
possui um efeito direto no tratamento quimioterdpico. A inibicdo das bombas de protons

parece reverter a resisténcia ao tratamento.
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3.3. Via da Unfolded Protein Response (UPR)

A acidose crénica do meio extracelular pode causar stress no reticulo endoplasmatico
(RE) e, consequentemente, ativar a via da proteina mal dobrada (UPR), contribuindo assim
para a adaptacdo celular e a resisténcia a quimioterapicos. O reticulo endoplasmaético é uma
organela responsavel pela sintese, modificacdo e dobramento tridimensional de proteinas
[39,40]. Diferentes tipos de estresses no microambiente podem resultar em acumulo de
proteinas mal dobradas, visto que esse processo € auxiliado por proteinas chaperonas, as
quais dependem de energia e de niveis 6timos de céalcio intracelular. No cancer, a hipoxia,
privacao de nutrientes, producdo de proteinas mutadas e pH acido podem causar estresses no
RE e ativar a UPR [41,42]. A ativacdo da UPR resulta na super regulacdo da chaperona
GRP78 (Glucose regulated protein 78), proteina que é altamente expressa no cancer e
associada a maior resisténcia a morte celular e ao tratamento quimioterapico [42,43].

Visioli et al. (2014) analisaram a acdo da acidez prolongada em células endoteliais e
verificaram que os mecanismos de adaptacdo celular e resisténcia a quimioterapicos anti-
angiogeénicos frente ao estress acido poderia ser causado pela ativacdo da UPR. As células
que foram expostas a baixo pH tinham maior expressdo de GRP78 e, concomitantemente,
apresentavam maior resisténcia a citotoxicidade induzida pela droga Sunitinib. A inibicéo de
GRP78 reverteu a sensibilidade a droga Sunitinib. Além disso, células endoteliais obtidas
diretamente do estroma de carcinomas espinocelulares apresentaram expressao génica de
GRP78 em torno de 600 vezes maior que as células endoteliais de tecidos saudaveis. Visto
os resultados apresentados, pode-se concluir que a ativagdo da UPR pode contribuir para o
aumento da resisténcia a quimioterapicos causado pela acidez do microambiente tumoral
[43].

A UPR também pode ser ativada pela acdo das proteinas de choque térmico (do inglés

Heat Shock Proteins — HSP). As HSPs sdo um grupo de proteinas que se apresentam ativas
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em situacOes de estress e sdo classificadas de acordo com seu peso molecular. As HSP
pequenas (SHSP), em especial a HSP 27, possuem funcdo semelhante as chaperonas. Em
situacOes de stress cronico, podem ser acionadas pela via MAPK/MK?2 (Proteina Quinase
p38 Ativada por Mitogeno/Proteina Quinase 2), inibindo a apoptose celular [44-47]. Singh
et al. (2011) demonstraram, in vitro, que linhagens de adenocarcinoma gastrico eram
resistentes a Doxorrubicina quando expostas a meio com pH 6.7. Ao analisar o papel das
HSP no mecanismo de resisténcia a Doxorrubicina, os autores verificaram que a acidez
extracelular induziu a ativacdo de p38 MAPK, a qual, por sua vez, induziu MK2 a fosforilar
e ativar a HSP27. HSP fosforiladas podem impedir a apoptose por diferentes mecanismos
celulares, incluindo a UPR [45]. Foi demonstrado, em estudos anteriores [48], que a
resisténcia ao quimioterapico Cisplatina também esta relacionada ao aumento da expressédo

de HSP 27 e a exposicdo cronica ao pH 6.7 em células de cancer mamarias.

3.4. Autofagia

A autofagia € um mecanismo biol6gico intracelular caracterizado por realizar reacfes
catabolicas dos componentes citoplasmaticos para garantir a homeostase da célula em
situacOes de stress [49,50]. Essa caracteristica € de fundamental importancia para garantir o
funcionamento e a sobrevivéncia celular. No entanto, em casos de stress prolongado, a
autofagia pode induzir a morte celular programada [51,52]. Logo, a autofagia representa um
papel ambiguo numa célula saudavel, promovendo mecanismos que atuam tanto na
sobrevivéncia quanto na morte celular. Essa ambiguidade também é encontrada nas células
cancerigenas.

No contexto do céncer, a autofagia pode auxiliar tanto como um inibidor da
carcinogénese quanto na sua promocao e progressdo. Entendendo o cancer como um

distdrbio geneético que causa um prolongado stress celular, é possivel inferir a que autofagia
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funcione como um mecanismo supressor do cancer, auxiliando na degradacdo de proteinas
mutadas, organelas danificadas e diminuindo a instabilidade genética. Os mecanismos
bioldgicos da autofagia envolvidos nesta funcdo protetora podem estar associados ao reparo
de DNA e na degradagdo de patdgenos e proteinas pré-tumorais como, por exemplo, o
Papiloma Virus Humano (HPV), p53 mutante, entre outros [49,53-55].

Contudo, a autofagia também pode servir como agente pré-tumoral, garantindo a
sobrevivéncia das células cancerigenas. Isso pode ocorrer devido a capacidade da autofagia
realizar reagcfes anabolicas, principalmente em situacfes de hipdxia e de baixa perfusédo
sanguinea — onde ha constante privacdo de nutrientes —, garantindo a sintese de energia e de
moléculas que contribuam para o crescimento celular [49,53-55].

Além de auxiliar no crescimento do tumor, a autofagia também protege as células do
tratamento quimioterapico [49]. O aumento da ativacdo da autofagia resulta em maior
resisténcia a quimioterapicos, e a inibicdo da autofagia aumenta a sensibilidade as drogas.
No entanto, a resposta protetora da autofagia a quimioterapia dependerd do tipo
medicamento utilizado e do tipo de céancer tratado [56]. A quimioresisténcia mediada pela
autofagia pode ser explicada pela ativacdo de vias de sinalizacdo, tais como: via do EGFR
(receptor do fator de crescimento epidérmico); via PI3BK/AKT/ mTOR; sinalizacdo de
MAPK14/p38a; entre outras [57].

Tumores sélidos que contém microambiente &cido possuem maiores niveis de
autofagia [56,58]. A literatura demonstra que a autofagia pode ser um mecanismo protetor
da célula cancerigena frente a acidose crénica, visto que em experimentos prolongados de
exposicdo a acidez observou-se 0 aumento da expressdo génica de ATG5 (Autophagy
protein 5) e dos niveis da proteina LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain
3), 0s quais exercem importantes papéis na via autofagica [9, 10]. Ao tratar animais com

substancias basicas, como o bicarbonato de sédio, nota-se a redugédo de desenvolvimento de
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tumores e menor expressao de LC3, sugerindo que a autofagia desempenha uma funcao
protetora da célula cancerigena frente a acidez cronica [56].

