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Resumo
O cancer € uma doenca que representa um importante problema de saude publica no
mundo, uma vez que as neoplasias sdo uma das principais causa de morte. Espera-
se um aumento da morbidade e mortalidade nos préximos anos. O carcinoma de
células escamosas da oral (CCEO) € o subtipo histologico mais comum representando
mais de 90% dos tipos de cancer da cavidade oral (CCO). Os principais fatores de
risco séo a intoxicacdo por alcool e tabaco, infec¢ao por virus oncogénicos, e também
as chamadas lesBes potencialmente cancerizaveis. O tratamento para céncer de
células escamosas em estagio inicial da cavidade oral geralmente é de modalidade
Unica, seja cirurgia ou radioterapia. O tratamento para cancer localmente avancado é
multimodal, com cirurgia seguida de radiagcéo adjuvante ou quimiorradiagao, conforme
indicado por caracteristicas patolégicas ou quimiorradiacdo definitiva. No entanto,
descobertas cientificas para novas modalidades terapeutas sdo bem aceitas, uma vez
gue as taxas de mortalidade para o cancer da cavidade oral ainda permanecem altas.
O sistema renina-angiotensina (SRA) geralmente esta associado a sua a¢ao sistémica
na homeostase cardiovascular. No entanto, ha evidéncias crescentes que alguns
componentes do SRA, seja eles; pela via da enzima conversora da angiotensina
(ECA), angiotensina Il (Ang Il), e ativacdo do receptor da angiotensina Il tipo 1 (AT1R
- angiotensin |l type 1 receptor), tem demonstrado esta envolvida na regulacdo da
proliferacdo celular, angiogénese, inflamacéo e remodelacao tecidual, o0 que nédo sé
propéem, mas também provam desempenhar um papel no cancer, induzindo o
crescimento e metastase tumoral. Sugerindo a avaliacdo da inibicdo de alguns
compostos do SRA como tratamento do CCEO. Visto que o SRA pode desempenhar
um papel na carcinogénese, o objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de um
inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA) sobre os efeitos proliferativos,
invasivos e metastaticos no CCEO em ensaios in vitro e in vivo, a fim de discutir o
desenvolvimento de drogas que visam o0 SRA como potencial alvo terapéutico para o
tratamento do CCEO. Nossos resultados em ambos 0s ensaios revelaram associacéo
no desenvolvimento do CCEO e o uso de um IECA, em decorréncia da atenuacao do

crescimento do carcinoma oral e seu de poder invasivo.

Palavras-chave: Carcinoma de Células Escamosas Oral, Inibidor da Enzima

Conversora da Angiotensina, Captopril.



Summary
Cancer is a disease that represents an important public health problem in the world
since neoplasms are one of the main causes of death. An increase in morbidity and
mortality is expected in the coming years. Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is
the most common histological subtype, accounting for more than 90% of oral cavity
cancers (OCC). The main risk factors are alcohol and tobacco intoxication, oncogenic
virus infection, and the appearance of potentially cancerous lesions. Treatment for
early-stage squamous cell cancer of the oral cavity is usually a single modality, either
surgery or radiation therapy. Treatment for locally advanced cancer is multimodal, with
surgery followed by adjuvant radiation or chemoradiation as indicated by pathologic
features or definitive chemoradiation. However, scientific findings for new therapeutic
modalities are well accepted, since mortality rates for cancer of the oral cavity still
remain high. The renin-angiotensin system (RAS) is generally associated with its
systemic action on cardiovascular homeostasis. However, there is growing evidence
that some components of the RAS, be them; via the angiotensin-converting enzyme
(ACE), angiotensin Il (Ang II), and activation of angiotensin Il type 1 receptor (AT1R)
are involved in the regulation of cell proliferation, angiogenesis, inflammation, and
tissue remodeling, which is not only proposed but also proven to play a role in cancer,
inducing tumor growth and metastasis. Suggesting the evaluation of the inhibition of
some RAS compounds as a treatment for OSCC. Since the RAS may play a role in
carcinogenesis, this study aimed to evaluate the impact of an angiotensin-converting
enzyme inhibitor (ACEI) on the proliferative, invasive, and metastatic effects on OSCC
in vitro and in vivo assays, to discuss the development of drugs that target the RAS as
a potential therapeutic target for the treatment of OSCC. Our results in both trials
revealed an association between the development of OSCC and the use of an ACEl,

due to the attenuation of the growth of oral carcinoma and its invasive power.

Keywords: Oral Squamous Cell Carcinoma, Angiotensin Converting Enzyme Inhibitor,
Captopril.
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1 INTRODUCAO

O cancer tem demonstrado o seu grande impacto na saude publica, diante disso a sua
relevancia tem impactado no cenéario mundial em razéo de sua implicacao de seus resultados
na morbimortalidade, e seus transcendentes custos aos sistemas de saide. Segundo a OMS
(organizacéo mundial da satde) entre 2000 e 2019, o cancer ocupou a segunda maior causa
de morte em todo o mundo, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares (1). Dados
mundial do Global Cancer Observatory (GCO / GLOBOCAN) estimam que em 2020 tenham
ocorrido 19 292 789 casos de cancer e guase 10 000 000 de mortes. Os tipos mais recorrentes
sao o cancer de mama entre as mulheres, pulméo, colorretal e o de préstata (Figura 1). Essas
mesmas fontes exibem dados em seus registros para os canceres de labio e cavidade oral,
revelando 377 713 novos casos (Figura 2), e uma taxa de incidéncia padronizadas por idade
de 6,0/100 000 habitantes para 0 sexo masculino e 2,3/100 000 para o sexo feminino,
somando os dois tipos e em ambos 0s sexos as taxas de mortalidade totalizam 1,9/100 000
habitantes (Figura 3) (2). Pesquisas de série temporal tém evidenciado que a tendéncia de
morbimortalidade do cancer oral no mundo modifica mediante os comportamentos dos
habitantes frente aos fatores de risco (3). Essa populacdo pode estar associada ao estilo de
vida (consumagcéo de tabaco, ingestéo exagerada de alcool, dieta com défice de nutrientes e
o0 sedentarismo), exposicéo a substancias quimicas e radioativas, ou bioldgicos como cepas
do Papilomavirus Humano (HPV)(4).

Deve-se também ponderar o resultado sinérgico entre todos os fatores de risco (5) pois,
quando agregados a predisposicao genética, podem desenvolver a oncogénese, o que por
sua vez, € concebido por mutacdes genéticas ou erros na homeostase do ciclo celular, com
proliferacéo exacerbada das células e invasdo descontrolada em tecidos normais, falhas na
apoptose e modificacBes nas interacdes células e meio (6).

O tratamento para cancer de células escamosas oral (CCO) em estagio inicial é
geralmente modalidade Unica, seja cirurgia ou radioterapia. O tratamento no geral para cancer
de cabeca e pescoco (CCP) localmente avancado é multimodal, com cirurgia seguida de
radiacdo adjuvante ou quimiorradiacéo, conforme indicado por caracteristicas patolégicas ou

quimiorradiacao definitiva. Para doenca recorrente que néo € passivel de abordagem local ou
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Figura 1. Dados mundial do Global Cancer Observatory (GCO / GLOBOCAN) de 2020.
llustragdo dos indices de novos casos, numero de morte, incidéncia e prevaléncias em 5
anos para todos 0s tipos de cancer. Fonte:
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/39-All-cancers-fact-sheet.pdf). Adaptada
(traduzida).
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Figura 2. Dados mundial do Global Cancer Observatory (GCO / GLOBOCAN) de 2020.
llustragé@o dos indices de novos casos, numero de morte, incidéncia e prevaléncias em 5
anos para canceres de labio e cavidade oral. Fonte:
(https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/1-Lip-oral-cavity-fact-sheet.pdf).
Adaptada (traduzida).
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Figura 3. Dados mundial do Global Cancer Observatory (GCO / GLOBOCAN) de 2020.
Taxas de incidéncia padronizadas por idade (mundial), l4bio, cavidade oral, homens e
mulheres para todas as idades. Fonte (https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/cancers/1-
Lip-oral-cavity-fact-sheet.pdf). Adaptada (traduzida).
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regional de resgate e para doenca metastatica, a quimioterapia com ou sem agente biolégico
€ indicada (7, 8).

O conceito de qualidade de vida, incluindo dominios relacionados ao funcionamento
fisico, mental, emocional e social que se concentram na satisfacéo geral da vida (9), tornou-se
cada vez mais proeminente na pratica oncologica onde a expectativa de vida € limitada (10).
Os encargos do tratamento podem persistir anos depois, principalmente para os tratamentos
invasivos (11, 12). Nas ultimas décadas, a énfase foi colocada na “qualidade de vida” além da
‘gquantidade de vida” ao considerar a capacidade do sobrevivente de lidar com as
consequéncias apés sua doenca e os efeitos colaterais do tratamento (13).

Estima-se que 90% dos sobreviventes de CCP experimentam taxas excepcionalmente
altas de sintomas de impacto nutricional (SIN) na sobrevivéncia como resultado da localizagéo
do tumor e tratamento agressivo com radiagdo na regiao da cabeca e cavidade oral (14, 15).
Embora haja melhorias notaveis na sobrevida com o tratamento com altas doses de radiacao,
(16) esses protocolos contribuem para uma carga significativa dos SIN durante e apds o
tratamento (17). Os SIN referem-se a quaisquer efeitos adversos ou sintomas que
comprometam a capacidade e/ou o desejo de comer e beber, incluindo, entre outros, disfagia,
trismo, xerostomia, dificuldade de mastigacdo, mucosite, e alteracdes de sabor (15). Embora
seja possivel que os SIN agudo resolvam apds o tratamento, 0s mesmos podem continuar por
meses ou anos apds a conclusao da terapia, e se tornar um problema crénico de saude (15,
18). Os SIN crdnico podem ter efeitos potencialmente devastadores no bem-estar geral dos
sobreviventes, pois a capacidade alimentar pode nunca voltar ao normal, forcando os
sobreviventes a fazer adaptacGes e reaprender a comer (18). Além da dificuldade de
alimentacéo fisica, também podem existir desafios psicoldgicos, sociais e emocionais, dada a
importancia da alimentacdo no dia a dia, sendo assim prejudicando a qualidade de vida do
paciente (17).

Mesmo com a evolucdo nos avangos cientificos para as modalidades de tratamentos
de cancer oral nos Ultimos anos, a incidéncia e mortalidade para o cancer da cavidade oral
(CCO) ainda permanece altas devido ao rapido crescimento das células neoplasicas,
invasividade e metastase a distancia (7, 8, 19, 20). Sendo assim a exploracdo de mecanismos
subjacentes ao desenvolvimento do CCO € indispensavel, para descobertas de potenciais
agentes terapéuticos que nao sejam invasivos e de baixo ou nenhuma toxicidade de modo
gue possam ser utilizados como terapia sinérgica associada aos tratamentos convencionais,
minimizando seus efeitos colaterais proporcionando melhores resultados e qualidade de vida

durante e pés tratamento.
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O sistema renina angiotensina (SRA) € a principal via enddcrina envolvida na regulacdo
da funcéo cardiovascular, renal e neuroendécrina. E o principal regulador fisioldgico da press&o
arterial e do equilibrio eletrolitico na manutencdo da homeostase (21-24). Evidéncias sugerem
gue o SRA desempenha um papel importante no desenvolvimento da carcinogénese. Estudos
pré-clinicos e clinicos mostram que 0 SRA é ativo, especialmente em alguns tipos de cancer
(25-27). Pois por meio da ativacéo do receptor da angiotensina Il tipo 1 (AT1R - angiotensin I
type 1 receptor) através da angiotensina Il (Ang Il), pode influenciar na apoptose, migracao,
proliferac&o celular, angiogénese e inflamagéo (28-31). Os inibidores da enzima conversora da
angiotensina (IECAs) sdo medicamentos comumente usados como agentes anti-
hipertensivos, que medeiam seus efeitos através da inibicdo da enzima conversora da
angiotensina (ECA), impedindo a converséo da angiotensina | (Ang I) em angiotensina Il (Ang
1), o peptideo chave do SRA, impedindo a ativacdo do AT1R. Estudos cientificos revelam que
os IECAs desempenham um papel fundamental na prevencao, regressao da carcinogénese,
prolongamento da sobrevida, e um anti-metastatico em paciente com diferentes tipos de
cancer (32-47). O presente trabalho teve como designio avaliar um inibidor da enzima
conversora da angiotensina (IECA) e sua interferéncia no desenvolvimento no carcinoma de
células escamosas oral (CCEOQ) a fim de corroborar ou refutar a hipétese do IECA como um

potencial alvo terapéutico na carcinogénese oral.



