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Leptina compromete o efeito terapéutico da radiacao ionizante em células de
carcinoma epidermoide de boca

Introducédo

O carcinoma epidermoide de boca (CEB) é uma neoplasia maligna que se origina no epitélio de revestimento,
sendo considerada a neoplasia maligna mais comum em mucosa bucal (DEDIVITIS et al., 2004). A radioterapia (RT) é
uma importante modalidade terapéutica para o CEB, especialmente quando o individuo acometido pela doenga nédo
apresenta condi¢des clinicas para ser submetido a cirurgia ou ndo aceitar as possiveis mutilagdes faciais que a
intervencdo cirdrgica pode acarretar. Os pacientes com CEB avangado necessitam de RT adjuvante, sendo ela pré ou
pos-operatéria (VIKRAM, 1998).

A etiopatogénese do CEB ¢ atribuida a fatores genéticos, epigenéticos e ambientais, particularmente relacionadas ao
estilo de vida, como o tabagismo e etilismo (SEETHALAKSHMI, 2013). Estudos tém relatado a presenca de leptina
(Lep) e seu receptor em canceres gastrico, colo retal, da mama e outros (FRANKENBERRY et al., 2006; CHIA et al.,
2007; CASCIO et al., 2008). Alteracbes em proteinas componentes do sistema ubiquitina-proteassoma (UP), que
promove degradacgdo proteolitica, tem sido associado ao desenvolvimento de neoplasias. Dentre elas, as proteinas UBC
e USP2 podem desregular genes supressores de tumor e oncogenes, além de afetar a sensibilidade de células neoplasicas
a quimio e/ou radioterapia (BENASSI et al., 2013).

No que diz respeito ao CEB, a importancia da Lep e o sistema UP nessa neoplasia ndo é bem esclarecida. A
investigacdo cientifica da real influéncia dessas protéinas e sua via de sinalizagcdo no estabelecimento e progressdao do
CEB podem contribuir para a identificacdo de novos marcadores moleculares relacionados a sensibilidade e resisténcia
das células neoplasicas a acdo da radioterapia. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da Lep sobre a
proliferacdo celular do CEB, associada a mecanismos moleculares de ubiquitinacéo, sob radiacdo ionizante.

Material e métodos

A. Cultivo celular, tratamento com Lep e radiacao ionizante

As linhagem celulares imortalizada de CEB, SCC-9 (ATCC, USA), foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F12
contendo 10% de soro fetal bovino, 400ng/ml de hidrocortisona e 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (Gibco,
USA). As células foram tratadas com 100ng/ml de Lep (Invitrogen, USA), por 72 horas. Os tratamentos com radiagao
ionizante foram realizados no dia da administracdo da Gltima dose de Lep, através da exposicdo das células em
semiconfluéncia. As células foram tratadas com dose de 6 Gy de cobalto-60 (gray: unidade internacional de dose de
radia¢do ionizante), utilizando-se um acelerador linear Telecobalto Theratron Phoenix Philips SR 7510 (Eindhoven,
Holanda), a uma distancia fonte-campo de 70cm.

B. Determinacé&o do efeito da radiacé@o e/ou Lep sobre proliferacéo celular

Para avaliar o comportamento proliferativo das células submetidas aos tratamentos experimentais, foi utilizado o
método de quantificagdo celular em cAmara de Neubauer. O ndmero de células por ml de uma suspensao foi obtido pela
equacdo: N° de células/ml = (N° total de células / N° de quadrantes contados) x fator de dilui¢do x 10.000. Os dados de
proliferacdo foram obtidos 72 horas ap6s a administracdo da radiagdo, totalizando assim, 144h apds o inicio
experimental (72h de tratamento com Lep, seguido de irradiacdo e 72h de pds-radioterapia para analise da proliferagao).

Apo6s acontagem das células irradiadas e células ndo irradiadas, o indice de sobrevivéncia (IS) foi calculado de acordo
com a equagdo a seguir: 1S= (N° total de células irradiadas/N° total de células ndo irradiadas) x 100.

E. Ensaio de expressao génica

Através do método gRT-PCR, investigou-se a associagdo entre o fendétipo obtido no ensaio de proliferacdo e
expressdo dos genes UBA e USP2, relacionados & degradacgdo e ubiquitinagdo de proteinas. Para isso, 0 RNA total foi
isolado com Trizol (Invitrogen, USA). Realizou-se a transcricdo reversa utilizando o Reverse Transcription Kit
(Invitrogen,USA). Utilizou-se método Tagman num sistema de equipamento StepOne (Applied Biosystems, USA).
Resultados e discussdo
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A. A Lep atua favorecendo a proliferacdo celular e protegendo as células dos efeitos radioterapicos

A Fig. 1 apresenta o comportamento proliferativo das células SCC-9 tratadas e grupo controle, depois de serem
submetidas a dose de 6GY de radiacdo ionizante. As células do grupo controle “ndo tratadas com Lep e irradiadas”
sofreram diminuicdo nos niveis de proliferacdo. As células tratadas com Lep e irradiadas, apresentaram altos niveis
proliferativos, sugerindo que a Lep pode ser um fator associado a radiorresisténcia das células neoplasicas, uma vez que
estas mantiveram o fenétipo proliferativo, mesmo sob altas doses de radiacdo ionizante (Fig. 1A). A fotografia
representativa apresentada na Fig. 1A ilustra a proliferacdo celular para as diferentes condi¢fes experimentais. Pode-se
observar o nimero aumentado de células do grupo tratado com Lep, mesmo ap6s a exposicdo da radiacao.