Apesar de a autofagia e a acidez extracelular apresentarem-se, individualmente,
como objetos de estudo importantes nos mecanismos de adaptacdo e resisténcia a
quimioterapicos, as vias que a suportam essa interacdo ainda sao pouco exploradas. O uso da
droga cloroquina, um inibidor de autofagia, tem se mostrado promissora para terapia
coadjuvante em ensaios clinicos, pois sua funcdo € inibir a degradagdo lisossomal da via
autofagica e, com isso, fazer com que ndo haja acumulo de grande quantidade da proteina
LC3-1l no seu interior. No entanto, Pellegrine et al. (2014) verificaram que o uso da
cloroguina como terapia individual em modelos xenograficos ndo foi capaz de interferir no
crescimento dos tumores. Ao tratar linhagens de células de melanoma e cancer de célon de
utero com pH baixo e cloroquina, verificaram que, quanto mais acido o pH do meio, menor
a sensibilidade a cloroquina. Tal mecanismo foi avaliado pela diminuicdo dos niveis da
proteina LC3-11 em culturas com baixo pH e pela quantificacdo dos niveis de cloroguina por
cromatografia liquida, a qual demonstrou ser sete vezes menor quando comparado ao pH
neutro. Ao inibir a autofagia com Bafilomicin Al e Lysn-01 (dimérico derivado da
cloroguina), houve aumento da resposta autofagica em baixo pH. Visto os resultados
apresentados, os autores revelam gue a capacidade de inibicdo da autofagia com cloroquina

em células cancerigenas esta diretamente relacionada ao pH do microambiente tumoral [59].

4. Discussao e perspectivas futuras
Torna-se evidente que a absorcdo da droga quimioterapica pela célula cancerigena é
dependente do pH intra e extracelular. Drogas consideradas bases fracas, por exemplo,

necessitam de um pH interno acido e pH extracelular basico para aumentar a sua absor¢éo.
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Raghunand e Gillies (2000) demonstraram que quanto mais acido é o tumor, menor €
absorcéo de drogas bases fracas e maior a absor¢édo de drogas acidas fracas [34].

O gradiente de pH inverso do tumor deixa o pH extracelular &cido e o intracelular
neutro. Assim, a solugdo para diminuir a resisténcia ao tratamento de quimioterapicos seria
escolher de acordo com o pH do medicamento a ser utilizado? Como sabemos, existe uma
grande variacdo nas condi¢bes metabolicas do microambiente tumoral e uma capacidade
plastica das células tumorais, as quais podem mudar a sua forma de funcionar a depender do
ambiente a qual esta inserida [60,61]. Dessa forma, o pH no microambiente tumoral pode
variar constantemente, podendo ser heterogéneo em diferentes areas do tumor. Além disso, a
literatura ja demonstrou que a acidez gera a resisténcia mesmo em drogas quimioterapicas
que sdo bases fracas, como é o caso da 5-Fluoracila [38,62]. Dessa forma, concluimos que a
célula cancerigena é capaz de criar mecanismos moleculares internos para resistir a
quimioterapicos e que a escolha da droga baseada apenas no pH ndo é suficiente para
subverter a resisténcia. E importante ressaltar que existem outros mecanismos além da
acidose gue levam a resisténcia a quimioterapicos, tais como: capacidade de reparo do DNA,
algumas mutacGes genéticas; resisténcia a apoptose; entre outros.

Nossos resultados demonstraram que quatro mecanismos bioldgicos podem explicar
a resisténcia a quimioterapicos gerada pela acidez do microambiente do tumor: aumento dos
moduladores do efluxo de drogas; ativacdo das bombas de prétons; ativacdo da via UPR; e
ativagdo da autofagia. De acordo com a nossa revisdo, 0 mecanismo mais estudado na
literatura é o de moduladores do efluxo de drogas. Foi possivel observar que a maior parte
dos estudos sobre essa tematica tem sido realizado por um mesmo grupo de pesquisadores
[17,26-28]. Este grupo tenta elucidar a funcdo da proteina transportadora do tipo ABC, a
Pgp, na relacdo acidez/quimioresisténcia. Os quimioterapicos utilizados pelo grupo foram

DAU, CIS e DOC. Em todos os estudos, notou-se que a Pgp representa um importante papel
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no mecanismo de resisténcia a quimioterapicos gerado pela acidez. No entanto, a via que
atua mediando esses mecanismos ainda precisa ser elucidada. A aplicacdo clinica de
inibidores da Pgp foi testada através de ensaio clinico com uso de Palicetacel em pacientes
com cancer cervical, de ovario, mama, pulméo e rins. Até o presente momento, ja foi
demonstrado que o uso do inibidor da Pgp pode aumentar a retencdo do quimioterapico
dentro da célula, contudo, os efeitos adversos ainda necessitam ser melhor elucidados [63].

O toépico “inibicdo da bomba de protons™ foi o que estudos a maior variabilidade de
quimioterapicos, para avaliar o papel da quimioresisténcia frente a acidez. Pode-se observar
que os inibidores das bombas de prétons sdo eficazes no aumento da sensibilidade dos
quimioterapicos CIS, DOX e 5-FU. Esses inibidores sdo largamente comercializados e
utilizados em pacientes com doencas produtoras de altos niveis de acidose, como a Ulcera
peptidica. Os mais utilizados sdo: omeprazol, pantoprazol, lanzoprazol, esomeprazol,
rabeprazol e dexlansoprazol [64]. Como sdo medicamentos considerados seguros para
administracdo, o uso dos mesmos pode ser de grande valia como terapia coadjuvante no
aumento da eficacia do tratamento quimioterapico em tumores solidos acidos [31,65-67].
No entanto, para o uso de inibidores de bombas de prétons no tratamento do cancer, deve-se
atentar para a interacdo droga-droga. O tipo de pH do quimioterapico indicado para cada
tipo de paciente deve ser avaliado, para evitar implicacbes terapéuticas e clinicas
indesejadas. Em casos de indicagdes de quimioterapicos acidos fracos ndo é necessario usar
inibidores das bombas de prétons. Ja em casos de quimioterapicos bases fracos, deve-se
analisar se a droga possui solubilidade dependente de pH. Se a droga for sollvel em baixo
pH, o uso de PPI torna-se contra-indicado, pois a sua administracdo pode inativar os efeitos
antitumorais da droga base fraca [61].

Os topicos “via da UPR” e “autofagia” obtiveram menor representatividade numérica

nesta revisdo. Entretanto, vale ressaltar que ambos representam importantes papéis na
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relacdo causa/consequéncia tanto da acidez quanto da resisténcia a quimioterapicos. Por esse
motivo, necessitam de melhores investigacdes técnicas para avaliar a interacdo entre esses
mecanismos. Enquanto que, as bombas de protons e os moduladores de efluxo de droga
causam resisténcia por impedir que a droga entre na célula e atue, os efeitos da ativacdo da
UPR e da autofagia estdo associados a uma maior resisténcia a morte celular, ou seja,
tornam a célula mais resistente a morte de uma forma geral, assim seus efeitos ndo estao
diretamente relacionados ao tipo de droga utilizada.