20

2 REFENCIAL TEORICO

2.1 CANCER BUCAL

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo. Mais de 19 milhdes de
pessoas sdo diagnosticadas com cancer, e um indice de Obitos superior a 9 milhdes de
individuos em 2020. O CCO é categorizado como um CCP e ocupa a décima sexta posi¢cao
em malignidade comparados com os demais tipos de canceres (2). A cavidade oral € uma
denominacdo anatbmica ampla que agrupa varias sub-localizacdes. Inclui as regides desde as
arcadas dentarias até a juncéo com a orofaringe. Inclui também a face interna das bochechas,
os labios mucosos e o vestibulo correspondente a membrana mucosa localizada entre as
arcadas dentarias e a face interna das bochechas e labios. Portanto, o exame clinico da
cavidade oral requer palpacao e inspecéo por desdobramento da mucosa de inUmeros sulcos

anatémicos. As principais localiza¢tes dos CCO séao (48):

e Lingua movel gue inclui uma face dorsal e uma face ventral, as bordas laterais e a
ponta. A "zona de juncdo” € uma zona limite localizada entre a lingueta mével e a base
da lingueta. A base da lingua ndo faz parte da cavidade oral no sentido estrito. Faz
parte do anel linféide de Waldeyer com as amigdalas e pertence a orofaringe;

e O assoalho da boca que inclui as regides laterais e uma parte anterior. E delimitado

lateralmente pelo sulco pelvi-gengival e medialmente pelo sulco pelvi-lingual;

e As outras localizagdbes menos frequentes sdo os labios mucosos com clara
predominancia do labio inferior, a face interna das bochechas, a comissura intermaxilar,
as gengivas ou o palato duro. O palato duro ou palato ésseo também pertence a
cavidade oral, ao contrario do palato mole comumente conhecido como palato mole,

gue constitui a parte superior e anterior da orofaringe.

Resumidamente o CCO € uma neoplasia maligna e inclui subsidios da mucosa bucal ,

assoalho da boca, lingua anterior, rebordos alveolares , trigono retromolar, palato duro, e parte
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interna dos labios (Figura 4) (49). Em 2020, o CCO e do labio foram responsaveis por 377.713

novos casos e 177.757 mortes em todo o mundo como ilustra a Figura 2 (2, 50).

Anatomia da Cavidade Oral

Labio Rebordo alveolare superior
Dentes -

\~ v \
Palato duro f/ .

Palato mole

Trigono retromolar

Lingua anterior j' «i(
F Assoalho da boca

Rebordo alveolare inferior

Figura 4. Cavidade oral. Subsidios da mucosa bucal (destaque em vermelho)
onde acomete neoplasias malignas denominadas de cancer da cavidade oral.
Fonte: (https://bit.ly/3fOWhAN). Adaptada (traduzida).

2.1.1 Histopatologia

O cancer bucal surge através de uma série de estagios histopatologicos, desde
hiperplasia benigna até displasia e carcinoma in situ seguido de carcinoma de células
escamosas invasivo (Figura 5). Mais de 90% dos CCO originam-se dos tecidos escamosos,
dai amplamente conhecido como CCEO (51, 52). A malignidade geralmente é precedida por
lesBes potencialmente cancerizaveis que também sdo responsaveis por esse mesmo tipo

histolégico. Entre outros tumores epiteliais, os carcinomas glandulares como adenocarcinomas
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e carcinomas adenoides cisticos sé&o muito mais raros. Desenvolvida a custa das glandulas
salivares acessorias, a evolucéo geralmente é mais lenta e menos sintomatica. A localizacéo
palatina é frequente e explica a invaséo 6ssea habitual. Tumores ndo epiteliais como sarcomas
(principalmente osteossarcomas ou rabdomiossarcomas) também sé&o canceres raros da
cavidade oral e geralmente acometem pacientes mais jovens. Outros subgrupos histologicos,
como melanomas de mucosa ou hemopatias, também sdo descritos, mas permanecem
excepcionais (53). Além disso, a deteccdo de um cancer oral no estagio | traz um prognéstico
de 80% de sobrevida, enquanto a mesma lesdo no estagio Ill traz uma sobrevida de 20%.
Essa diferenca pode afetar ndo apenas a qualidade de vida dos pacientes, mas também o
custo dos tratamentos médicos de pacientes com cancer oral. Além do mais, o CCO tem uma
taxa de recorréncia muito alta. Os pacientes que sobrevivem a um primeiro encontro com esta
doenca tém um risco até 20 vezes maior de desenvolver um segundo cancer (54, 55).
Campo de cancerizacao refere-se ao potencial desenvolvimento de cancer em
varios locais (56, 57). Isso foi observado durante o desenvolvimento do cancer nos
tecidos cobertos por epitélio escamoso (tumor de cabeca e pescogo) e epitélio de
transicdo (carcinoma urotelial). E evidente que o cancer bucal, assim como 0s
carcinomas em outros tecidos, se desenvolve ao longo de muitos anos e, durante esse
periodo, ocorrem multiplos locais de transformacao neoplasica em toda a cavidade
oral. MutacBes deste gene foram observadas em varios locais de leucoplasia pré-
maligna e carcinoma na mesma cavidade oral (58). Uma reducdo na atividade
supressora de tumor pelo gene P53 e o desenvolvimento de mutacdes tém sido
associados ao tabagismo e a um risco aumentado para o desenvolvimento de
carcinoma oral (59). Portanto, apresentacdes multifocais e expressdes mutacionais
de genes supressores de tumor podem ser consequéncia da exposicéo a longo prazo
(por exemplo, 20 ~ 40 anos) a varios fatores ambientais e exdgenos. A presenca
continua de mutacdes também pode significar mudancas no reparo do DNA e
apoptose, aumentando assim a suscetibilidade para transformacdes futuras.
Adaptacbes mutacionais que modificam a capacidade de sobrevivéncia de clones
particulares de células em transformacéo também podem aumentar ainda mais o nivel
de resisténcia ao controle terapéutico. Andlises genéticas recentes revelaram que os
canceres que se desenvolvem em locais distantes na cavidade oral muitas vezes sao
derivados do mesmo clone inicial (60). A multiplicidade do processo de carcinogénese
oral dificulta a interrupcéo da progressao para cancer por meio da remocéo cirdrgica

de uma leséo pré-maligna (61).
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Figura 5. Progresséo patoldgica; clinica e histolégica do cancer da cavidade
bucal. Da mucosa normal para uma hiperplasia e a evolugdo da mesma para
displasia, carcinoma in situ e finalmente para carcinoma invasivo (bem
diferenciado) sucessivamente. Fontes: PubMed “Head and neck cancer" , “A
review on salivary genomics and proteomics biomarkers in oral cancer”. Site:
“https://smart.servier.com/”. Adaptado.
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2.1.2 Fatores derisco

2.1.5.1 Tabaco e alcoolismo

A combinacéo de tabaco e alcool é de longe o principal fator de risco. Para o tabaco, o
risco de desenvolver CCO aumenta com a duracéo da exposicao. Por outro lado, apés 20
anos de cessacao, o risco ndo é mais significativamente diferente dos nédo fumantes (53). O
tabaco de mascar também é um fator cancerigeno, em particular com a adicdo da noz bétel, o
CCO evidencia ser a neoplasia maligna mais comum no Sul Asiatico e nas regides da Asia
Oriental (2), mediante dos habitos regionais de mastigar noz de bétel (51), que da localizacdes
preferencialmente ao nivel da face interna das bochechas ou dos labios (53).

O &lcool ndo parece desempenhar um papel carcinogénico direto, mas sim de
potencializador do tabaco uma vez que o CCO apresenta etiologia multifatorial, diante do seu
desenvolvimento associado ao tabagismo com ou sem fumaca e 0 consumo excessivo de
alcool, esses fatores atuam isoladamente ou sinergicamente (20, 62), uma vez que o etanol
induz a atrofia do epitélio oral, promovendo a penetracdo e a solubilizacdo dos metabdlitos
carcinogénicos do tabaco. O acetaldeido, o primeiro metabdlito do etanol, foi descrito como

carcinogénico em animais e destaca seu possivel papel carcinogénico (63).

2.1.5.1 Fatores nutricionais

Deficiéncias de vitaminas parecem estar envolvidas na ocorréncia de CCP.
Frequentemente encontradas em pacientes alcoolatras cronicos, as deficiéncias de vitamina
C e A podem ter um papel na ocorréncia de cancer. A deficiéncia de acido retindico levaria a
uma anomalia na maturacao do tecido epitelial, favorecendo a ocorréncia de cancer. Por outro
lado, o consumo de frutas e hortalicas tem sido apontado como fator de protecdo. Mesmo que
sejam relativas, as a¢des antioxidante, antiproliferativa e imunoestimulante podem ter um papel
na reducao do risco de CCO (53, 63).



25

2.1.5.1 Papilomavirus Humano (HPV - Human Papillomavirus)

Cada vez mais, os tumores que surgem na cavidade oral, estdo ligados a infeccao
prévia com cepas oncogénicas do HPV (64, 65). O papel carcinogénico do HPV 16 e 18 no
desenvolvimento de certos canceres de cabeca e pescogo € agora aceito (66-69). De fato, 15
a 20% dos canceres de cabeca e pescoco afetam adultos jovens que nao bebem e nao
fumam, o que pode estar relacionado a infecgdo pelo HPV. A incidéncia de infecgdes por HPV
em CCP também é inversamente proporcional ao consumo de alcool e tabaco (70). No
entanto, o papel do HPV no CCO parece referir-se apenas a uma minoria de casos. O estudo
da expressado da proteina P16 ou dos transcritos dos oncogenes E6 e E7 s&o o0 padrdo ouro
atual para deteccao da infeccdo pelo HPV. O nimero de canceres da cavidade oral (CsCO)
ligados ao HPV parece, em Ultima andlise, muito limitado e parece afetar apenas uma
proporcdo muito pequena deles (71, 72). O papel do HPV parece estar envolvido
principalmente em canceres de orofaringe e mais particularmente de amigdala com mais de

80% dos canceres de orofaringe positivos para HPV de acordo com estudos (73).

2.1.5.1 Lesdes potencialmente cancerizaveis (LPC)

O desenvolvimento do CCO é um processo de varias etapas, incluindo alteracbes
genéticas, epigenéticas e metabdlicas. Entretanto os CsCO aparecem na maioria das vezes
acompanhando a evolucéo da displasia causada pela exposicéo ao alcool e tabaco. Contudo
alguns tipos de cancer, que se classificam como CCEO, desenvolvem-se a partir de lesdes e
condi¢Oes pré-malignas (74). Todavia, a proporgdo de CCO secundario, as chamadas “Lesdes
potencialmente cancerizaveis” € estimada em quase 20% (53, 75). A OMS definiu LPC como
“tecido morfologicamente alterado no qual o cancer ocorre com mais frequéncia do que em
tecido autdlogo normal’. LPC sado doencgas crbnicas da mucosa oral que podem ser
regressivas, mas requerem monitoramento regular a longo prazo (1, 75).