Os dados de Indice de sobrevivéncia das células do “grupo controle nio tratado com leptina” e do “grupo tratado com
leptina” depois de terem sido irradiadas estdo apresentados na Fig. 1B. Os resultados mostraram que a Lep, apesar da
irradiacdo, pode favorecer a sobrevida das células neoplésicas. As células neoplésicas SCC-9 ndo tratadas com Lep
(controle) apresentaram uma diminuicdo de 19,1% no indice de sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo tratado
com Lep.

B. Lep favorece proliferacdo celular aumentando a expressao de UBA e USP2, mas, sob radiacao, a proliferacao foi
UBA- e USP2-independentes

Foi possivel observar uma superexpressdo de RNAm de UBA no grupo tratado com Lep, quando comparada ao grupo
controle (sem tratamento) (Fig. 2A), sugerindo uma associa¢do do aumento da proliferacdo celular provocada pela Lep e
um aumento da expressdo desse gene. Neste caso, 0 dominio UBA deve estar associado com uma proteina inibidora de
proliferacéo, favorecendo sua degradacdo e, consequentemente, o prosseguimento das fases do ciclo celular. A UBA
(ubiquitin-associating), componente do sistema ubiquitina-proteassoma (UP), interage com varias cadeias mono- ou
poli-ubiquitina, promovendo a degradagdo proteasomal (BUCHBERGER, 2002). No entanto, a radiagdo néo alterou a
expressdo deste transcrito e ainda impediu a agdo da Lep sobre a expressdo de UBA conforme observa-se na Fig. 2B.

A USP2, proteina desubiquitinase com agdo oncogénica, apresentou-se aumentada no grupo tratado por Lep e
diminuida nos grupos submetidos a radiacdo ionizante, por meio de andlises de gPCR (Fig. 3). Os resultados séo
condizentes com a literatura, pois 0 comportamento oncogénico desta proteina é atribuido a sua interagdo e prevencao
da degradacdo proteossdmica de proteinas especificas envolvidas em diferentes vias celulares, como a sintetase de
acidos graxos (FASN), Mdm2, MdmX, AIF, Ciclina D, Aurora-A e EGFR (GRANER et al., 2004). De acordo com 0s
resultados obtidos, sugere-se que o aumento da proliferacdo celular observado no grupo tratado com Lep e irradiado
seja um fendmeno que ocorreu independente da atuacdo de UBA e USP2. No entanto, um dado relevante do estudo
trata-se o efeito da Lep favorecendo o aumento na expressdo da USP2, em oposicdo a agdo da radiacdo sobre a
expressao dessa enzima.

Consideragdes finais

Os resultados demonstram que a Lep, além de promover o fen6tipo proliferativo de células do CEB por atuar em
mecanismos moleculares de degradagdo proteolitica, pode, também, estar envolvida em mecanismos de resisténcia a
radioterapia. Ainda que parciais, os achados deste estudo podem sugerir um papel protetor da Lep na resposta celular ao
estresse oxidativo, induzido pela radiacdo ionizante, em especial sobre o carcinoma de boca. Talvez, estratégias
terapéuticas, adjuvantes a radioterapia, que levem a reducdo dos niveis de Lep podem favorecer a radiossensibilizacdo
do CEB.
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Figura 1. (A) Alteragdes na proliferagdo de células SCC-9 ap6s o tratamento, durante 72 horas, com concentracdo de 100ng/ml de Lep e
administracdo de dose de 6GY de radiacdo ionizante (RDT). (B) indice de sobrevivéncia das células SCC-9 tratadas com 100ng/ml de Lep e grupo
controle ndo traado; ambos os grupos sob irradiagdo com 6 Gy de cobalto. Barras horizontais indicam p<0,05 entre os grupos; Teste Anova ou Tetste
T. CT: grupo controle ndo irradiado; CT_RDT: grupo controle irradiado; Lep: grupo tratado com Lep e ndo irradiado; Lep_RDT: grupo tratado com
Lep e irradiado
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Figura 2. Resultados de gRT-PCR de RNAm da UBA em células SCC-9. Barras horizontais indicam p<0,05 entre os grupos; Teste Anova ou Teste
T. CT: grupo controle ndo irradiado; CT_RDT: grupo controle irradiado; Lep: grupo tratado com Lep e néo irradiado; Lep_RDT: grupo tratado com
Lep e irradiado. (A) Ensaio na auséncia de radiagao ionizante. (B) Ensaio na presenca de irradiacdo com 6 Gy de cobalto.
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Figura 3. Resultados de gqRT-PCR de RNAm da USP2 em células SCC-9 na presenca de irradiagdo com 6 Gy de cobalto. Barras horizontais indicam
p<0,05 entre os grupos; Teste Anova ou Teste T. CT: grupo controle ndo irradiado; CT_RDT: grupo controle irradiado; Lep: grupo tratado com Lep e
ndo irradiado; Lep_RDT: grupo tratado com Lep e irradiado.