Diante do exposto, fica claro a importancia do pH do microambiente tumoral para o
sucesso do tratamento anti-cancer. Até o presente momento, a literatura reporta quatro
processos envolvidos na resisténcia a quimioterdpicos gerados pela acidez extracelular.
Contudo, nota-se a necessidade de estudos que explorem esses mecanismos para que
possamos compreender, de forma mais ampla, os mecanismos biologicos que envolvem a

resisténcia a quimioterapicos gerados pela acidez extracelular.
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Tabela 1: Descrigdo dos artigos selecionados- estudos in vitro

. Autor e Tipo de Cancer Quimioterapico pH . . L
Categoria Ano estudado testado avaliado Mecanismos avaliados Principais resultados
A exposi¢do a acidose demonstrou que
Citotoxicidade aos atividade relativa da Pgp aumentou e a
Efluxode  Thewset Cancer de préstata de Lo : ~ citotoxidade para DAU e CIS foram reduzidos.
drogas al. (2006) rato (AT1) DAUe CIS 6.6e74 quimioterapicos, indugdo de A Pgp foi inibida e a atividade da caspase-3
apoptose (caspase 3),
aumentou quando comparada com a DAU
sozinha.
*Sauvant Em microambiente &cido, a inibicdo conjunta
Efluxo de Céncer de prdstata de Atividade da Pgp, indugéo de de ERK1 e p38 resultou no restabelecimento da
etal. DAU e CIS 6.6e7.4 : . ]
drogas (2008) rato (AT1) apoptose citotoxidade da DAU, porém, observou-se que
apenas a p38 encontrava-se ativada.
A acidose reduziu a citotoxicidade de DAU,
N . . . . x CIS e DOC e a incubacéo adicional de
*
E](;I;J;oage a'll'h(ezv(;/i f)t g’;gﬁggg?ﬂ?&? DAU, CIS,DOC 6.6e74 C'tOtOX'C'd?gai’ ';Sit_lg? 0 apoptose verapamil aumentou a citotoxicidade para
9 ' P DAU e DOC. O ambiente &cido ndo levou a
uma maior expressdo de Pgp.
Apos o pré-tratamento com deplecdo de glicose
Colon humano - HCT- Transcricdo de ABCG2 e (2-DG), pH é&cido e hipdxia, as linhagens HCT-
Efluxo de Cheng, To ClSe crescimento sob condicdes 116 e S1 apresentaram aumento de ABCG2 (2
116, S1, SIM1-80 . 5.0 o N . ~
drogas (2012) (resistente) Mitoxatroma adversas (pH &cido, hipoxia e a 4 vezes). O pH é&cido néo alterou
deplecdo de glicose) significativamente o nivel de ABCG2 em
células S1
Em pH &cido, a absorcéo e sensibilidade da
CIS foram diminuidas; pH acido causou maior
“Federici 6572 e excrecdo da droga por exossomos; 0 pré-
Bomba de et al Melanoma e cancer de IS m.ei,o .néo Absorc¢éo da droga, viabilidade tratamento com Lansoprazol aumentou a
prétons (2014) mama tamponado celular, secrecdo por exossomos. absorcdo da CIS (linhagem de melanoma),

comparado ao grupo ndo pré-tratado, assim
como diminuiu a quantidade de droga nos
€X0SS0mos.
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A exposicdo a acidez combinada com o uso do

Bombade Huang et . o Viabilidade pelu_lar, _indugéo de' p_aqtgprazol foi capaz de aumentar a )
orétons al. 2013 Cancer géstrico CIS 6.5,7.4  apoptose seletiva, inativagdo da via sengll?l_lldade das células a CIS e reverter a
N IL/STAT3 sensibilidade em células onde foi induzida a
resisténcia.

Silenciamento de TM9SF4 reverteu o gradiente

Bomba de  Lozupone Cancer de colon 5-FU NA Silenciamento de TM9SF4 de pH em duas linhagens de cancer de célon,
prétons  etal. 2015 L ]
sensibilizando as células ao tratamento com 5-
FU
O aumento de LASS2 aumentou o efeito da
Bombade *Fanetal. Céncer de mama DOX, CIS e 5- Transfeccdo com LASS2, anélise _ DOX, CIS e 5-FU. O aumento no pH
. NA . lisossomal diminuiu o sequestro de DOX no
prétons 2013 (MCF-7) FU do ciclo celular, : . . . .
citosol, ficando mais droga disponivel no
nlcleo.
Tratamento com DOX; morte
Sinah et Adenocarcinoma celular; quantificacdo intracelular O baixo pH induz a resisténcia a DOX,
UPR al ( 3011) Astrico DOX 6.0,6.7,7.2 dadroga, quantificacdo dos niveis aumentando a apoptose pela ativacdo das Hsps
g de caspase, p38 MPK, MK2 e através da via p38 MAPK/MK?2,

Hsps27; inibicdo de Hsps

Alivagdo da UPR: quantificagdo de A acidez extracelular aumenta a ativacdo da
Grp78, ATF4 e CHOP em células xtracel /agao
. Coa UPR e sua inibigéo restabelece a resisténcia a
endoteliais e a resisténcia a limioterapicos
quimioterapicos por meio de SRB q P

Visioli et Carcinoma -
UPR al (2014) espinocelular de boca Sunitinib 74¢e70

Tratamento com cloroquina,

*Pelegrini  Melanoma, cancer de Cloroquina, viabilidade celular, quantificagdo O pH cido neutraliza a acio da cloroauina
Autofagia et al colo de Utero e bafilomycin A1  6.5,6.8,7.4 LC3-I1 por westwern blott, P impedindo a inibigéogda autofagig '

(2014) osteosarcoma (BafAl), Lys-01 quantificacdo cloroquina e Lys1
por cromatografia liquida
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Tabela 2: Descrigdo dos artigos selecionados- estudos in vivo

. Autor e Tipo de Cancer Quimioterapico pH Mecanismo de inducéo da L
Categoria Ano estudado testado avaliado acidose extracelular Principais resultados
Os animais foram induzidos a
*Sauvant respiracdo anaerébica por meio
Efluxo de ot al Cancer de prostata de DAU e CIS 66674 do tratamento com a combinagdo A acidose induziu resisténcia a DAU, a qual foi
drogas (ZOOé) rato (AT1) ' ' de hipdxia inspiratoria, abolida com inibicéo de p38.
hiperglicemia e metaiodo-
Benzilguanidina (MIBG).
N , . . Inibigcdo da p38 restaurou minimamente a
Egtjonge ;h«(a-;/\(/)slit) ;igcfégégit_i?rgi DAU 6.6e7.4 Mescr)r;oS?uevc::tlset[n; ?gggg? do sensibilidade & DAU. No entanto, para
g ' P ' cisplatina ndo houve diferenca.
Efluxode *Thewset  Cancer préstata de DAU. CIS. DOC  6.6¢74 Mesmo mecanismo publicado A drogas DAU e DOC tiveram sua
drogas al. (2014) rato (R3327-AT1) ' ' ' ' por Sauvant et al.(2008) citotoxicidade diminuida pelo meio écido.
6.5 7.2 O grupo de animais tratados com PPI
Bomba de *Federici Melanoma e cancer de m'ei’o r;éB N&o houve inducdo de acidose demonstrou que houve aumentou da absorcao
r6tons etal. mama CIS tamponad extracelular, apenas tratamento  da CIS dentro da célula e diminuiu a quantidade
P (2014) F:) com PPI. de droga nos exossomos, quando comparados
ao grupo nao tratado com PPI.
A N&o houve indugdo de acidose  Os tumores induzidos com maior expressdo de
* -
Borrgg an;ie Fz;raf;al. Can(cls/lr glg_r?)ama DOX’FCUIS €5 NA extracelular, apenas indugdo do  LASS2 eram menores do que os controles ap6s
P expressdo de LASS2. tratamento com DOX.
- . . N . X . Apenas foi analisada a expressao da proteina
*
_ Pelegrini  Melanoma, cancer de C_Ioroqu!na, 6.5, 6.8, Né&o houve inducdo de acidose LC3, a qual mostrou-se elevada apenas nas
Autofagia etal colo de Gtero e bafilomycin Al 74 extracelular, apenas tratamento reqites de normoxia. nas reaises de hinoxia nio
(2014) osteosarcoma (BafAl), Lys-01 ' com cloroquina. g ’ 9 P