A principal razéo para a apresentacgao tardia da doenga é o desconhecimento das
lesbes por parte dos pacientes ou médicos. Isso também se deve ao desconhecimento das

LPCs e de suas aptiddes em se desenvolver em um cancer bucal. Os programas de educacéo
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em saude destinados a motivar os pacientes para o diagnostico precoce tém falhado em
grande parte devido a compreensao incompleta da doenca (76). Uma bidpsia inicial é
recomendada para confirmar o diagndéstico. Este gesto deve ser repetido no caso de uma
modificacdo recente ou na menor davida de degeneracéo maligna. As lesdes que entram na

classificacéo de LPC séo (75) a seguir:

2.1.5.1 Leucoplasia

De acordo com a definicdo da OMS, a leucoplasia € uma mancha ou placa branca
indolor da mucosa oral, ndo removivel ao cocar, correspondendo a hiperqueratose (77).
Existem principalmente duas formas clinicas: a forma homogénea bem circunscrita e a forma
n&o homogénea gque apresenta maior risco de transformacao maligna (Figura 6). A intoxicacao
por tabagismo € a principal causa, o tabaco sem fumaca esta associado ao desenvolvimento
de leucoplasia em 8,4% dos casos (78), e sua interrupcao pode permitir a regressao completa
das lesdes (79, 80). Clinicamente, a leucoplasia apresenta-se em diferentes visoes, incluindo

leucoplasia verrucosa fina, espessa ou homogénea, granular ou nodular e proliferativa (81).

Figura 6. Leucoplasia homogénea da borda lateral da lingua a direita (A).
Leucoplasia ndo homogénea da face interna da bochecha direita (B)
(Acervo Dr M. Samimi, CHU de Tours). Fonte: PubMed “Oral cancers: risk
factors and management Oral cancer: Risk factors and management”.

O risco de transformacéo maligna aumenta significativamente entre pessoas de 60 a 70 anos

(82). Leucoplasias no assoalho da boca, lingua lateral e l&bio inferior, apresentam maior
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numero de classificacdes para displasia ou transformacdo maligna (82, 83). Os possiveis
fatores de risco para transformacao maligna séo, leucoplasia idiopatica (em nao fumantes),
maior que 200 mm?, longa duracéo, tipo ndo hemdgeno, presenca de espécies de candida e
displasia epitelial (84). Localiza¢éo na lingua e/ou assoalho da boca que a leucoplasia oral com
displasia apresenta maior risco de taxa de transformacéo maligna em relacdo a leucoplasia
oral sem displasia (85). A leucoplasia pontilhada (lesbes brancas ou manchas nodulares
brancas intercaladas com regides eritematosas) e a leucoplasia erosiva estéo frequentemente
associadas a displasia ou carcinoma epitelial (86, 87). Leucoplasia ndo tem caracteristica
histopatologica especifica e € apenas um termo clinico (88). No entanto, os achados

histopatologicos séo hiperceratose com ou sem displasia epitelial (Figura 7).
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Figura 7. Imagem histologica de uma lesdo leucoplasica mostrando
displasia epitelial leve. (H & E, X 40). Fonte: PubMed “Pre-Cancerous
Lesions in the Oral and Maxillofacial Region: A Literature Review with
Special Focus on Etiopathogenesis”

A displasia epitelial é dividida em trés subclassificacbes: leve, moderada e grave (89). Outras
lesBes orais brancas, como ceratoses friccionais, morsicatio buccarum, ndo sao consideradas
leucoplasias, pois ndo sdo lesbes pré-malignas e séo reversiveis apés a eliminacao dos fatores
etiolégicos suspeitos. Além disso, outras lesdes brancas orais, como candidiase, liquen plano,
leucedema, ndo devem ser consideradas como leucoplasia, pois possuem caracteristicas

microscoépicas especificas (81). O tratamento é baseado em monitoramento anual ou excisédo
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em caso de alteracdo recente ou aparéncia suspeita. O risco de alteracdo maligna em CCEO
€ estimado entre 5 a 20% de todos 0s casos, e ocorre apds uma evolugdo ao longo de varios
anos (79, 80).

2.1.5.1 Leucoplasia proliferativa verrucosa

Anteriormente chamada de papilomatose oral florida, € uma lesao aspera, mas flexivel
a palpacao, que acomete preferencialmente idosos (Figura 8). A aparéncia pode variar de um
simples papiloma benigno a uma extensa placa papilomatosa. Sua evolugdo para carcinoma
VErrucoso ou mesmo carcinoma espinocelular invasivo é quase sistematica. O tratamento por

excisdo iterativa € geralmente necessario. A cura é rara e dificil (90-92).

Figura 8. Leucoplasia verrucosa perfilada do vestibulo inferior esquerdo (A).
Degeneracdo em carcinoma verrucoso (B) (Colecdo Dr. M. Samimi, Hospital
Universitario de Tours). Fonte: PubMed “Oral cancers: risk factors and
management Oral cancer: Risk factors and management”.
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2.1.5.1 Liquen plano oral

O liquen plano oral (LPO) é uma doenca inflamatoria cronica, evoluindo em surtos e de
etiologia pouco conhecida (Figura 9). A causa autoimune mediada por células € a causa
geralmente aceita. Esta doenca € marcada por fases de ataques inflamatérios e quiescéncia
(93). A OMS considera o LPO como uma leséo potencialmente cancerizavel especialmente
na presenca de displasia (94). As lesdes de liquen oral séo brancas fora dos focos e podem

ser limitadas em manchas ou mais extensas em folhas.

Figura 9. Extenso liquen plano da face interna da bochecha (A) e da borda lateral da
lingua (B) (Acervo Dr M. Samimi, CHU de Tours). Fonte: PubMed “Oral cancers: risk
factors and management Oral cancer: Risk factors and management”.

Essas lesbes podem ter varios aspectos, sendo os mais frequentes as formas
circinada, reticular ou dendritica. As formas eritematosa, erosiva ou bolhosa refletem um
ataque inflamatério, enquanto as formas atréfica, hiperqueratética, pigmentada ou hipertréfica
sdo observadas em liquens antigos ou no estado pés-liquen correspondente a fibrose
irreversivel da mucosa. O risco de degeneracéo maligna é raro e € estimado em cerca de 5%.
A presenca de uma infitracdo bem definida de células inflamatérias predominantemente
linfocitos, degeneracao hidrépica da camada basal epitelial e auséncia de displasia epitelial
(Figura 10) sdo os critérios histopatologicos para o diagnostico de LPO (95). O tratamento do
liquen é baseado na corticoterapia local ou mesmo geral durante os surtos inflamatérios, bem

como no monitoramento regular (96).
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Figura 10. Imagem histologica de uma lesédo de liguen plano mostrando
acantose, reticulos em forma de dente de serra e infiltracdo em forma de
faixa de linfocitos imediatamente subjacentes ao epitélio. (H & E, X 400).
Fonte: PubMed “Pre-Cancerous Lesions in the Oral and Maxillofacial
Region: A Literature Review with Special Focus on Etiopathogenesis”.

2.1.5.1 Displasia liguendide

O termo displasia liquendide (DL) foi introduzido em 1985, utilizado em casos de
estomatite liquendide com displasia. A etiopatogenia do DL é diferente da do LPO. No LPO, a
infiltracéo liquendide representa a resposta imune mediada por células provocada por
diferentes antigenos, enquanto no DL, a infiltracéo liquendide ocorre contra células epiteliais
atipicas (97). A displasia liquendide aparece principalmente como uma area eritematosa ou
leucoplasica na mucosa bucal ou gengiva e ndo é uma lesdo simétrica como pode ser
encontrada no LPO. Os achados microscopicos dessas lesdes consistem em
hiperparaceratose ou hiperortoceratose, displasia epitelial e infiltracéo linfocitaria (Figura 11). A
hiperplasia e atipia das células basais, em vez de degeneracéo, € a caracteristica histolégica
importante (98). A falta de degeneracéo por liquefagdo e a camada de células basais intacta
ou mesmo hiperplasica € uma das principais caracteristicas distintivas de DL de LPO (97, 99).
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Figura 11. Imagem histolégica mostrando displasia epitelial leve,
hiperortoceratose de superficie e mucosite liquendide. (H & E, X 40). Fonte:
PubMed “Pre-Cancerous Lesions in the Oral and Maxillofacial Region: A
Literature Review with Special Focus on Etiopathogenesis”.

2.1.5.1 Lupus Eritematoso Discéide Cronico (LEDC)

LEDC é uma forma cronica de lGpus cutaneo, que se apresenta clinicamente como
uma placa eritematosa, escamosa e despigmentada (100). A area da cabeca e pescoco €
afetada em 41% de todos os casos (101). As lesdes orais séo distribuidas assimetricamente
afetando o palato, mucosa bucal e lingua. A mucosa bucal pode ser afetada em 15% dos
pacientes e pode se transformar em leucoplasia (102). As caracteristicas microscopicas
incluem hiperqueratose, degeneracéo da camada basal e infiltracéo linfocitica subepitelial.
Infiltrac&o inflamatoria profunda, muitas vezes perivascular, as lesdes de LEDC distingue das
lesbes de LPO (103) (Figura 12).
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Figura 12. Imagem histologica de uma lesdo de lapus eritematoso discoide
cronico mostrando hiperparaceratose e padrdo liquendide de inflamacéo.
(H & E, X 40). Fonte: PubMed “Pre-Cancerous Lesions in the Oral and
Maxillofacial Region: A Literature Review with Special Focus on
Etiopathogenesis”.

2.1.5.1 Eritroplasia

A eritroplasia geralmente acomete os idosos, clinicamente as lesdes se caracteriza por
uma area aveludada, vermelho-vivo, uniforme, com bordas claras, muitas vezes muito extensa
e indolor, que ndo pode ser classificada como qualquer outra condicdo clinica e
histopatologicamente (77, 104-106). O risco de degeneracdo desse tipo de leséo é alto e
envolve a excisdo quando possivel (104-106). A mutacéo da proteina tumoral (Tumor Protein
(p53)) foi detectada em 46% das eritroplasias orais (107). As caracteristicas histopatologicas
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incluem a auséncia de excesso de queratinizacdo superficial, apresentando algum grau de
displasia, carcinoma in situ ou CCEO (108, 109) (Figura 13).

Figura 13. Imagem histolégica mostrando epitélio oral atrofico com atipia,
descamacdo da camada basal e inflamacdo crbnica subjacente em uma
eritroplasia clinicamente diagnosticada. (H & E, X 400). Fonte: PubMed
“Pre-Cancerous Lesions in the Oral and Maxillofacial Region: A Literature
Review with Special Focus on Etiopathogenesis”.

2.1.5.1 Hiperplasia verrucosa oral

A hiperplasia verrucosa oral (HVO) aparece como uma placa ou nédulo branco ou rosa
Unico ou multifocal com superficie verrucosa ou papilar, assemelhando-se a uma grande
verruga. Este termo pode ser usado como uma caracteristica clinica ou histopatologica (110).
A displasia moderada € predominante que a displasia leve e esta correlacionada com o
consumo de diferentes preparacdes de tabaco (111). A HVO pode desenvolver uma

malignidade, principalmente CCEO e em menor nimero um carcinoma verrucoso (112).
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As caracteristicas histopatolégicas incluem projecdes nitidas e ceratdticas com
invaginacdes cheias de queratina sem nucleos fibrovasculares 6bvios (Figura 14). Nunca se
estende abaixo do epitélio normal adjacente. Displasia leve associada a reacéo inflamatoria
liquendidefinterface também pode ser observada. Em 68% dos casos pode ser observada
infiltracdo de células inflamatorias intensas incluindo linfocitos, plasmocitos e histiocitos (113).
Crescimento lateral e descendente, cristas rete alargadas e semelhantes a bulbos séo
formadas. Se ocorrer uma invasao de frente ampla, ela pode ser designada como carcinoma
verrucoso. Um carcinoma verrucoso pode ser diferenciado de uma hiperplasia verrucosa por

um contraforte periférico e extensao abaixo da borda inferior do epitélio normal (114).

