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Introdugéo

O carcinoma epidermoide € a neoplasia maligna mais frequente em mucosa bucal (DEDIVITIS et al., 2004). A etiopatogénese do carcinoma epidermoide de
boca (CEB) é atribuida a fatores genéticos, epigenéticos e ambientais, particularmente relacionadas ao estilo de vida, como o tabagismo e etilismo
(SEETHALAKSHMI, 2013).

A leptina € um componente da regulacdo da homeostase energética corporal. Estudos tém associado a expressdo desse horménio e seu receptor ao
desenvolvimento de canceres em diversos sitios anatdbmicos, tais como estémago, colo retal e mama (FRANKENBERRY et d., 2006; CHIA et al.,
2007; CASCIO et a., 2008). Estudo recente apontou uma associagdo relevante da leptina no desenvolvimento e progressdo da carcinogénese de boca
(SOBRINHO SANTOS, E. M. et al., 2017)

A radioterapia (RT) € umaimportante modalidade terapéutica para o CEB. Os pacientes com CEB avancado necessitam de RT adjuvante, sendo ela pré ou pés-
operatéria (VIKRAM, 1998).

Um estudo demonstrou que a radioterapia levou a uma diminuicéo dos niveis de leptina em casos de cancer de cabega e pescoco (OZSOY S. et al. 2015). No
entanto, ndo € bem entendido se o aumento dos niveis de leptina é capaz de interferir sobre o efeito do tratamento do CEB.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi investigar a resposta fenotipica de linhagens celulares de CEB tratadas com leptina e expostas a radiagdo ionizante
terapéutica.

Material e métodos

A. Cultivo celular, tratamento com leptina e radiagdo ionizante

As linhagens celulares imortalizadas de CEB, SCC-9 e SCC-4 (ATCC, USA), foram cultivadas em meio de cultura DMEM/F12 contendo 10% de soro fetal
bovino, 400ng/ml de hidrocortisona e 1% de antibiético penicilina/estreptomicina (Gibco, USA). As células foram tratadas com 100ng/ml de leptina
(Invitrogen, USA), por 72 horas. Os tratamentos com radiacdo ionizante foram realizados no dia da administragéo da Ultima dose de leptina, através da
exposicao das células em semi-confluéncia. As células foram expostas a dose de 6Gy de cobalto-60 (gray: unidade internacional de dose de radiacéo ionizante),
utilizando-se o equipamento Telecobalt MachineTheratron Phoenix Philips SR 7510 (Eindhoven, Holanda), a uma distancia fonte-campo de 70cm. Apds 72
horas, foram realizados os ensaios fenotipicos, abaixo descritos. Os testes foram realizados em triplicata, em trés momentos independentes.

B. Determinagao do efeito da radiac&o e/ou leptina sobre proliferacéo celular

Uma densidade de 1x105 células foi plagueada em placas de 6 pogos e submetida aos tratamentos experimentais com leptina e exposigio a radiagio. Apds os
tratamentos, foi mensurada a viabilidade celular, através do método de contagem de células por exclusdo de azul de trypan.

C. Ensaio de migracéo

Uma de densidade 8x104células foi incubada em placas de 12 pogos, a 37 ° C, 5% de COZ2, durante 24 horas. Em seguida, foram tratadas com leptina durante
72 horas. Antes da exposi¢ao a radiago, utilizando uma ponteira de 20071, foi criada uma area livre de células, para analisar a capacidade de migragéo das
células submetidas aos tratamentos (CHAN, S. W. et al, 2008). Em seguida, as células foram irradiadas e a taxa de migrac&o foi mensurada ap6s72 horas. Um
microscopio invertido Olympus 1X81 (Olympus, Center Valley, PA, EUA) acoplado a camera SC30 (Olympus, Center Valley, PA, EUA) foi usado para
captura de imagens, e a &rea coberta por células migratérias foi quantificada usando o software ImageJ (NIH; Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij/).