houve expressao.
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ARTIGO CIENTIFICO III

Analise do comportamento do cancer de boca em microambiente acido

Periddico para submissdo: Oral Oncology
Fator de impacto: 4.286
Quialis: Al

Resumo

Objetivos: avaliar o comportamento de linhagens de carcinoma espinocelular de
boca em microambiente acido por meio da andalise do perfil migratério, capacidade de
expressar células do tipo tronco tumorais e de resistir a quimioterapicos.

Materiais e métodos: linhagens de células de carcinoma de boca (SCC-4, SCC-9) e
queratinocitos (HaCat) foram expostas ao meio de cultura acido por 7 e 21 dias, depois
recondicionadas ao meio neutro. A proliferagdo das células foi verificada pelo ensaio
clonogénico. A capacidade de migragéo celular foi avaliada pelo ensaio de cicatrizacdo de
feridas e time-lapse. O perfil de expressdo génica para marcadores de EMT e de células-
tronco tumorais foi avaliado por PCR em tempo real. A resisténcia ao quimioterapico
Cisplatina foi determinada pelo ensaio de viabilidade celular de Sulforodamina B. Foram
utilizados os testes estatisticos ANOVA e ANOVA de duas vias, seguidos do teste de
Bonferroni. O nivel de significancia considerado foi de p< 0.05.

Resultados: observou-se que todas as linhagens modificaram seu aspecto
morfoldgico. As células de carcinoma espinocelular demonstram um feno6tipo mesenquimal
e maior potencial de migracdo quando comparadas aos queratindcitos bucais, que por sua
vez, diminuiram o potencial de migracdo quando expostos ao meio &cido (p<0.05).
Observamos o aumento da expresséo de N-caderina (p<0.05) concomitante a diminuigdo de

E-caderina (p<0.05) apos o tratamento com pH 6.8. A exposicao cronica a acidez aumentou
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a capacidade de produzir orosferas (SCC4: p=0.007/ SCC9: p= 0.1202) e a expressdo génica
de CD44 (p=0.0325). No entanto, a expressao de Bmi-1 foi reduzida (p=0.0572). A
resisténcia a cisplatina foi detectada para os grupos de exposicao continua a acidez (p<0,05).
A citotoxicidade do quimioterapico foi restaurada apos o recondicionamento das células em
meio neutro por um periodo de sete dias (p>0,05).

Conclusdo: a exposicdo ao microambiente &cido aumenta o grau de agressividade das
linhagens de carcinoma espinocelular de boca, tornando-as mais resistentes a morte e com
maior capacidade migratoria.

Palavras-chave: Acidez extracelular; Cancer de boca; baixo pH.

1. Introducéo

O carcinoma espinocelular de boca (CEC) é uma das neoplasias mais frequente do
corpo humano, apresentando-se com baixas taxas de sobrevivéncia — em torno de 50% em 5
anos [1,2]. Caracteriza-se por ser comumente detectado em estdgios avancados, onde o
tratamento de primeira escolha é a resseccdo cirdrgica, seguido da radioterapia e
quimioterapia como tratamentos coadjuvantes [3-5]. Apesar de a quimioterapia ser um tipo
de tratamento importante em outros tipos de céncer, para 0 CEC o seu uso ainda ndo é
efetivo [5]. Para evitar tratamentos agressivos e mutiladores para 0s pacientes portadores de
CEC, entende-se a necessidade da busca de terapias mais efetivas, fazendo-se necessario
compreender melhor o comportamento biolégico do CEC.

Atualmente, entende-se o cancer como um microambiente tumoral, onde héa
maultiplos fatores que véao interferir no desenvolvimento e comportamento do tumor [6,7]. A
desregulacdo do metabolismo energético é uma caracteristica marcante do microambiente
tumoral [7]. O principio desta desregulacdo é a capacidade que a célula cancerigena

desenvolve de inverter o tipo de metabolismo da glicose, deixando de produzir sua energia
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pela fosforilagdo oxidativa para produzir através da fermentagéo latica. A implicacdo desta
inversdo é que as células precisam de uma maior quantidade de reacdes de glicOlise para
produzir a energia necessaria para sobreviver. Dessa forma, liberam para o meio extracelular
uma grande quantidade de ions de hidrogénio e lactato, diminuindo seu pH e o tornando
acido [7,8].

A exposicdo crénica da célula tumoral a acidez pode resultar numa selecéo de células
tumorais com fenotipos mais agressivos [9-12]. A literatura ja demonstrou que células de
melanoma, cancer de mama, préstata, pulméo, entre outros, quando expostas a baixo pH,
podem demonstrar maiores potenciais de invasdo, metastase, aumentar a populacdo de
células-tronco tumorais, diminuir a sensibilidade a quimioterapicos. Trabalhos com
espécimes de bidpsia também demonstraram que o aumento dos niveis de lactato esta
relacionado com pior prognostico[13-14]. Contudo, estudos in vivo demonstraram que, ao
tratar animais com terapias tamponantes, € possivel observar diminui¢do do crescimento do
tumor, menor risco de metastases e aumento das curvas de sobrevivéncia [15-18]. Por isso,
terapias que visam eliminar os mecanismos de acidificacdo tumoral, agindo no
tamponamento e em alvos moleculares do metabolismo glicolitico, vém sendo
desenvolvidas ao longo dos ultimos anos [19].