Figura 14. Imagem histologica de uma lesédo clinicamente verrucosa
mostrando proliferagéo epitelial. (H & E, X 40). Fonte: PubMed “Pre-
Cancerous Lesions in the Oral and Maxillofacial Region: A Literature
Review with Special Focus on Etiopathogenesis”.
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2.1.5.1 Ceratose actinica labial

A ceratose actinica labial (CAL), € secundéria a exposicao cronica aos raios ultravioleta
(UV) (115), especificamente radiacdo UV-B que causa mutagao no gene p53, outros entre 0s
principais fatores € o consumo do tabagismo e os fator etiologico, que incluem pele e olhos
claros (116). Muitas das lesbes de CAL sdo assintomaticas, geralmente como papulas
eritematosas ou placas em areas expostas ao sol. Pode regredir ou progredir para um
carcinoma de células escamosas invasivo. CAL é a forma inicial de carcinoma de células
escamosas in situ (117, 118). Algumas caracteristicas clinicas como enduracéo, inflamacéo,
didmetro maior que 1 cm, aumento rapido, sangramento, eritema e ulceracdo sugerem um
risco aumentado para transformacgdo maligna (119). Sua aparéncia descamativa reativa inicial
progride entdo para hiperqueratose fissurada (Figura 15). Localizada principalmente ao nivel
do labio inferior, esse tipo de leséo geralmente aparece apds 45 anos. O tratamento baseia-se

na cessacao do tabagismo e excisdo em caso de lesao persistente (vermilionectomia) (120).

Figura 15. Ceratose actinica labial inferior com foco de carcinoma
espinocelular paramediano in situ (Colecdo Dr A. Paré, Hospital
Universitario de Tours). Fonte: PubMed “Oral cancers: risk factors and
management Oral cancer: Risk factors and management”.

O diagndéstico das lesdes € baseado no exame clinico e dermatoscépico, porém em
algumas situagdes 0 exame histopatologico € necessario, para a confirmacdo e posterior
tratamento, ja que seu potencial risco de transformacdo em CCEO. As caracteristicas
histopatoldgicas da CAL incluem uma espessura atréfica ou acantética ou mesmo normal da
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epiderme. A variante acantdtica € caracterizada por cristas rete alongadas. O queratindcito
atipico € a caracteristica patognomaonica, que comeca dentro das células da camada basal.
Em estagios avancados, a atipia dos queratindcitos se estende acima da camada basal (121)
(Figura 16).

Figura 16. Imagem histoldgica de uma ceratose actinica mostrando
hiperqueratose superficial e acantose. (H & E, X 40). Fonte: PubMed “Pre-
Cancerous Lesions in the Oral and Maxillofacial Region: A Literature
Review with Special Focus on Etiopathogenesis”.

2.1.5.1 Outros fatores de risco

O baixo nivel socioecondmico, autonegligéncia e deficiéncia educacional, também tem

mostrado ser um dos principais fatores contribuintes para a ocorréncia do CCEO (122). Outro
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fator que levar a uma elevada taxa de morte € devido aos pacientes portadores do CCEO
apresentarem para diagndstico e posterior tratamento, em uma fase tardia da doenca. Estudos
mostram gue a proporcao de pacientes que procuram um profissional da satde quando a
doencga est4 avancada, ndo mudou em um intervalo de tempo referente a 40 anos, mesmo
diante da educacao publica (123, 124).

2.1.3 Aspecto clinico

Na maioria dos casos, o desenvolvimento do CCO ocorre apds a evolucéo da displasia
para carcinoma in situ, progredindo para carcinoma espinocelular infiltrante. A apresentagéo
usual é a de uma lesdo ulcerada, em brotamento, sangrando em contato com um
endurecimento perilesional correspondente a infiltracdo submucosa do tumor (figura 16). A
aparéncia as vezes pode ser enganosa, especialmente nas formas nodulares com pouca
ulceragdo ou aquelas que sdo principalmente nas submucosas. Nas localizagdes gengivais,
assim como no palato ou na comissura intermaxilar, o envolvimento 4sseo € muitas vezes
precoce devido a contiguidade anatémica. Na porcéao denteada, o acometimento 6sseo pode
ser responsavel pela mobilidade dentaria. As vezes, um trismo pode estar presente. Reflete a
infiltracdo dos musculos mastigatorios (pterigdides mediais) principalmente nas localizacdes
da comissura intermaxilar ou no assoalho posterior da boca. A otalgia reflexa também é um

sintoma que pode ser encontrado nas localizacbes posteriores da cavidade oral (51, 125-127).
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Figura 17. Carcinoma espinocelular da gengiva mandibular direita
estendendo-se até a comissura intermaxilar (Colecdo Dr A. Paré, Hospital
Universitario de Tours). Fonte: PubMed “Oral cancers: risk factors and
management Oral cancer: Risk factors and management”.

2.1.4 Classificagao clinica / Estadiamento

Independente do estagio em que o cancer € descoberto, ha uma importancia de se
classificar cada caso de acordo com a extensao do tumor, isso € fundamental para determinar
0s meios mais eficazes de tratamento. O método utilizado para essa classificacéo € chamado
de estadiamento e sua importancia esta na constatacdo de que a evolu¢éo da doenca é
diferente quando ela esta restrita ao 6rgdo de origem ou quando se estende a outros 6rgaos.
Esse estadiamento pode categorizado como clinico (Quadro 1) e patologico (Quadro 2).
Estadiar um caso de neoplasia maligna significa avaliar o seu grau de disseminacéo. Para tal,
ha regras internacionalmente estabelecidas, que estéo em constante aperfeicoamento (128).

O sistema de estadiamento mais utilizado € o preconizado pela Unido Internacional
Contra o Cancer (UICC), denominado Sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos
(Classification of Malignant Tumours). Esse sistema se baseia na extensdo anatbmica da
doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor primario (T), as caracteristicas dos
linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do érgdo em que o tumor se localiza (N) e a
presenca ou a auséncia de metastases a distancia (M).
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TNM - Classificagdo Clinica

T Tumor primario
X O tumor primario ndo pode ser avaliado
T0 N3&o hd evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensado
T2 Tumor com mais de 2 cm e até 4 cm em sua maior dimensdo
T3 Tumor com mais de 4 cm em sua maior dimensdo
Tda (Ldbio) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical dssea, nervo alveolar inferior, assoalho da boca, ou pele da face (queixo ou nariz)
T4 (Cavidade oral) Tumor que invade estruturas adjacentes: cortical dssea, musculos profundos/extrinsecos da lingua (genioglosso, hioglosso,
2 palatoglosso e estiloglosso), seios maxilares ou pele da face
Tab (Labio e cavidade oral): Tumor que invade o espago mastigador, [dminas pterigdides ou base do cranio ou envolve artéria carétida interna
Nota: A erosio superficial isolada do osso/alvéolo dentario por um tumor primario de gengiva ndo é suficiente para classifica-lo como T4.
N Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metdstase em linfonodos regionais
N1 Metdstase em um Unico linfonodo homolateral, com 3 cm ou menos em sua maior dimensao
Metéstase em um Unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua maior dimensao,
N2 ou em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao;
ou em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensao
N2a Metéstase em um unico linfonodo homolateral, com mais de 3 cm e até 6 cm em sua maior dimensdo
N2b Metastase em linfonodos homolaterais multiplos, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensdo
N2c Metastase em linfonodos bilaterais ou contralaterais, nenhum deles com mais de 6 cm em sua maior dimensdo
N3 Metastase em linfonodo com mais de 6 cm em sua maior dimensdo
Nota: Os linfonodos de linha média sdo iderados linfonodos h ais.
M Metastase a Distancia
MX A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metdstase a distancia
M1 Metastase a distancia
Resumo Esquematico
Labio, Cavidade Oral
T1 <2cm
T2 >2até4cm
T3 >4cm
T4 Labio: invade cortical 6ssea, nervo alveolar inferior, assoalho da boca, pele.
a Cavidade oral: invade cortical dssea, musculos profundos extrinsecos da lingua, seios maxilares, pele.
Tab Espago mastigador, laminas pterigdides, base do cranio, artéria cardtida interna
N1 Homolateral, tnico, <3 cm
(a) Homolateral, Gnico, >3 até 6 cm
N2 (b) Homolateral, maltiplo, <6.cm
(c) Bilateral, contralateral, <6 cm
N3 >6cm

Quadro 1. Sistema de estadiamento preconizado pela Unido Internacional Contra o
Céancer (UICC), denominado Sistema TNM - Classificacao Clinica. (Adaptado). Fonte:
Unido Internacional Contra o Cancer / 62 edicao, 2004 / Ministério da Saude Instituto
Nacional de Cancer.

Esses parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4; de NO a N3; e de M0 a M1,

respectivamente. O estadio de um tumor reflete ndo apenas a taxa de crescimento e a
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extenséo da doenca, mas também o tipo de tumor e a sua relacdo com o hospedeiro. Assim,
além do TNM, a classificacdo das neoplasias malignas deve considerar também: localizacéo,
tipo histopatoldgico, producdo de substancias e manifestacées clinicas do tumor, além de sexo,

idade, comportamentos e caracteristicas bioldgicas do paciente (129).

p TNM - Classificagdo Patoldgica

As categorias pT, pN e pM correspondem as categorias T, N e M.
0O exame histolégico do espécime de um esvaziamento cervical seletivo incluird, geralmente, 6 ou mais linfonodos.
NO O exame histoldgico do espécime de um esvaziamento cervical radical ou modificado incluira, geralmente, 10 ou mais linfonodos.
P Se os linfonodos sdo negativos, mesmo que o niumero usualmente examinado seja ndo encontrado, classifica-se como pNO.
Quando o tamanho for um critério para a classificagdo pN, mede-se a metdstase e ndo o linfonodo inteiro.
Graduagdo Histopatoldgica
As seguintes definigdes das categorias G aplicam-se a todas as localizagdes da cabega e do pescogo, exceto a tiredide:
G Graduagdo Histopatoldgica
GX O grau de diferenciagdo ndo pode ser avaliado.
Gl Bem diferenciado
G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pouco diferenciado
G4 Indiferenciado
Grupamento por Estadios
Estadio O Tis NO MO
Estadio| T1 NO MO
Estadio Il T2 NO MO
T1, T2 N1 MO
Estadio Il
T3NO, N1 MO
T1,7T2, T3 N2 MO
Estadio IVA
T4a NO, N1, N2 MO
QualquerT N3 MO
Estadio IVB
T4b Qualquer N MO
Estadio IVC QualquerT Qualquer N M1

Quadro 2. Sistema de estadiamento preconizado pela Unido Internacional Contra o
Cancer (UICC), denominado Sistema TNM - Classificacdo Patologica. Fonte: Unido
Internacional Contra o Céancer / 62 edicdo, 2004 / Ministério da Saude Instituto
Nacional de Cancer. (Adaptado).

2.1.5 Tratamento

Os principais objetivos do tratamento sdo: cura, prolongamento da vida e melhora da
gualidade de vida. Ha tratamentos curativos para um terco de todos os casos de cancer,
especialmente para cancer de mama, cancer do colo do Utero, cancer da cavidade oral (boca)

e cancer de colon e reto (intestino), no entanto s6 se obtém resultados satisfatérios quando
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sdo detectados precocemente e tratados de acordo com as melhores técnicas e métodos
clinicos. Na atualidade ha trés métodos principais de tratamento no combate do cancer, sao
essas a cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A radioterapia implica em um método de
tratamento local ou locorregional do cancer, o que por sua vez utiliza equipamentos e técnicas
variadas para irradiar areas do corpo humano, prévia e cuidadosamente demarcadas. Os
propositos da radioterapia referem-se a pacientes adultos, virtude de, em criancas e
adolescentes, emprega cada vez menos a radioterapia, em razéo dos efeitos colaterais tardios
no desenvolvimento organico o qual este acarreta. As categorias das radioterapias sao:

* A Radioterapia curativa: onde a sua principal modalidade de tratamento
radioterapico; visa a cura do paciente.

» A Radioterapia pré-operatoéria (prévia ou citorredutora): procedimento prévio a
principal modalidade de tratamento, ou seja, a cirurgia, para reduzir o tumor e facilitar o
procedimento operatorio.

» Radioterapia pds-operatéria ou pos-quimioterapia (profilatica): segue-se a
principal modalidade de tratamento, com o alvo de esterilizar possiveis focos microscopicos do
tumor.

» Radioterapia paliativa: determinada no tratamento local do tumor primario ou de
metastase, sem influenciar a taxa da sobrevida global do paciente. E usada principalmente nas
seguintes circunstancias:

- Radioterapia antialgica: modalidade de radioterapia paliativa com a finalidade
especifica de reduzir a dor.

