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Introducéo

O cancer bucal é identificado como uma ameaga significativa para a satide pdblica em todo o mundo. Além disso, seu tratamento geralmente provoca disfun¢éo
e mudancas na fala, mastigagéo, interacéo socia e até morte (SPEKSNIJDER et al., 2010). O carcinoma de células escamosas bucais (CCEB) € a neoplasia
maligna mais comum que ocorre na boca e possui uma potente capacidade de metéstase local e distante (KUROKAWA et al., 2005). As células neoplésicas na
fronte invasiva frequentemente perdem fenétipos das células epiteliais e adotam fen6tipos semelhantes a células mesenquimais, referentes a transicao epitelial-
mesenquimatosa (TEM). A degradacéo do colageno tipo 1A1 (Col1A1) e reducéo ou perda da expresséo da E-caderina é considerada uma marca registrada da
TEM (ZHENG et al., 2009).

Sugeriu-se que a natureza invasiva e metastética do CCEB é uma consequéncia de sua adaptagdo ao microambiente hipoxico (UEHARA et al., 2009). Um
mecanismo importante para a adaptagéo as concentragdes reduzidas de oxigénio é a regulagdo do fator indutor de hipoxia 1-alfa (HIF-1?) (SEMENZA et al
., 2006). A superexpressdo do HIF-1? tem sido observada em muitas neoplasias humanas e o aumento dos niveis de proteina HIF-1? correlaciona-se com
estagios avancados de doenga e prognéstico ruim (KUNG et al., 2000). Evidéncias recentes sugerem que as vias de TEM e hipdxia podem estar associadas ao
desenvolvimento de metéstases (TSENG et al., 2015). O é&cido gdlico (AG) foi sugerido para induzir a apoptose e desempenhar um papel primordia na
prevencéo da neoplasia (FARIED et al., 2007). No entanto, 0 mecanismo molecular relacionado ao efeito da AG em metéstases permanece obscuro.
Considerando esses fatos, 0 objetivo do presente estudo € desenvolver e testar um modelo que possa explicar 0 mecanismo de acdo da AG em CCEB pela
primeiravez.

Material e métodos

A. Isolamento de RNA e PCR em tempo real

O RNA foi isolado de células usando o reagente de Trizol (GIBCO Invitrogen), de acordo com o fabricante.

O RNA total foi transcrito de formareversae o cDNA subsequente foi aquecido a 95 ° C para terminar areagdo. Para o PCR em tempo real, foram adicionados
2 2 do cDNA ao reagente SYBR GREEN (Life) com o HIF-1?, Col1A1 , E-caderina e caspase-3 (Sun et al., 2014) iniciador especifico / conjunto de sondas
(Life technologies, carlsbad, CA, EUA); A amplificaco foi realizada em um sistema StepOne Real-Time PCR (Life technologies, carlsbad, CA, EUA). Todas
as reagdes foram realizadas em triplicado e Beta-Actin (Life technologies, carlsbad, CA, EUA) serviu como controle interno.

B. Ensaio de proliferacéo

As células SCC-9, SCC-4 e HaCaT (1 X 105) foram semeadas em uma placa de 16 pogos suplementada com 10% de FBS. Em seguida, AG (Sigma) e CoCl2
(Sigma) foram adicionados ao meio de cultura. Apos 24 h, as células dos 5 grupos foram tripsinizadas e contadas usando uma camara de Newbavier.

C. Ensaio de migracéo

A migracdo celular foi monitorada em um ensaio de raspagem de ferida como descrito anteriormente (BRUSEVOLD et al., 2012). Resumidamente, um
arranhdo foi feito com uma ponta de pipeta estéril em uma camada celular confluente, e depois adicionou-se 10 ?g / ml de AG e 100 ?M / mL de CoCI2 em
meio isento de soro. Os pogos foram fotografados no inicio do experimento e ap6s 24h (células SCC-9 / HaCaT). Imagens foram obtidas pela camera SC30
(Olympus, Center Valey, PA, EUA) em um microscopio invertido IX81 (Olympus, Center Valley, PA, EUA). O software ImageJ foi utilizado paraandlise