Apesar da literatura ja ter demonstrado que o pH do CEC de boca pode se apresentar
acido, entre 6.56 e 6.97 [20], o perfil do seu comportamento frente a acidez ainda nao foi
investigado. Portanto, o presente estudo tem o objetivo de demonstrar os efeitos da
exposicdo a um microambiente acido em células de carcinoma espinocelular de boca,
identificando o perfil de proliferacdo, migracdo, do fénotipo de celula tronco tumoral e da
resisténcia a quimioterdpicos. Para mimetizar o dinamismo do microambiente tumoral,
estudamos o comportamento celular de duas formas: criamos um modelo de exposicao

continua ao pH acido em diferentes tempos experimentais e também um modelo onde apos a
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exposicdo a acidez, as células foram recondicionadas ao meio neutro. Pretende-se, com isso,
contribuir um melhor entendimento da biologia tumoral do carcinoma espinocelular de boca,
abrindo a possibilidade para respaldar o desenvolvimento de novas terapias e 0 avanco na

busca de melhores indices de sobrevida dos pacientes acometidos por esse tipo de cancer.

2. Materiais e Métodos

2.1. Cultivo Celular
Foram utilizadas linhagens de células tumorais de Carcinoma Espinocelular de Boca
(SCC-4 e SCC-9/Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ) e
Queratindcitos Humanos (HaCat /Banco de células da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — UFRJ) . Inicialmente, os grupos foram divididos em neutro e acido. O grupo de
células do meio neutro foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco com
grande concentracdo de glicose (DMEM, 12100046, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Thermo Scientific, 12657FBS), 5mM de
Hepes (Thermo Scientific, 15630080), 2g de bicarbonato de sodio (Sigma-Aldrich, S5761,
St. Louis, Missouri, EUA), 100U/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina (Thermo
Scientific, 15240062). As células do grupo é&cido foram cultivadas com meio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Thermo Scientific), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Thermo Scientific, 12657), 5mM de Hepes (Thermo Scientific, 15630080) e
25mM de Pipes (Sigma-Aldrich, P1851, St. Louis, Missouri, EUA), 100U/ml de penicilina,
100 mg/ml de estreptomicina (Thermo Scientific, 15240062) e acidificados com &cido
cloridrico a 5M (Merck, Darmstadt, Alemanha, HC886668). Ambos os grupos foram
mantidos em ambiente imido a 37°C e a 5% de CO,. O controle do pH foi mensurado com
pHmetro (Analion, Ribeirdo Preto, SP, Brazil, PM608) e os meios foram trocados a cada 2-

3yhnnnnnnn45 dias.
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Um grupo de células foi mantido em meio acido (6.8) durante o periodo de 7 e de 21
dias, os quais foram denominados de “7D” e “21D”. Outro grupo de células foi mantido em
meio com pH acidificado (6.8) durante 7 e 21 dias e posteriormente foi recondicionado em
meio neutro por 7 dias, sendo denominados “7+7D” e “21+7D”. O grupo controle foi
mantido em meio neutro constantemente (7.4). As trocas de meio aconteciam a cada dois

dias.

2.2. Ensaios de migracéao celular
2.2.1. Time lapse
O padrdo de migracdo individual das células foi analisado utilizando o ensaio de time
lapse. Para tanto, as células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x10°. Em um
microscopio invertido, uma area contendo entre dez e vinte células foi selecionada e o video
do time lapse foi realizado a partir da obtencdo de uma fotografia tirada a cada dez minutos
ao longo de um intervalo de vinte horas. O material obtido foi analisado e a movimentacéao

de cada célula foi mapeada no software ImageJ.

2.2.2. Cicatrizacao de ferida
Para avaliar a migracdo das células tumorais, foram realizados ensaios de
cicatrizaco de ferida nos quais as células foram plaqueadas na concentracido de 7 x10°.
Apos atingirem confluéncia, foram feitos dois riscos formando uma cruz no centro da placa,
com o auxilio de uma ponteira. O meio presente na placa foi entdo aspirado e as células
receberam trés lavagens com PBS. O PBS foi aspirado e 0 meio de cultivo de pH neutro
(7,4) adicionado. Foram realizadas fotografias dos quatro pontos do traco adjacentes a cruz

central (ponto de encontro entre os dois tracos) em diferentes tempos experimentais (Oh, 10h
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e 24h). Cada fotografia obtida foi analisada e o fechamento da ferida foi mensurado no

software ImageJ.

2.3. Ensaios para verificacdo da propriedades de Células Tronco-tumorais

2.3.1 Orosferas

Confeccionou-se uma camada de baixa aderéncia com pé de agarose (Kasvi,
Curitiba, PR, Brazil) em placas de 6 pocos e foram semeadas 5000 células por poco. Sete
dias apos o plagueamento, o nimero de colénias foi quantificado no microscopio invertido.
Foram consideradas orosferas as colonias ndo aderentes que possuiam > 25 células. [21].

2.3.2 PCR em tempo real

Foram comparadas a expressao génica de marcadores de células-tronco tumorais
(Bmi-1, CD44) e de transicdo epitélio-mesénquima (E-Caderina, N-Caderina) dos diferentes
grupos analisados. O RNAm foi extraido com Trizol (Invitrogen, Carlsbad, OH, USA),
seguido da técnica de fenol e cloroférmio. O CDNA foi preparado com o kit superscript 111
reverse transcriptase (Invitrogen). Para a realizacao da reacdo do PCR em tempo real, foram
utilizados os primers Tagman (Thermo Scientific): Bmi-1 (Hs00409825 gl1); CD44
(Hs01073861_m1), E-caderina (Hs01023894 _m1); N-caderina (Hs00983056_m1). Todas as
reacOes foram realizadas em triplicatas e normalizadas para GAPDH (Hs02758991 g1) e B-

actina (Hs01060665 _g1).

2.4. Ensaio para proliferacdo e determinagéo da viabilidade celular
2.4.1. Clonogénico
Apos as células receberem tratamento acido de acordo com 0 seu respectivo grupo,
foram lavadas com PBS e submetidas a acdo de tripsina-EDTA 0,25% (Thermo Scientific,
25200056). Foram plaqueadas 1000 células numa placa de seis po¢os. O meio foi trocado a

cada 2 dias e, ap06s quinze dias, os pocos foram lavados com PBS, fixados com metanol
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(Sigma-Aldrich, 322415, St. Louis, Missouri, EUA) e corados com cristal violeta a 0,25%
(Sigma-Aldrich, C5042). Para contagem, os pocos foram divididos em quatro quadrantes
com auxilio de uma caneta com ponta de tungsténio. As coldnias foram contadas em
microscopio invertido e foram consideradas colonias a partir de 50 células.

2.4.2. Ensaio da Sulforodamina B

As células foram semeadas numa concentracéo de 5x10° células por poco em placas
de 96 pogos. A Cisplatina foi adicionada vinte e quatro horas ap6s (Bedford Lab, Bedford,
OH) em diferentes concentracBes. Ap6s 72 horas, as células foram fixadas com é&cido
tricloroacético 10%, coradas com SRB 0,4% (Sigma-Aldrich) e lavadas em éacido acético a
1%. As placas foram lidas num leitor de microplacas a 560 nm. Os resultados foram
normalizados contra a densidade de plaqueamento do controle inicial e livre de drogas. Os
dados foram obtidos a partir de triplicatas de cada condigdo e sdo representativos de trés

experimentos independentes.