- Radioterapia anti-hemorragica: modalidade de radioterapia paliativa com a finalidade
especifica de controlar os sangramentos.

Ja a quimioterapia € a modo de tratamento sistémico do cancer que usa medicamentos
denominados “quimioterapicos” (ou antineoplasicos) administrados em intervalos regulares,
gue variam de acordo com os esquemas terapéuticos. O intuito da quimioterapia implica a:

» Quimioterapia prévia, neoadjuvante ou citorredutora: indicada para a reducéo
de tumores locais e regionalmente avancados que, no momento, Sao irressecaveis ou nao.
Este tem a finalidade de tornar os tumores ressecaveis ou de melhorar o prognéstico do
paciente.

» Quimioterapia adjuvante ou profilatica: indicada apds o tratamento cirdrgico
curativo, guando o paciente nao apresenta qualquer evidéncia de neoplasia maligna detectavel

por exame fisico e exames complementares.
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* Quimioterapia curativa: com 0 propoésito de curar pacientes com neoplasias
malignas para 0s quais representa o principal tratamento (podendo ou néo estar associada a
cirurgia e a radioterapia).

» Quimioterapia para controle temporario de doenca: indicada para o tratamento
de tumores sélidos, avancados ou recidivados ou neoplasias hematopoéticas de evolucao
cronica. Pois este permite longa sobrevida (meses ou anos), mas sem possibilidade de cura;
no entanto a possibilidade no aumento da sobrevida do doente.

* Quimioterapia paliativa: indicada para a paliacéo de sinais e sintomas que
comprometem a capacidade funcional do paciente, mas nao repercute, obrigatoriamente, na
sua sobrevida. Independente da via de administracdo, é de duracéo limitada, tendo em vista a
incurabilidade do tumor (doenca avancada, recidivada ou metastética), que tende a evoluir a
despeito do tratamento aplicado.

Estes tratamentos podem ser usados isoladamente ou em conjunto, variando apenas
guanto a suscetibilidade dos tumores a cada uma das modalidades terapéuticas e a melhor
sequéncia de sua administracdo. No momento atual, poucas sao as neoplasias malignas
tratadas com apenas uma modalidade terapéutica (128).

Mesmo com a evolugdo nos avancos cientificos para as diversidades formas de
tratamento para o CCO, as taxas de mortalidade advindas do agravamento do quadro clinico
principalmente para os casos diagnosticados com CCEO ainda permanece altas devido a sua
particularidade no rapido crescimento, invasividade e metastase a distancia (130-137). Posto
isto a exploracdo de novos mecanismos terapéuticos no combate contra o CCEO é
imprescindivel para o conhecimento cientifico, a fim de conceder comodidade, salde e bem

estar aos portadores enfermos do CCO.

2.1.5.1 Implicacbes poOs-tratamentos

Contabilizasse que 90% dos sobreviventes de CCO experimentam taxas
inusitadamente altas de sintomas de impacto nutricional (SIN) na sobrevivéncia como
resultado da localizagcdo do tumor e tratamentos agressivos com radiacao na regido da cabeca
e pescoco. Vivenciando uma série de sintomas que afetam a capacidade e o desejo de comer.
Os SIN séao frequentemente cronicos e persistem além da concluséo do tratamento ou podem

se desenvolver como efeitos colaterais tardios (138).
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Embora haja melhorias notaveis na sobrevida com o tratamento com altas doses de
radiacao (16), esses protocolos contribuem para uma carga significativa de SIN durante e apos
o tratamento (17). Refere-se a quaisquer efeitos adversos ou sintomas que comprometam a
capacidade e/ou o desejo de comer e beber, incluindo; disfagia, trismo, xerostomia, dificuldade
de mastigacédo, mucosite, e alteracdes de sabor (15). Embora seja possivel que os SIN agudo
resolva apos o tratamento, o SIN pode continuar por meses, ou mesmo anos apos a conclusao
do tratamento, e se tornar um problema crénico de saude. (15, 18). Os SIN crénico podem ter
efeitos potencialmente devastadores no bem-estar geral dos sobreviventes, pois a capacidade
alimentar pode nunca voltar ao normal, forcando os sobreviventes a fazer adaptactes e
reaprender a comer (18). Além da dificuldade de alimentacéo fisica, também podem existir
desafios psicoldgicos e sociais, dada a importancia da alimentac&o no dia a dia (17).

A maioria dos pacientes com CCO ¢ tratada com quimiorradioterapia concomitante,
gue esta associada a taxas mais altas de efeitos toxicos e complicacdes relacionadas ao
tratamento em comparacdo com outras modalidades de tratamento, como cirurgia ou radiacao
isolada (139). Muitas vezes, causa uma deterioracéo da funcdo de degluticdo, inibindo a
conversdo de alimentos liquidos para semi-solidos/sélidos (140). Embora a maioria dos
eventos adversos apods o tratamento com guimiorradioterapia ocorra durante a fase aguda,
alguns podem néo ser resolvidos, resultando em desafios crénicos permanentes (139, 140).

Assim sendo, problemas funcionais associados a alimentacdo podem permanecer por
anos apos o tratamento, levando ao comprometimento da nutricdo e da qualidade de vida do
paciente. A investigacao, sucessiva da descoberta de novos meios de tratamentos, afim de
serem usadas isoladamente ou associadamente aos tratamentos convencionais com
interesse de amenizar os impactos poés-tratamento, sé@o indispensaveis no intuito de

proporcionar melhor qualidade de vida aos sobreviventes do CCEO.

2.1.6 Elementos contribuintes para complica¢gdes do CCEO.

Niveis elevados de determinados componentes do SRA tém demonstrado ser um fator
contribuinte para complicacdes do CCO, entre esses componentes esta a Ang Il, que por sua
vez é o produto da acéo proteolitica da ECA sobre o peptideo precursor, Ang |, provaram
cientificamente que além de suas propriedades vasoativas, a Ang Il é capaz de estimular a

angiogénese e atuar como mitdgeno, promovendo a proliferacéo celular. Recentemente,
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surgiram evidéncias de que a Ang Il também é capaz de promover a invasao tumoral, uma
etapa chave na cascata metastatica, embora 0S mecanismos pelos quais iSsoO ocorra
permanecam obscuros (141-143). Além disso, outro estudo evidencia que a Ang Il € capaz de
promover a invasao e migracao de do CCEO tanto de forma autocrina quanto por desencadear
interacfes tumor-paracrinas estromais. Os efeitos da Ang Il has vias de sinalizacdo autécrinas
e paracrinas séo mediados pelo AT1R. Esses dados demonstram o papel do sistema renina-
angiotensina na carcinogénese oral e levantam a possibilidade de utilizar antagonistas e/ou

inibidores do AT1R como novos agentes terapéuticos no CCO (144).

2.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O SRA ¢ a principal via enddcrina envolvida na regulacdo da funcéo cardiovascular,
renal e neuroenddcrina (22-24, 145). E o principal regulador fisioldgico da presséo arterial e do
equilibrio eletrolitico na manutencdo da homeostase. A hiperativacao do SRA é o principal fator
de hipertenséo, e os blogueadores dos receptores da angiotensina (BRAS) e os IECAs sao
muito eficazes no controle da hipertensao e doencas cardiovasculares (146). A Ang Il é o
principal hormdnio efetor, exercendo seus efeitos celulares, predominantemente pelo receptor
de sinalizacéo, o AT1R, e sua atividade biolégica tem sido alvo para o desenvolvimento
farmacologico de inibidores (147, 148). A Ang Il € um potente horménio vasopressor e um
regulador primario da secrecdo de aldosterona (149); é também um importante regulador da
pressdo sanguinea e do volume no sistema cardiovascular. Na hipertensdo, a ativacio
aumentada do AT1R e a sinalizacdo celular levam a uma extensa remodelag&o vascular (150),
incluindo aumento da espessura da parede vascular, dano vascular devido ao aumento da
inflamacdo e producdo de superdxido, resultando em pronunciada vasoconstricdo (151).
Esses efeitos da modulagdo da func¢éo vascular séo criticos quando se considera aimportancia
da circulacdo sanguinea no transporte de células tumorais para locais secundarios para
conferir metastases distais; bem como a funcdo da vasculatura tumoral no apoio ao
crescimento tumoral primario e metastatico in situ. Os efeitos na vasoconstricdo sao
consequéncia da sinalizacdo sistematica ou enddcrina do SRA (152).

A Ang Il atua através de dois subtipos de receptores, o ATIR e o receptor da
angiotensina Il tipo 2 (AT2R - angiotensin Il type 2 receptor). O hormonio peptidico (Ang I) é
convertido na forma bioativa, para Ang Il (ligante do AT1R) pela ECA nas células endoteliais.
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O direcionamento farmacologico do AT1R e ECA tem sido extremamente eficaz no tratamento
da hipertensdo e doencas renais e cardiacas cronicas, principalmente pelos potentes efeitos
dos inibidores na vasodilata¢ao, seja bloqueando a sinalizagdo da Ang Il ou sua converséao a
partir da Ang |. Embora a expressao e a fungédo dos componentes do SRA sejam bem
caracterizadas em células endoteliais, a expressdo em outros tipos de células pode ser
sugestiva de funcdes adicionais. A expressao e os efeitos funcionais dos componentes do
SRA, incluindo ECA, Ang I/ll e AT1R, sdo importantes nas células endoteliais que formam a
vasculatura dentro do tecido, nas células do musculo liso, células imunes incluindo mondcitos,
linfocitos T, macrofagos (153-156), fibroblastos e adipdcitos (157-161). Aléem disso, a ECA
sollvel é detectavel no sangue e sugere que a conversao ativa de Ang | em Ang Il pode ocorrer
sistemicamente ou localmente (162). Em termos de producao local de Ang Il e responsividade
tecidual, o AT1R e ECA sdo expressos na maioria dos 6rgdos com altos niveis detectaveis no
sistema nervoso central, tireoide, glandulas adrenais, pulméo, figado, trato gastrointestinal, rim,
colon, bexiga, endométrio e trompas de falépio. A relevancia do SRA no cancer é, portanto,
implicada pela alta expresséo de seus componentes de sinalizagdo, particularmente AT1R e
ECA, ja que altas expressdes foram observadas em canceres de ovario, colo do Utero,
préstata, pancreas, mama e colorretal (156, 163).

A expressao elevada e desorganizada dos mediadores de sinalizacdo do SRA pode
evocar multiplas cascatas de sinalizacdo para apoiar a angiogénese tumoral, remodelacao
vascular, proliferacéo celular, diferenciacao, inflamacao e fibrose (24). Além disso, ha extensa
evidéncia funcional demonstrando que os BRAs e IECAs tém efeitos benéficos na reducéo do

crescimento e progressao tumoral, vascularizacdo tumoral e metastase (34, 36, 47, 164-168).

2.3 PAPEL FISIOLOGICO DA ECA

A ECA hidrolisa a ligacéo peptidica Fen8-His9 (fenilalanina 8 — histidina 9) da Ang |, que
€ um decapeptideo para liberar um octapeptideo Ang Il e um dipeptideo C-terminal His-Leu
(histidina-leucina) na presenca de ions de zinco. Ang Il atua como um potente vasoconstritor.
Provoca agbes como contracdo da musculatura lisa vascular e retengdo de agua e sédio,
estimulando a secrecdo de aldosterona, aumentando assim o volume sanguineo apos a
ligacdo com seu receptor tipo 1. Isso leva a um aumento da presséo arterial e a um efeito

inotropico e cronotrépico positivo no coragdo. Um nome alternativo para ECA é cininase I,
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devido a sua capacidade de clivar rapidamente cininas, e assim inativar o hormonio
vasodilatador bradicinina (169). Juntamente com seu duplo papel na manutencéo da pressao
arterial e homeostase eletrolitica, a ECA também hidrolisa uma ampla gama de peptideos
vasoativos, como a substancia P, encefalina e neurotensina. A ECA também foi identificada
como o fator de liberagdo de proteina ancorada por glicosilfosfatidilinositol (GPI -
Glycosylphosphatidylinositol), liberando proteinas ancoradas por GPI da membrana do

esperma (170).