D. Andlise etatistica

As andlises foram realizadas usando o software SPSS (Versdo 18.0) e GraphPad Prism (Versdo 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados
foram avaliados por ANOVA unidirecional, seguido do teste pds-teste de Tukey. Todos os dados séo obtidos como médias + S.D. O significado estatistico foi
aceito em p <0,05.
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Resultados e discussio

A. AG reduz a migraggo do carcinoma de células escamoso bucal sob condices hipoxicas

Os experimentos mostraram que 0 AG diminuiu o nimero de células HaCaT (Fig. 1 A) e SCC-9 (Fig. 1 B) sob condices de hipdxia. Os ensaios de invasdo de
feridas foram realizados nas células CCEB. Em comparagdo com o grupo néo tratado, nas células SCC9 (Fig. 2), o fechamento da distancia gap foi inibido
significativamente por AG a 10 729 / ml nas células HaCaT e SCC-9 (Fig. 2A e B). Conforme mostrado na Fig. 2C, AG reduziu significativamente a
invasividade e a migragéo em grupos CoCl2 + AG em células SCC9 (Fig. 2C). Os resultados indicaram que 0 AG é capaz de inibir as capacidades invasivas e
migratérias in vitro, bem como a proliferacdo celular.

B. Efeito de AG em HIF-1?, Caspase-3, E-caderina e expressao de Col1A1

A hipoxica é observada pelos niveis mais elevados de HIF-1? com a adicéo de CoCl2 em comparag@o com o grupo controle de células HaCaT (Fig. 3 A). AG
diminuiu os niveis de HIF-1? em células HaCaT sob condicOes hipdxicas (Fig. 3 A). Por outro lado, os niveis de HIF-1? foram maiores em células SCC-9
tratadas com AG e CoCl2 em comparacdo com AG sozinho e o grupo controle (Fig. 3B). Além disso, verificamos os niveis de proteina HIF-1? em células
SCC9 e observamos que AG + CoCl2 reduziu os niveis de HIF-1? na hipdxia, mas aumentou os niveis de HIF-1? na norméxia (Fig. 3B). Nossos dados
demonstram que AG, sob condices hipoxicas, esté associado a diminuigdo da expressao da proteina HIF-1?.

Nossos dados indicaram que o tratamento de AG acende acentuadamente a transcri¢ao de caspase-3. O AG + CoCl2 aumentou a transcricdo de caspase-3
quando comparado aos controles em células HaCaT, mas, AG ndo demonstrou efeito nos niveis de mRNA de caspase-3 em células sob condigdes hipoxicas
(Fig. 3B).

Foi demonstrado que a perda da expressdo / fungdo da E-caderina esta associada ao desenvolvimento e a progresséo do CCEB. A perda de E-caderina é
frequentemente associada a TEM e a aquisi¢do de um fendtipo mais invasivo e metastético (ZHENG et a., 2009). No estudo atual, AG recuperou os niveis de
E-caderina em células cancerosas em condi¢des normoéxicas e hipoxicas e reprimiu Col1A1. Os grupos AG e CoCl2 + AG induziram regulacdo ascendente da
E-caderina e supresséo de Col1A1 nas células SCC9 (Fig. 3 B). Nas células HaCaT, AG e CoCl2 + AG também induziram um aumento nos niveis de RNA da
E-caderina.

Conclusao

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que AG reduz significativamente a proliferagdo, invasdo e migracéo celular ao aumentar a E-caderina, reprimir
Col1A1 e diminuir a expressdo da proteina HIF-1?.
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Figura 1. Efeito de AG na célula numérica sob condicfes normoxicas e hipoxicas em células de carcinoma Fig. 1A, Efeito de AG em nlimero de células HaCaT; Fig. 1B, Efeito
de AG em niimero de células SCC9. * Significado estatistico
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Figura 2. Efeito da AG na migracéo e invasdo sob hipoxia em células de carcinoma. Fig. 2A, Efeito do teste de esfregago da AG de células HaCaT; Fig. 2B, Efeito do teste de
esfregaco da AG de células SCC9; Fig. 2C, Efeito do écido gélicoem ensaio Matrigel de células SCC9. * Significado estatistico
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Efeito de AG em HIF-1? sob hipéxia Fig. 3A, Efeito de AG em niveis de mRNA de HIF-1? em células HaCaT; Fig. 3B, Efeito de AG em niveis de mRNA de HIF-1? em células
SCC9, *Significado estatistico
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