2.5. Anélise estatistica
Inicialmente, foi realizada a anélise da distribuicdo dos dados. Para a comparagédo
estatistica dos grupos, quando a distribuicdo for normal, foram utilizados os testes ANOVA
e ANOVA de duas vias, seguidos do teste de Bonferroni, utilizando o programa GraphPad

Prism 5.0 (La Jolla, CA). O nivel de significancia considerado foi de p< 0.05.

3. Resultados
A exposicdo cronica a acidez diminui a proliferacdo celular e alteracdes
morfologicas em células epiteliais de carcinoma espinocelular de boca
Morfologicamente, é possivel observar as alteracdes que a exposi¢do a acidez do

meio causa em todas as linhagens celulares. Nota-se que todas as linhagens de células
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estudadas modificaram seu aspecto. Quanto maior o grau de exposicao a acidez, maiores séo
as proporcdes de vacuolos e alteracdes morfoldgicas celulares (Figura 1A). Para o cultivo do
grupo de 21 dias em meio &cido, foi necessario iniciar o tratamento das placas com altos
niveis de confluéncia (90-100%), pois se percebeu que, quanto menor a confluéncia da
placa, menores as chances das células sobreviverem a esse tipo de tratamento. Outro ponto
importante é que as células ndo sobreviviam a realizacdo de passagens continuas em meio
acido (Figura Suplementar 1).

Quando as linhagens de células foram comparadas, notou-se que as células epiteliais
ndo tumorais HaCat foram menos resistentes ao meio acido do que as SCC-4 e as SCC-9. As
HaCat, por serem queratindcitos normais, visivelmente eram as linhagens que mais sofriam
com o meio acido. Para resistir a exposicao cronica ao meio acido, estas células tinham que
iniciar o tratamento com a placa 100% confluente. Durante os primeiros 7 dias, as células
mudavam seu aspecto estrutural, diminuiam o seu tamanho e havia muita morte celular. Ao
recondiciona-las no meio neutro por mais sete dias, as HaCat se recuperavam e retornavam
a sua morfologia original. No entanto, a exposicdo ao meio acido por 21 dias resultou em
morte celular macica e, mesmo recondicionando-as em meio neutro, ndo foi possivel
observar a recuperacdo das células remanescentes (Figura 1A).

As SCC-9 também sofreram bastante no meio acido. Nos primeiros 7 dias, notou-se
que houve uma grande quantidade de morte celular. As células referidas perderam seu
aspecto epitelidide e demonstram uma aparéncia achatada e fusiforme, semelhante as células
mesenquimais. Ao recondicionar ao meio neutro, as SCC-9 continuaram com o fendtipo
adquirido. Apos 21 dias de exposi¢do ao meio acido (6.8), poucas células sobreviveram.
Quando recondicionadas em meio neutro, houve um crescimento marcado da quantidade de
células grandes arredondadas com vacuolos no seu interior € menor capacidade de

recuperacdo (Figura 1A).
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As SCC-4 foram mais resistentes ao meio acido. Nos primeiros 7 dias, houve
mudanca da morfologia semelhante as descritas nas SCC-9 (Figura 1A). Houve também
morte celular e diminuicdo da viabilidade e proliferacdo (Figura 1B). Ao recondicionar as
SCC-4 em meio neutro, a maior parte das células recuperou a viabilidade e a morfologia
epitelidide. Apos 21 dias de exposicao, foi possivel notar um aumento do aspecto fusiforme
e diminuicdo da viabilidade. Ao recondicionar em meio neutro, as células se recuperaram
lentamente.

O ensaio de proliferacdo demonstrou que, quanto maior é a exposicdo a acidez,
menor € a capacidade proliferativa (Figuras 1B e 1C). Acreditamos que a exposi¢do cronica,
como no tempo de 21 dias em meio &cido representa um forte estresse celular, o que impde a
necessidade de mais tempo para que as mesmas se recuperem, quando recondicionadas ao

meio neutro (Figura 1D).

A acidez extracelular aumenta a migracéo de linhagens de CEC de boca e induz
a transicao epitélio-mesénquima

Os resultados demonstram que na migracdo coletiva, pelo ensaio de cicatrizacdo de
feridas, as células SCC-4 tém maior potencial de migracdo quando comparadas as SCC-9 e
as HaCat (Figuras 2A e 2B). O grupo “7+7D” das SCC-4 apresentou maior potencial de
migracdo coletiva quando comparado ao grupo “21+7D” e as outras linhagens. Para a
linhagem SCC-9, ndo houve diferenca entre os grupos analisados. Nas HaCat, 0 meio acido
causou uma perda no potencial da migracgéo coletiva (Figura 2B).

Na analise de migracdo individual das células, observou-se que a linhagem SCC-4
quanto mais exposta ao meio &cido, maior sua capacidade para percorrer maiores distancias
e com maior velocidade. As células da linhagem SCC-9 conseguiram percorrer uma maior

distancia e com maior velocidade, quando comparadas as outras linhagens. No entanto, o
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grupo experimental desta linhagem n&o obteve diferenca estatistica, quando comparado ao
grupo controle. Para as HaCat, ndo houve diferenca entre os grupos analisados (Figuras 2C e
2D).

A exposicdo ao meio acido causou alteracbes morfoldgicas, levando a um fendtipo
de célula mesenquimal nas linhagens de CEC (Figura 2E). Para investigar se as alteracfes
observadas eram devido a inducédo da transicdo epitélio-mesénquima (EMT), foi avaliada a
expressao génica de marcadores epiteliais e mesenquimais nas células SCC-4. Observou-se
que, quanto maior a exposi¢do ao meio acido, maior € a expressdo de N-caderina e menor a
de E-caderina, concluindo que a exposic¢do prolongada ao meio acido induz a EMT (Figura

2F).

A exposicdo ao meio acido induz o fendtipo de células-tronco tumorais em
linhagens de carcinoma espinocelular.

O ensaio de orosferas foi realizado nas linhagens de células SSC-4 e SCC-9. Para
ambas as linhagens, os resultados demonstraram gque 0S grupos mais expostos ao meio acido
foram capazes de formar mais esferas (Figura 3A). Ja a analise da expressdo génica de
marcadores de células-tronco tumorais da linhagem SCC-4 mostrou aumento da expressao
de CD44 apenas para os grupos “7D” e “21D”. Ao recondiciond-los em meio neutro, a
expressdao de CD44 diminuiu (Figura 3B). Para o marcador Bmi-1, houve diminui¢do da

expressao em todos 0s grupos experimentais (Figura 3B).

A acidez extracelular causa aumento da resisténcia a cisplatina em células de
carcinoma de boca.
Maior resisténcia a cisplatina foi observada nos grupos “7D” e “21D” das linhagens

de células SCC-4. Disso depreende-se que, a exposicdo a acidez, resulta em maior a
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resisténcia ao quimioterapico referido (Figura 4A). Ao diluir a droga em meio neutro,
observou-se uma restauracdo parcial da citotoxidade da droga (Figura 4B). Ap0s

recondicionamento por 7 dias em meio neutro, a sensibilidade foi totalmente restaurada.