2.3.1 Enzima conversora da angiotensina

A ECA foi isolada como uma 'enzima conversora da hipertensina’ em 1956. Duas
formas da enzima séo observadas em humanos, uma forma somatica, encontrada em varios
tecidos, e uma isoenzima menor, a forma germinativa, encontrado exclusivamente nos
testiculos. Ambas as formas existem como ectoenzimas na superficie celular, hidrolisando
peptideos circulantes. Uma forma sollvel de ECA, derivada da acdo de uma secretase na
forma de membrana, também esta presente nos fluidos corporais. Recentemente, ECA2
(enzima conversora da angiotensina Il), um homologo de ECA, foi identificado em humanos.
A ECA remove o dipeptideo carboxi-terminal do substrato e, assim, hidrolisa a Ang | e a
bradicinina agindo como uma peptidil dipeptidase ou como uma endopeptidase em substratos
como a colecistocinina. A ECA2, por outro lado, existe como uma carboxipeptidase que
remove aminoacidos hidrofobicos ou béasicos do carboxi terminal. A ECA, portanto, pode estar
comportando um papel mais diversificado no metabolismo de peptideos presentes na
superficie celular (171).

A ECA é uma dipeptidase dependente de cloreto e zinco. A isoforma predominante,
expressa no pulméo é uma glicoproteina ligada a membrana. A ECA desempenha um papel
significativo no equilibrio de fluidos e eletrdlitos, regulacéo da presséo arterial, desenvolvimento
do sistema cardiovascular e remodelac¢éo vascular, hidrolisando Ang | em Ang I, um potente
peptideo vasopressor e desativando a bradicinina, o peptideo vaso depressor como parte do
SRA e sistema calicreina-cinina (KKS - kinin—kallikrein system) (170). Alguns altores deduziram
gue as caracteristicas estruturais, moleculares e bioquimicas da ECA sao conservadas em
todos os organismos. Sugere-se, portanto, que a ECA apareceu muito antes, durante o curso

da evolucéo, e as caracteristicas da ECA em mamiferos podem ser resultado de processos
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evolutivos em uma protease antiga, cujas funcdes na integra ainda precisam ser decifradas
(172).

A ECA humana foi purificada por técnicas cromatogréaficas e eletroforéticas. E uma
glicoproteina &cida composta por uma unica cadeia polipeptidica de peso molecular na faixa
de cerca de 140 quilodalton (kDa) e um ponto isoelétrico de 4,6. A atividade da enzima
depende da presenca de ions cloreto, enquanto € inibida por agentes quelantes como metais
pesados, compostos sulfidrila e certos peptideos (173). A ECA testicular € composta por 711
aminoacidos com sua massa molecular esté prevista para ser em torno de 80 kDa. Tem sido
sugerido que o gene ECA pode resultar da duplicacdo do gene devido a homologia interna
presente no DNA complementar (cCDNA) endotelial da ECA. Esta observacao foi estendida
para a estrutura génica de dominios onde grandes homologias foram observadas entre os
éxons 4 a 11 que codificam o dominio N-terminal da proteina ECA e os éxons 17 a 24 que

codificam o dominio C-terminal (174).

2.3.2 Fatores que influenciam os niveis de ECA

Os niveis séricos de ECA sao relativamente estaveis no individuo saudavel em
medicOes repetidas, mas existe uma grande variabilidade interindividual, variando até seis

vezes. Diferencas na atividade sérica da ECA foram relatadas de acordo com (175):

Idade
» Recém-nascidos e prematuros tém niveis mais altos de ECA provavelmente
devido ao desenvolvimento de capilares pulmonares ap6s o nascimento. Acredita-se que a
principal fonte de ECA circulante sejam as células endoteliais capilares. Como h& uma
hiperatividade das células endoteliais vasculares, principalmente nos macrofagos durante o
crescimento e a angiogénese, as criangas apresentam maior atividade da ECA do que os

adultos.

Género
» Diferengas relacionadas ao género séo observadas em adolescentes, com
maior atividade sérica em meninos do que em meninas. A regulacéo hormonal esterdide da

biossintese da ECA pode ser considerada responsavel tanto pelo sexo quanto pelas variagcoes
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relacionadas a idade observadas. Em adultos, no entanto, embora nenhuma diferenca nos
niveis de ECA tenha sido observada devido a variacdo na idade, alguns estudos relataram

uma menor atividade da ECA em mulheres em comparacgao aos homens.

Etnia
* Nao ha evidéncias concretas sobre o efeito da etnia na atividade da ECA,

embora se acredite que possa existir um efeito indireto.

Polimorfismos genéticos
* Os polimorfismos genéticos também influenciam os niveis de ECA. Uma
variante de insercéo/delecéo (I/D) de 250 pares de bases (pb) no intron 16 no cromossomo
17923 mostrou ser responsavel por 47% da varia¢do observada nos niveis de ECA (175).

Foi observado que a atividade sérica da ECA em individuos saudaveis com
homozigotos DD € aproximadamente duas vezes maior do que em homozigotos I, com taxas
intermediarias observadas em heterozigotos ID (176). Foi revelado em um estudo mais
aprofundado que a mesma mutacéo pontual no nucleotideoa posicéo 3705 do gene ECA que
resultou em uma troca de aminoacidos (Prol1991eu) foi responsavel pela secrecéo aumentada
de ECA devido a uma clivagem mais efetiva das membranas das células endoteliais. O
polimorfismo de variacdo I/D como marcador genético agora esta sendo utilizado para
estabelecer associacOes entre a variacdo do gene da ECA e uma gama diversificada de
condi¢Bes de saude devido a sua facilidade de visualizac¢&o (177).

2.4 SRA VIA ANG II-AT1R NO DESENVOLVIMENTO DO CANCER

A conversao de Ang | em Ang Il é catalisada pela metalopeptidase de zinco, ou seja, a
ECA (178). Os padrbes de expressdo da ECA indicam processamento sistémico da Ang Il
bioativa, bem como localmente em diferentes 6rgéaos e vasculatura. A producéo local de Ang
[l também ocorre no tecido mamario normal, juntamente com a expressao de ECA, Ang | e
ATI1R no epitélio glandular, fibroblastos estromais adiposos e células endoteliais do tecido
mamario (179).

Dada a expresséao local do SRA em muitos tecidos, talvez nao seja surpreendente que

muitos componentes do SRA também sejam expressos em tecidos malignos. No entanto, o
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SRA, em patrticular o AT1R, é frequentemente regulado durante a progresséo de fendtipos
normais para malignos, indicando pelo menos uma correlacao entre 0 SRA e a progressao do
tumor (27). Uma vez que, intrinsecamente aos tumores de varios tipos de canceres, séo
encontrados a expresséao local de componentes do SRA influenciando o desenvolvimento da
carcinogénese e a progressao para doenca metastatica. Pois foi observada a expressao
elevada destes componentes, principalmente a ECA, Ang Il e ativacdo proeminente do AT1R.
Séo exemplos da elevagdo destes elementos no endotélio de micro vasos e células-tronco
cancerigenas em glioblastoma (180). Essas elevadas express6es também foram encontradas
em modelos de cancer de mama, nas células epiteliais (157); e dentro de lesdes neoplasicas
e associado ao adenocarcinoma ductal em comparacdo com o adenocarcinoma lobular (181).
Em experimentos com cancer colorretal metastatico, a expressao da ECA é significativamente
aumentada no figado onde ocorre a colonizagdo metastatica, sugerindo que as lesdes
metastaticas contribuem para a supra regulacao local da ECA (27, 166, 182, 183). Além disso,
a literatura cientifica revela a expressao frequente da ECA, Ang Il e AT1R em cancer de
celebro, pulmédo, péancreas, mama, préstata, colon, pele e carcinomas cervicais em
comparagdo com seus tecidos ndo malignos correspondentes (28). Em particular, a
superexpressao do AT1R € comum. No entanto as alteracdes na expressao dos componentes
do SRA parecem correlacionar-se com o grau do tumor (184, 185). Essas alteracfes, todavia,
variam para cada tipo de cancer diante do grau de ativacéo do AT1R (186).

Como sugerido acima, sugere-se que 0 SRA esteja envolvido em muitos tipos de
cancer, isso pode ser devido ao fato de que o SRA é composto por Varios receptores, entre
eles, AT1R e AT2R, receptor de pré-renina (PRR) e receptores acoplado a proteina G (MasRs
- G Protein-Coupled Receptors) e diferentes tipos de efetores como Ang Il, angiotensina 1-9
(Ang-(1-9)), angiotensina 1-7 (Ang-(1-7)). Em relacdo ao desenvolvimento do cancer, esses
efetores e receptores tém ac¢bes opostas com varios aspectos (Figura 18) . Os dados classicos
concentram-se no processamento do angiotensinogénio no peptideo ativo Ang Il, e nas
interacBes da Ang Il com seus receptores principalmente AT1R (187). No entanto, 0 homoélogo
da ECA, conhecido como ECAZ2, foi descoberto mais recentemente e funciona para clivar o
aminoacido carboxi-terminal da Ang Il e gerar Ang-(1-7). A Ang 1-7 interage com seu receptor
acoplado a proteina G (MasR - G Protein-Coupled Receptor) para antagonizar as a¢des da
Ang Il (156). Um mecanismo importante pelo qual o SRA exerce seu efeito pré-tumoral pode
ser atraveés da modulacdo da angiogénese tumoral, que € critica para o crescimento cancer
(188). A Ang Il estimula a expressao de varios agentes pro-angiogénicos e fatores de

crescimento, incluindo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - vascular endothelial
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growth factor) (189, 190), angiopoietina 2 (191), fator de crescimento de fibroblastos basico (b-

FGF - basic fibroblast growth factor) (192) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF

- platelet-derived growth factor) (193).
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Figura 18. As Acdes Contraditérias dos Receptores e Efetores do Sistema
Renina-Angiotensina no Desenvolvimento Tumoral. O Sistema Renina-
Angiotensina possui diferentes receptores e efetores. Os dados classicos
concentram-se no processamento do angiotensinogénio no peptideo ativo
Ang Il e nas interacdes da Ang Il com seus receptores principalmente
ATR1. A ligacdo da Ang Il ao AT1R aumenta a inflamacao, a angiogénese
da fibrose, a invasdo tumoral e a metéstase. O receptor de pré-renina (PRR
- pro-renin receptor) também tem acdo semelhante com Ang Il. Por outro
lado, quando a Ang Il se liga ao AT2R, os efeitos sdo opostos a ligacao ao
AT1R. A Ang 1-7 quando se liga ao seu receptor Mas, causa funcdo anti-
inflamatdria, anti-fibrética, anti-proliferativa e anti-migratoria. Os inibidores
de SRA séo benéficos no combate contra o cancer devido ao aumento da
sinalizacdo Mas mediada por AT2R e Ang 1-7. Fonte: PubMed “Renin-
angiotensin system and cancer: epidemiology, cell signaling, genetics and
epigenetics” (Adaptado).