D. Ensaio clonogénico ou ensaio de formagéo de coldnias celulares

As células foram semeadas em placas de 6 pogos e expostas aos tratamentos experimentais. Apds a irradiacéo, as células foram mantidas em estufa por 72
horas. Em seguida, as céulas foram tripsinizadas e plaqueadas novamente em placas de 6 pogos com uma densidade de 5x102 células. Foram mantidas em
meio de crescimento durante 10 dias para formar col6nias. Em seguida, as col6nias (cluster contendo ? 50 células) foram fixadas com 70% de etanol, coradas
com 2% de Giemsa e quantificadas pelo software Imagel. O controle ndo irradiado foi utilizado para a normalizagdo da fracdo sobrevivente de grupos
experimentais (FRANKEN N.A. et al, 2006).

E. Andlises estatisticas

Os resultados foram tabulados e analisados no software estatistico SPSS®, versdo 18.0, para Windows. Foi utilizado o teste Anova One-Way, com nivel de
significancia p<0,05.
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Resultados e discussdo
A. Leptina reduziu os efeitos supressivos da irradiacéo sobre o fendtipo neoplasico de células de CEB.

Para avaliar se a leptina interfere sobre o efeito de radiacdo ionizante (IR) em células de CEB, foram realizados os ensaios de viabilidade e
migracéo celular. A leptina aumentou a proliferacdo celular, apesar do efeito supressor induzido pela radiag@o. Estudos mostraram que alterages
na expressao de proteinas relacionadas ao ciclo celular, apoptose, angiogénese e metabolismo celular mostraram afetar radiossensibilidade de
pacientes com cancer de cabega e pescogo (BLATT, S. et al., 2016). (Fig. 1)

O efeito de radiagdo na migragéo celular também foi revertido pela leptina. Enquanto o grupo IR apresentou menor percentual de migracdo, o
tratamento com leptina acentuou a capacidade de migracao das células de CEB expostas aradiacdo (Fig. 2).

B. Leptina reduziu a sensibilidade das células de CEB a radiagdo ionizante, aumentando a formagao de coldnias

Para testar 0 efeito da leptina na resposta/sensibilidade das células de CEB aradiaco, foi analisada a formag&o clonogénica. As células tratadas
com leptina apresentaram baixa sensibilidade a radiagéo, formando mais clones celulares do que o grupo IR (Fig. 3). Assim, aleptina foi capaz
de favorecer radiorresisténcia das células de CEB, comprometendo o potencial antineoplasico da radiacéo ionizante. Tendo em vista a agdo da
radiacdo ionizante, promovendo a morte das células neoplésicas através da formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sugere-se que a
leptina possa reduzir a formagéo das EROs, favorecendo, assim, a sobrevivéncia das células.

Consideragdes finais

Os achados apontam que a leptina pode aumentar a resisténcia das células a radiagéo ionizante, reduzindo os efeitos supressivos da irradiacéo sobre o fenétipo
neoplésico de células de carcinoma epidermoide de boca. A condugdo de novos estudos funcionais in vivo levard a um maior entendimento da agéo da leptina
sobre o efeito da radioterapia, especiamente em individuos acometidos pelo CEB e que apresentam niveis aumentados desse hormdnio, como nos quadros de
obesidade.
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Figura 2. Alteracfes na migragio de células SCC9 tratadas com leptina 100 ng/mL e expostas a radiagio ionizante e grupos
nio expostos. Alteracdes na viabilidade celular das linhagens SCC4 (A) e SCC9 (B), tratadas com leptina 100 ng/'mL por 72
horas e expostas a 6Gv de radiacio com cobalto-60. Grupos experimentais: Células livres de tratamento (Controle), Células
expostas a radiagio ionizante (Comtrole IR), Células tratadas com Leptina (Leptina), Células tratadas com Leptina e

expostas aradiacioionizante (Leptina_IR). Teste Anova One-Way, Significincia estatistica: p<0,03
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Figura 3. Representacdo grafica e imagem ilustrativa de ensaio de formacdo clonogénica de células SCC9 tratadas com
leptina 100 ng/mL por 72 horas ¢ expostas a 6Gy de radiacio com cobalto-60. Grupos experimentais: Células livres de
tratamento (Controle), Células expostas i radiacdo ionizante (Controle TR), Células tratadas com Leptina (Leptina), Células
tratadas com Leptina e expostas a radiacgio ionizante (Leptina_[R). Teste Anova One-Way, Significdncia estatistica: p<0,03
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