4. Discussao

A busca da diminuicdo de tratamentos agressivos e mutiladores, assim como das
altas taxas de mortalidade de pacientes acometidos pelo carcinoma espinocelular de boca,
sdo 0s principais objetivos das pesquisas nesta area. Neste sentido, expandir o conhecimento
sobre 0 microambiente tumoral do CEC € um ponto fundamental. A acidose extracelular do
microambiente do tumor é caracteristica que leva ao aumento da agressividade de tumores
solidos. O pH extracelular do CEC de boca é acido e os resultados deste estudo demonstram
que linhagens de células expostas a acidez produzem caracteristicas agressivas, assim como
foi evidenciado por outros estudos com diferentes tipos de cancer [9,11,22,23].

Neste estudo, assim como em outros ja publicados [10,23], foi possivel observar que
a exposicdo a acidez pode levar a altera¢fes no fenétipo da célula, aumentando a quantidade
de vacutolos no seu interior e mudando a caracteristica do citoesqueleto para um aspecto
mesenguimal. Assim, hipotetizamos que o ambiente acido pode levar a um maior potencial
de migracdo celular. Ao analisar a capacidade migratoria das linhagens de cancer de boca,
foi possivel notar que, uma vez expostas ao pH é&cido, quando as células eram
recondicionadas em meio neutro, houve aumento da migracdo celular e da expresséo génica
de marcadores que evidenciam a transicdo epitélio-mesénquima. O mesmo efeito ja foi
observado em outros tipos de cancer [9,10,18,24]. Para verificar se esse efeito é especifico
em células tumorais, repetimos os experimentos com as celulas epiteliais HaCat, e

observamos um resultado inverso: o tratamento com meio acido reduziu a capacidade
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migratoria dessas células epiteliais. Essa observagdo sugere que a reprogramacao genetica
que acontece na célula cancerosa modifica os efeitos da acidez.

E importante que outros aspectos que influenciam os processos de invasdo e de
metastases sejam investigados também, como a degradacdo de matriz extracelular. Em
tumores de melanoma, cancer de mama, prostata, pulmao, entre outros, ja foi observado que
0 pH &cido do meio pode induzir a expressao de metaloproteinases de matriz, catepsina B e
outras enzimas que fazem parte do processo de degradacao de colageno e matriz extracelular
[23,25]. Dessa forma, a acidose extracelular pode ser considerada como um dos grandes
propulsores para a invasdo tumoral e para geracdo de metastases.

Outra caracteristica importante associada a agressividade tumoral € a capacidade de
desdiferenciacdo para um fendtipo com caracteristicas semelhantes ao de células-tronco
tumorais [26]. Um ensaio bastante utilizado na literatura para o estudo das células-tronco
tumorais € o ensaio de orosferas, onde as células sdo desafiadas a proliferar e formar esferas
em uma situacdo de anoiquia, ou seja, quando séo impedidas de se aderir a um substrato[21].
Os nossos resultados demonstraram que as duas linhagens de CEC estudadas foram capazes
de produzir mais orosferas, denotando a capacidade de reproduzir esse fenétipo. Quando
comparamos a proliferacdo celular em situacdo de aderéncia (tanto pelo ensaio clonogénico
quanto pelo SRB), as células em pH acido proliferavam menos, mas quando desafiadas em
uma situacdo de extremo estresse (anoiquia) observamos maior capacidade de produzir
esferas, sugerindo que o tratamento acido aumenta a fracdo de células-tronco tumorais nessa
populacéo.

Ao avaliar esta capacidade por meio da expressdo génica de marcadores de células-
tronco tumorais [21] na linhagem SCC-4, observou-se que, quando comparado ao grupo
controle, houve um aumento dos niveis de CD44. No entanto, observamos uma diminuicao

de outro marcador de pluripoténcia, o Bmi-1. A proteina Bmi-1 esta altamente expressa em

96



diversos tipos de cancer, no entanto, no CEC bucal sua alta expresséo pode estar associada a
estagios iniciais da carcinogénese bucal [27]. Sua funcdo é controlar o ciclo celular, atuar na
auto-renovacao de células-tronco tumorais e na sobrevivéncia da célula [28]. Os niveis de
Bmi-1 nos grupos expostos a acidez ficaram abaixo do grupo controle. Outro fator que pode
explicar a baixa regulacdo de Bmi-1 nas células expostas a acidez neste estudo é que uma
das suas func@es € controlar o ciclo celular [27]. Nossos resultados demonstraram que, nos
grupos experimentais expostos a acidez, houve uma reducdo da proliferacdo celular.
Contudo, o papel de Bmi-1 em células de CEC de boca expostas ao meio acido ainda nao foi
bem elucidado e necessita ser melhor explorado.

A resisténcia a quimioterapicos é outra consequéncia que a acidose provoca em
tumores sélidos. Os mecanismos que mediam essa intera¢do ainda ndo sdo bem explicitos na
literatura. No entanto, ja é sabido que o pH tem efeito direto na distribuicdo e absorcédo de
drogas quimioterapicas por meio do mecanismo de aprisionamento de ions (ion trapping —
efeito dos ions na distribuicdo de drogas) [29-31]. A Cisplatina € um quimioterapico acido
fraco — que se apresenta comercialmente como base fraca [32]. Drogas consideradas bases
fracas, ao entrar em contato com o microambiente tumoral acido, tornam-se protonadas fora
da célula e ndo conseguem ser absorvidas e realizar sua funcdo terapéutica. N0ssS0S
resultados demonstraram que, em pH &cido, as células foram mais resistentes, porém,
quando houve diluicdo da droga em meio neutro para impedir o ion trapping, essa
resisténcia foi parcialmente revertida, sugerindo que a resisténcia observada ndo pode ser
explicada apenas pelo fendmeno de ion trapping.

Ao recondicionar por um periodo maior em meio neutro (7 dias), a sensibilidade foi
totalmente revertida. Na comparacao entre 0s grupos expostos a acidez, a expressao de Bmi-
1 foi maior nos grupos “7D” e “21D” em comparagdo ao grupo “7+7D”. Esses grupos de

exposicdo continua a acidez, também se mostraram mais resistentes a Cisplatina. Tais
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achados corroboram com o analise realizada por Nor et al (2014), onde verificaram que
havia aumento na expressdo de Bmi-1 em células resistentes a Cisplatina, quando
comparados a células nédo resistentes a esses quimioterapicos.

Considerando que as condi¢des do microambiente tumoral ndo séo estaticas, mas sim
muito dindmicas, neste estudo, utilizamos dois sistemas para estudar o efeito do pH no
comportamento celular: a exposicdo continua a acidez e o recondicionamento ao pH neutro.
Observamos que a exposicdo continua aumenta a resisténcia celular e, quando
recondicionadas por um periodo de 7 dias, a resisténcia € revertida. Assim, podemos sugerir
gue uma alternativa terapéutica a resisténcia induzida pela acidose extracelular é a utilizacdo
concomitante de inibidores de bomba de protons. A inibicdo da V-ATPase com 0 uso de
Pantoprazol em células de cancer gastrico aumenta a sensibilidade a Cisplatina [33]. Porém,
atuar restaurando o pH neutro do meio extracelular deve ser avaliado com cautela, visto que
uma vez expostas a acidez, quando recondicionadas em pH neutro, as células tumorais
tiveram sua capacidade migratoria impulsionada.