A sinalizacdo de AT1R parece ser o principal componente do SRA que esta envolvido

no crescimento tumoral, induzindo angiogénese e proliferacdo tumoral, promovendo a

expressao de VEGF ou do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR - epidermal

growth factor receptor) (27, 28, 194, 195). A angiotensina Il também pode promover o

crescimento e proliferacéo celular atraves do fator de crescimento transformador beta (196),
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tirosina quinase (197) e ativacdo das vias de alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR -
mammalian target of rapamycin) (198) (Figura 19). O blogueio do SRA via inativacdo da Ang
[I-AT1R estéa frequentemente associado a reducéo da expressao do potente fator angiogénico,
o VEGF (167, 199, 200). Os efeitos pro-angiogénicos da Ang Il indicam ser mediados pelo
AT1R. Em modelos de angiogénese induzida por isquemia, a Ang Il promove a
revascularizacdo de vasos lesados pelo aumento dos niveis de VEGF e oxido nitrico sintase
endotelial via ativacdo do AT1R (201). Esses efeitos angiogénicos do SRA também séo
evidentes em varios modelos de malignidade. As células de cancer de ovario positivas para
ATI1R secretam VEGF em resposta a estimulacdo de Ang Il (168). Indicativo do potencial
angiogénico da Ang ll, e a notavel reducéo da densidade microvascular do tumor tem sido um
efeito comum dos IECA (166).
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Figura 19. Vias de sinalizagdo do receptor SRA relacionadas com a biologia do
cancer. Diferentes receptores SRA ativam ou inativam varias vias de sinalizacao
relacionadas ao desenvolvimento do cancer. A sinalizagédo do receptor de AT1R e
PRR ativa as vias MAPK, PISK/AKT/mtor, NF-kB e JAK/STAT e aumenta em VEGF,
TGFB1, EGFR e fibronectina, o que acaba levando ao aumento da proliferagédo
celular, angiogénese, fibrose, invasao tumoral e metastase. Essas vias sao inibidas
pela sinalizagdo Mas mediada por AT2R e Ang 1-7. Fonte: PubMed “Renin-
angiotensin system and cancer: epidemiology, cell signaling, genetics and
epigenetics” (Adaptado).
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O SRA também pode afetar a sobrevivéncia e/ou proliferacéo celular e pode, portanto,
ter um efeito direto sobre 0 nimero de células cancerosas vivas dentro dos tumores. A Ang Il
pode estimular ou inibir a proliferacéo dependendo se 0 AT1R ou AT2R esta ativado. Também
esta se tornando evidente que a Ang-(1-7) também tem um papel na definicdo do potencial
proliferativo de algumas células. A Ang Il € um mitdgeno para células musculares lisas,
fibroblastos e células endoteliais (202), e aumenta a expresséo de oncogenes relacionados ao
crescimento (203-205) e fatores de crescimento (28) em varios tipos de células. No entanto, a
estimulacdo de Ang Il e do AT1R pode aumentar a senescéncia de células progenitoras
endoteliais derivadas da medula 6ssea (206), que sao importantes para a angiogénese tumoral
(207). Esses resultados sugerem que o efeito da Ang Il na proliferacdo pode diferir para
diferentes tipos celulares, possivelmente devido as vias fisiologicas alternativas que podem ser
iniciadas pelo SRA. Embora o AT2R seja comumente considerado mediador dos efeitos
antiproliferativos da Ang Il (208). Posto isto, 0 AT2R evidencia antagonizar as acées AT1R. Em
um estudo utilizando camundongos deficientes em AT2R, confirmaram aumentos de VEGF e
Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS - endothelial nitric oxide synthase) induzidos via Ang Il e
ativacdo do ATIR (201), uma vez que ambas as respostas foram observadas em
camundongos com genes deletados para AT2R. Este estudo também ilustrou que o AT2R
pode modular negativamente a angiogénese induzida por isquemia, aumentando o0s
processos apoptéticos. O AT2R também demonstrou inibir os sinais VEGF2/Flk-1 (Receptor
do Fator de Crescimento Endotelial Vascular 2 / Receptor de Dominio de Insercéo de Quinase)
0 que por sua vez resulta na reducéo da migracdo de células endoteliais e a formacéo de tubos
(209). Contraposicéo com a Ang ll, o peptideo Ang-(1-7) parece inibir a angiogénese. Ang-(1-
7) inibiu tanto a angiogénese gquanto a proliferacéo de tecido fibrovascular em um modelo de
esponja murina de angiogénese (210, 211). Surpreendentemente a ativacdo do AT2R em
mediar eventos de transducéo de sinal, ndo depende exclusivamente da Ang Il, sugerindo que

ativacao do AT2R seguidamente de suas a¢des pode estar envolvidas em outras vias (212).

2.5 INIBIDORES DA ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

Apos a caracterizacéo das diversas fungdes da ECA, ficou claro que seus inibidores

provocariam a inibicao das ac¢des por ela produzidas, as quais ela poderia estar realizando via
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Ang | ou bradicinina. A ECA tem sido utilizada ha muito tempo como alvo para testes de drogas
anti-hipertensivas. A estrutura da ECA é semelhante a da carboxipeptidase A, que € conhecida
por ter acido L-benzilsuccinico atuando como seu inibidor. Portanto, com base nisso, os
aminoacidos succinil foram um dos primeiros compostos alvo inibidores de ECA a serem
projetados. O veneno de cobra atua como um peptideo inibidor natural da ECA, com base no
qual a succinil prolina foi sintetizada (170).

A ECA visto que representa uma dipeptidil carboxil metalopeptidase bivalente, no que
Ihe diz respeito € uma enzima de membrana nas células endoteliais, epiteliais e neuroepiteliais
e no cérebro, além de estarem presente na forma solivel no sangue e em numerosos fluidos
corporais. A ECA cliva o dipeptideo C-terminal da Ang | e da bradicinina, interagindo assim
com o SRA e o sistema calicreina-cinina simultaneamente (213). Entende-se que a ECA tem
um papel fundamental no equilibrio entre as propriedades vasodilatadoras e natriuréticas da
bradicinina e as propriedades vasoconstritoras e retentivas de sal da Ang Il. Um aumento na
atividade da ECA perturba esse delicado equilibrio e promove Ang Il vasoconstritora e
retentora de sal e diminui a bradicinina vasodilatadora e natriurética. Os IECA restaura esse
equilibrio diminuindo a formacgéo de Ang Il e a degradacéo da bradicinina (214). Em suma a
atuacéo dos IECA no SRA implica na inibicdo da ECA, o qual o mesmo é responsavel pela
conversao da Ang | em Ang I, impedindo os efeitos mediados pelo AT1R, uma vez que a
ligacdo da Ang Il nos receptores AT1 nos musculos lisos induz a vasoconstricao das arteriolas
pré-capilares e vénulas pos-capilares, inibindo recaptacdo de norepinefrina e a liberacéo de
catecolaminas da medula adrenal, o que aumenta a presséo arterial. A angiotensina Il também
€ responsavel em estimular o cortex adrenal a secretar aldosterona. A aldosterona faz com
gue os tubulos distais e os ductos coletores dos rins reabsorvam agua e sédio em troca de
potassio, 0 que resulta em expansdo do volume extracelular e aumento da pressao arterial
(215).

Um grupo de IECAs estdo atualmente no mercado. Esses inibidores diferem na
estrutura quimica de suas porc¢des ativas, bem como em sua poténcia, biodisponibilidade,
meia-vida plasmatica, via de eliminacéo, distribuicdo e afinidade pela ECA ligada ao tecido e
se sao administradas como pro-drogas. Os IECA desempenham uma ampla gama de funcoes
terapéuticas. Junto com seu uso mais comum como anti-hipertensivos, eles agora sao
amplamente utilizados no tratamento de doencas dos sistemas enddcrino, cardiovascular e
urinario. Seu uso leva a reducao da hipertrofia e fibrose do miocardio e, assim, observou-se
melhora no remodelamento ventricular. Notou-se que o uso de IECA leva a uma melhora na

atividade do sistema nervoso autbnomo em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica. Foi
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comprovado que o uso prolongado de IECA leva a uma diminuicdo na secrecdo de proteinas
urinarias associada a nefropatias, melhoram a funcéo cardiaca e retardam a progresséo da
insuficiéncia renal, melhorando assim o padrédo de vida do paciente e aumentando sua
expectativa de vida (170).

Os IECAs podem ser classificados em trés grupos de acordo com a estrutura quimica
de sua porc¢éo ativa. Captopril ou D-3-mercapto-2-metilpropanoil-L-prolina com sulfidrila como
um forte grupo quelante foi posteriormente projetado através de varias modificagdes como um
inibidor oral ndo peptidico da ECA, outros sao fentiapril, pivalopril, zofenopril e alacepril. O
fosinopril é o Unico inibidor da ECA que contém um grupo fosfinil como sua porcao reativa. A
maioria dos outros IECAs, como lisinopril, enalapril e perindopril, contém uma por¢éo carboxil
(214). O captopril, em particular, foi o primeiro inibidor da ECA aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) por seus efeitos anti-hipertensivos (216). O captopril em 1981 foi o
primeiro IECA disponivel, e a partir dai tem sido amplamente utilizado no tratamento de
diversas doencas cardiovasculares. As acdes do captopril na hipertensdo e na insuficiéncia
cardiaca agem principalmente da supressdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) (217).

2.5.1 Efeito anticancerigeno dos IECAs

O SRA (27) e os receptores da angiotensina (28) ttm demonstrado seu relevante papel
no cancer, uma vez que a via ECA-Ang II-AT1R comecou a ser visto como um alvo terapéutico
contra a carcinogénese (218, 219). A Ang Il tem um papel antiapoptético envolvendo ativacdo
de AT1R/fosfatidilinositol 3-quinase/Akt e a subsequente supresséo da ativacao de caspase-9
(220) e caspase-3 (221). Visto que a Ang Il atua através do AT1R para aumentar a expressao
do VEGF, resultando em proliferacdo, migracdo e angiogénese de células endoteliais (222,
223). A ativacado de AT1R também é relatada para induzir citocinas e quimiocinas inflamatorias
através da proteina gquinase ativada por mitdgeno, e vias do fator nuclear-kB (224). Todos
esses processos mediados por AT1R séo importantes na indugéo e progressao do cancer.
Assim sendo, trabalhos cientificos na descoberta de mecanismos inibitorios desses agentes,
tem sido extremamente necessario.

Varios estudos in vivo em modelos tumorais revelaram que os IECAs inibem o

crescimento tumoral (225) e a angiogénese (200, 226). O efeito benéfico dos IECAs na
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supressao do crescimento tumoral € mediado principalmente pela inibicdo dos niveis de Ang
Il dependente de SRA e aumento dos niveis de bradicinina (227). Outra atividade
anticancerigena de alguns IECAs provavelmente se deve as suas propriedades intrinsecas de
quelacdo de metais, que se acredita serem responsaveis pela inibicdo da metaloproteinase da
matriz (200, 228). O efeito direto de alguns inibidores ECA € a reducao do inibidor do ativador
do plasminogénio e outro efeito € devido ao seu grupo sulfidrila livre, que leva a geracéo de
angiostatina, que por sua vez inibe a angiogénese (229). O grupo sulfidrila presente no inibidor
da ECA impede a ativacdo subsequente da metaloproteinase da matriz e do fator de
crescimento endotelial vascular, evitando assim uma maior invasao e angiogénese (45, 226,
228, 230-234).

Um estudo prospectivo em “Glasgow Blood Pressure Clinic’ com 5.027 pacientes,
mostrou que os IECAs podem proteger contra 0 cancer, esse mesmo estudo descobriu que a
incidéncia de canceres fatais foi reduzida em pacientes tratados com inibidores da ECA por >
3 anos (235). Um segundo estudo de coorte com andlise de caso-controle aninhada descobriu
gue o captopril, um IECA, estava associado a um menor risco de desenvolver cancer de
préstata (236). Um risco reduzido de desenvolver cancer de esdfago (55%), pancreatico (48%)
e colon (47%) foi observado em uma avaliacao de 483.733 pacientes, 38% dos quais estavam
tomando IECA (237), esta droga também mostrou eficacia no manejo da cardiotoxicidade pos-
antraciclina em sobreviventes de cancer pediatrico, e sem aumentar o risco (238). O papel da
ECA no cancer é ainda apoiado pelas descobertas de que o polimorfismo da ECA esta
associado a varios tipos de cancer (28, 32, 239-241).

Achados na literatura mostra aumento da atividade renal da ECA2 como resultado da
supressao da sintese ou atividade de Ang Il, esses mesmos resultados confirmam que a ECA2
n&do é sensivel ao bloqueio da ECA, no entanto, os dados mostram que a inibicao da ECA esta
associada ao aumento da atividade renal da ECA2, consequentemente um aumento da Ang-
(1-7) e do MasR como um fator que contribui para as a¢fes renoprotetoras da interrupcdo da
conversao da Ang | em Ang Il com inibidores da ECA (242). Curiosamente outros estudos,
revelaram que o captopril foi capaz de elevar os niveis de Ang-(1-7) nos 0rgaos periféricos,
incluindo pulmdes e o0ssos (243-245). Como principal peptideo bioativo do eixo alternativo do
SRA, Ang-(1-7) é gerada predominantemente pela ECA2 e exerce efeitos fisioldgicos via seu
MasR (246). Um estudo indica que o AT2R funciona para diminuir a atividade da ECA, o que
pode, em parte, estar subjacente a atenuacéo cada vez mais reconhecida do AT2R das acoes
mediadas pelo AT1R. Esse estudo sugere que as a¢des vasodilatadoras e antiproliferativas
atribuidas ao receptor AT2 podem estar ligadas a inibicdo da ECA através dos IECA (247).
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Assim, varios estudos suportam as decorréncias anticancerigenas dos IECAs através
de mecanismos dependentes e/ou independentes do SRA, e esses inibidores podem
contribuir a entender as intera¢des entre os componentes do SRA na carcinogénese e projetar
novos alvos terapéuticos.