Apds a analise do comportamento das células de cancer bucal, observamos que o pH
acido diminui o potencial de proliferacdo, aumenta a capacidade migratoria, induz um
fenotipo semelhante a ceélula-tronco tumoral e aumenta a resisténcia ao tratamento
quimioterapico. Visto a capacidade da célula em se comportar de maneira agressiva, tanto
em exposicdo continua a acidez quanto no recondicionamento em meio neutro, é
imprescindivel investir em medidas alcalinizantes de forma coadjuvante ao tratamento de

tumor.
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Figura 1 — A, ensaio clonogénico da linhagem SCC-4 nos diferentes grupos experimentais; B, quantificagdo do nimero de col6nias nos diferentes grupos experimentais da
linhagem SCC-4 (p, ANOVA, post-hoc Tukey); C, ensaio da Suforadamina B para verificar a viabilidade celular nos diferentes grupos experimentais da linhagem SCC-4.
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Figura 2 — Perfil migratério das linhagens SCC-4, SCC-9 e HaCat em microambiente acido. A, Quadro comparativo entre os diferentes grupos do ensaio de cicatrizagdo de
feridas da células SCC-4; B, tabela comparativa do fechamento de feriadas nos tempos de 10 e 24 horas (p, ANOVA, post-hoc Tukey); C, comparagdo entre a distancia e a
velocidade média percorrida pelas células dos diferentes grupos experimentais(p, ANOVA, post-hoc Tukey); D, Aspecto morfol6gico das células SCC-4 expostas ao pH &cido
por sete dias (seta branca) em comparagdo as células mantidas em pH 7,4; E, Quantificacdo por PCR em tempo real de N-Caderina e E-Caderina da linhagem SCC-4, os
niveis de expressdo foram normalizados para GPDH e B-actina (p, ANOVA, post-hoc Tukey).
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Figura 3 — Analise do perfil de populacéo de células tronco tumorais nas linhagens de SCC-4 e SCC9. A, Quantificacdo do nimero de esferas formadas no periodo de 7 dias
em placas de baixa aderéncia com agarose nos diferentes grupo experimentais nas linhagens SCC-4 e SCC-9 (p, ANOVA, post-hoc Tukey). B, Analise da expresséo génica de
CD-44 e Bmi-1 por PCR em tempo real da linhagem SCC-4, os niveis de expressao foram normalizados para GPDH e B-actina (p, ANOVA, post-hoc Tukey).
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Figura 4 — A, Perfil de resisténcia ao quimioterapico cisplatina na linhagem de células SCC-4 para os grupos 7D e 21D. B, Resisténcia ao quimioterapico cisplatina com o
grupo 21D com a droga diluido em meio neutro e resisténcia ao quimioterapico cisplatina com o grupo 7+ 7D (p, ANOVA de duas vias, post-hoc Bonferroni), **p<0,01,

***p<0,001.
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Figura suplementar 1 — A, Perfil morfoldgico das linhagens HaCat, SCC-9 e SCC-4 nos periodos de tratamentos utilizados nos grupos experimentais. B e C, Crescimento
exponencial da populacéo de células expostas ao meio neutro e ao meio acido das células SCC-4 ( Amostras em triplicatas — 1,2,3 ).
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CONSIDERACOES FINAIS

Entender os processos moleculares que mediam a progressdo do cancer ainda € um
desafio para a ciéncia. Trata-se de uma doenca que possui extrema habilidade em criar
mecanismos de adaptacdo, em desenvolver a capacidade de se expandir e sobreviver a
diferentes tipos de ambientes. Por esse motivo é que o estudo dos fatores que influenciam a
adaptacdo das células cancerigenas, como o0 microambiente tumoral, é de fundamental
importancia. O metabolismo do tumor é uma caracteristica do microambiente do tumoral
que resulta em acidez extracelular e vem sendo bastante discutido na Gltima década, pelo
papel que representa na progressao e na sobrevivéncia da célula cancerigena.

Apesar dos efeitos da acidez extracelular no cancer terem sido pouco estudados até o
presente  momento, o0s resultados dos estudos publicados tém demonstrado efeitos
significativos na progressdao de tumores solidos. Conclui-se, portanto, que a acidez
extracelular aumenta os potenciais de migracdo e invasdo, assim como o risco de formar
metastases, e acaba produzindo fendtipos mais agressivos que resiste a tratamentos
quimioterapicos.

Entretanto, a literatura vem demonstrando que é possivel utilizar estratégias
terapéuticas capazes de diminuir os efeitos da acidez na progressdo do cancer. Estudos in
vivo comprovaram que o0 uso de substancias tamponantes, como bicarbonato de sédio, em
modelos animais leva a diminuicdo do tamanho do tumor e do nimero de metéstases. Ha
também evidéncias que demonstram que uma dieta com alimentos alcalinos, como a dieta
mediterranea, pode reduzir o risco relativo do desenvolvimento de alguns tipos de cancer,
como, por exemplo, o de mama. Além disso, existe a evidéncia de estudos clinicos que
visam inibir o metabolismo da glicose e, com isso, impedir a acidez do microambiente do

tumor. Assim é possivel constatar os potenciais terapéuticos que o conhecimento sobre o

108



metabolismo tumoral gera para o desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento
do céncer.

Embora tenha sido comprovado que o cancer de boca apresenta pH acido, até o
presente momento ndo ha nenhuma andlise do perfil do comportamento desse tumor frente a
acidez. Com este estudo, constatou-se a influéncia da acidez extracelular no carcinoma
espinocelular bucal quanto aos mecanismos de migracéo, inducéo de células-tronco tumorais
e resisténcia a quimioterapicos. Desse modo, ressalta-se que a andlise dos efeitos da acidez
extracelular em carcinoma espinocelular de boca torna-se fundamental para garantir o uso de
medicamentos e praticas tecnoldgicas capazes de diminuir as altas taxas de mortalidade,
aumentar a sobrevida dos pacientes e reduzir a agressividade dos tratamentos.

Apesar de o modelo experimental de cultura de células bidimensional (2D) ser
fundamental para a analise comportamental do céancer, deve-se levar em consideragcdo as
limitacGes da sua técnica. A desvantagem da cultura de células em 2D é que a mesma nao
oferece condi¢bes que mimetizam complexidade do microambiente tumoral. Para tentar
simular o dinamismo do microambiente, n6s realizamos nosso estudo expondo as células em
meio acido e as recondicionando em meio neutro. Ainda assim, entendemos que essa ndo
seria a melhor maneira de confirmar os nossos resultados. Por esse motivo, pretendemos

avancar as nossas investigacdes a partir de estudos prolongados em modelos animais.
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