57

3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a inibicdo da enzima conversora da angiotensina como potencial alvo

terapéutico no combate contra o carcinoma de células escamosas oral (CCEO).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar o efeito do inibidor da enzima conversora da angiotensina (captopril) na

viabilidade de linhagem de células do CCEO humanas (SCC-9).

2 Avaliar o impacto do captopril na proliferacao de células SCCO.

3 Analisar ainducéo da peroxidacao lipidica na inferéncia da apoptose através da inibicao

da enzima conversora da angiotensina em células SCC9 tratadas com captopril.

4 Inferir a intervencao do inibidor da enzima conversora da angiotensina na migracéo de
células SCCO.

5 Auvaliar o efeito do captopril na invasibilidade de células do CCEO humanas.

6 Investigar a angiogénese no ambiente tumoral e seus efeitos com tratamento através

do inibidor da enzima conversora da angiotensina como um antimetastatico.

7 Categorizacao dos parametros morfologicos do epitélio da cavidade bucal em animais

submetidos ao desenvolvimento da carcinogénese oral pela analise clinico patologico
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e determinacéo das gradacges histoldgica para posterior investigacao de existéncia de

possiveis associa¢des entre grupos tratados e nao tratados com o captopril.
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4 HIPOTESE

Tendo como base a revisdo literaria cientifica espera-se que 0s ensaios possam

alcancar os seguintes resultados:

Ensaios in vitro

A inibicdo da enzima conversora da angiotensina através do captopril possa contribuir
na atenuacdo da viabilidade e proliferacdo do carcinoma de células escamosas oral,
subsequente a inducéo da apoptose, e diminuicdo da migracdo associada a reducdo da

invaséo das células escamosas malignas.

Ensaios in vivo

Animais com carcinoma de células escamosas oral tratados com um inibidor da enzima
conversora da angiotensina tende-se apresentar menor agressividade morfologica diante das
observacdes histopatoldgicas além de expressar resultados promissores como potencial alvo

terapéutico contra a angiogénese tumoral na inducdo da metastase.
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Angiotensin-converting enzyme inhibitor as a potential therapeutic target in
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Abstract

Oral cavity cancer (OCC) is one of the most common types of cancer for its high
epidemiological rate. Oral squamous cell carcinoma (OSCC), which arises from oral
mucosal surfaces, is associated with lifetime exposure to alcohol and tobacco, as well
as with human papillomavirus (HPV) infections. The prognosis and therapeutic
alternatives vary depending on the profile and certain individual characteristics that
can trigger metabolic disorders and vary with the presentation of many symptoms,
namely physical, emotional, and psychological. Surgery and radiation therapy are
currently the most common treatments but implementing new therapeutic methods is
crucial to control the mechanisms that cause death due to rapid growth, invisibility, and
metastasis. It has already been demonstrated that the renin-angiotensin system (RAS)
has a potential involvement in cancer progression, inducing angiogenesis, growth, and
metastasis. This article reports experimental in vitro and in vivo studies exploring
angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEI) as a potential therapeutic target in
OSCC.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, Angiotensin-converting enzyme inhibitor,

Captopril.

Introduction

Cancer is a leading cause of death worldwide. A total of more than 19 million new
cases and 9 million cancer-related deaths were reported in 2020. Oral cavity cancer
(OCC) is one of the most common types of cancer with an epidemiological 2020 rate
of 377 713 new cases, 177 757 deaths, and a prevalence of 959 248 in five-year (1).
Head and neck cancers arise on the mucosal surfaces of four main anatomical sites:
oral cavity, nasal cavity, pharynx, and larynx. It is in most cases associated with lifetime
exposure to alcohol and tobacco and with infection by specific strains of human
papillomavirus (HPV) (2). More than 90% of OCC arise from squamous tissues, hence
they are known as oral squamous cell carcinoma (OSCC) (3, 4). The prognosis and
therapeutic alternatives depend on epidemiological factors, anatomical location,
invasiveness, and cancer stage (5). Metabolic disorders, inflammatory factors,
cachexia, physical inactivity, reduced nutrient intake, dysphagia, trismus, xerostomia,

mucositis, pain, and dental problems can develop depending on tumor characteristics



62

and grade (6-8). This symptom burden can have significant physical, emotional, and
psychological consequences, thus negatively affecting the patient's quality of life (9).
Surgery and radiation therapy are the most common treatments for early-stage tumors.
For advanced tumors, surgery is used in combination with postoperative
chemoradiotherapy or follows preoperative chemoradiotherapy as a second alternative
after failure of the initial treatment (salvage surgery) (10, 11). Although scientific
advances have been made in recent years regarding treatment modalities, the
incidence and mortality rates for OSCC are still high for its rapid growth, invasiveness,
and distant metastasis. Therefore, investigating the mechanisms that lead to the
development of OSCC is crucial for finding potential therapeutic agents.

The renin-angiotensin system (RAS) is important for cardiovascular balance, since it
regulates several physiological functions by establishing a cascade of components first
synthesized by the juxtaglomerular cells of the renal afferent arterioles (12). In the
RAS, the enzyme renin cleaves the peptide angiotensinogen converting it to the
decapeptide angiotensin (Ang) | that is then converted to Ang Il by the angiotensin-
converting enzyme (ACE). Ang Il activates the angiotensin type 1 receptor (AT1R) that
then causes vascular constriction, water intake, and Na+ retention. The RAS has a
role in some pathological conditions, such as inflammation, fibrosis, hypertrophy, and
oxidative stress (13). Other studies also show that the components of the RAS are
involved in cancer progression (14-19), since AT1R activation by Ang Il can affect
apoptosis, migration, and proliferation (20-23), as well as induce tissue angiogenesis
through upregulation of the vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) (24,
25). Based on this, it has become increasingly acknowledged in recent years that the
RAS is involved in angiogenesis, progression, and metastasis in various types of
cancer (21, 26).

Angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI) are drugs commonly used as
antihypertensive agents, mediating their effects by inhibiting ACE, preventing the
conversion of Ang | to Ang Il a key peptide of the RAS, and thus preventing the
activation of AT1R. Evidence shows that ACEI play a key role in carcinogenesis
prevention, cancer regression, and prolongation of survival, acting as an anti-
metastatic factor in different cancer types, including colorectal, breast, pancreatic, skin,
prostate, lung, renal, and hepatocellular carcinoma (26-41). This study investigated an
ACEI and its therapeutic effects in OSCC.
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Material and methods

In vitro experimental design

Cells

The human OSCC cell line, SCC9, from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA) was used for the in vitro experiments. Cells were cultured in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12; Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, South
America), antibiotics, and 0.4 ug/mL of hydrocortisone (Gibco, Invitrogen, Carlsbad,
CA), and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere of 5% COx.

Drug

Captopril was used as an ACEI in all experimental assays to assess its potential as a

therapeutic alternative for OSCC.

Cell viability assay

The MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was
used to determine the viability of SCC9 cells treated with captopril at concentrations of
0, 6.25 mM, and 12.5 mM in the presence of medium (DMEM-F12/incomplete)
containing 0.125 and 0.250% of dimethylsulfoxide (DMSOQO) as vehicle respectively the
drug dosages. Two different concentrations of the vehicle were required since different
concentrations of the drug required the corresponding dilution of the solute (captopril).
A preliminary test (Supplementary material 1) was performed to assess the toxicity
of DMSO in SCC9 cells and select DMSO concentrations that were safe for its use as
a vehicle without causing cellular damage. For this, 3 x 102 cells were seeded in a 96-
well plate and incubated for 24 h. SCC9 cells were then treated for periods of 24 and
48 h (Supplementary material 1). All procedures were performed at 37 °C in a humid
atmosphere of 5% CO2. A volume of 10 pL (0.5mg/mL) of MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; M6494, Molecular Probes Life Technologies)
was added to the cells and then incubated for 2 h at 37 °C and 5% CO2. Next, 100 pL
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of DMSO was used to dissolve the resulting formazan crystals. The absorbance was
determined using a microplate reader (Diatek Instruments, DR-200B) at a wavelength

of 540 nm. This experiment was carried out in sextuplicate.

Cell proliferation assay

To assess the proliferative potential of SCC9 cells, a cell proliferation assay was
performed as previously described (42). Cells were plated at a density of 1 x 10° and
grown in 12-well culture plates in medium (DMEM-F12) with FBS for 24 h for cell
stability. Next, the wells were washed three times with 1X phosphate-buffered saline
(PBS), and of a new medium without FBS was added, and cells were incubated for
another 24 h. On the following day, the medium was discarded, the wells were washed
again with 1X PBS, and then treated with captopril at concentrations of 0, 6.25 mM,
and 12.5 mM in medium (DMEM-F12) without FBS for 24 h. Next, cells were
trypsinized, and cell viability was assessed by trypan blue staining (Sigma, St. Louis,
MO, USA). Cells were counted in a Neubauer chamber (Prolab, Sdo Paulo, SP, Brazil)
using an 1X81 inverted microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, USA). This

assay was performed in quadruplicate.

Reactive oxygen species (ROS) assay

SCC9 cells were plated and grown at a density of 5 x 10% in 12-well plates. After 24 h,
cells were treated with captopril at concentrations of 0, 6.25, and 12.5 mM. After 24 h
of treatment, cells were washed with 1X PBS and incubated with 10 pM of 2'7'-
dichlorofluorescein diacetate (H2DCFDA, Invitrogen, Carlsbad, CA) for 30 min at 37
°C, and then washed again three times with 1X PBS as previously described (43).
Next, images were captured and recorded using an FSx100 inverted fluorescent
microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, CA), and quantified using ImageJ
software. Wells treated with 100 uM H202 in 2% FBS were used as an internal positive
control for the formation of reactive oxygen species (ROS). This assay was performed

in quadruplicate.
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Cell death assay with acridine orange / ethidium bromide (AO/EB)

Cell death was quantified using the AO/EB staining method. This assay examines
viability and membrane integrity by fluorescence. AO (Excitation 460-495, Emission
510-550, DM505 filter) penetrates the cells and their nuclei turn green, while EB
(Excitation 360-370, Emission 420-460, DM400 filter) stains cells that have lost
cytoplasmic membrane integrity and their nuclei stain red. Early apoptotic cells show
a greenish-yellow staining due to early chromatin fragmentation, whereas late
apoptotic cells show a condensed and fragmented reddish-orange chromatin (44, 45).
SCC9 cells were plated at a density of 3.5 x 10° in 6-well plates and cultured for 24 h.
Next, cells were washed with 1X PBS, treated with different concentrations of captopril
(0, 6.25 mM, and 12.5mM) in FBS-free medium (DMEM-F12), and incubated for 24 h.
Cells were then trypsinized, transferred to a microtube, centrifuged, and supernatants
(treatment medium) were discarded. Each pellet (cells) was resuspended in 25 uL of
the dye at a concentration of 100 pg/mL of AO and 100 ug/mL of EB (double
fluorescent staining solution) and incubated for 5 min at 37 °C and 5% of CO2 protected
from light. Next, 25 pL of each cell suspension was transferred to a glass slide and
covered with a coverslip for observation and recording of images using an FSx100
inverted microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, CA) for further analysis and
cell quantification with ImageJ software (43). Each assay was performed in
quadruplicate.

Wound healing assay

Cell migration ability was measured using a wound healing assay as previously
described (46, 47) with some adaptations. Briefly, SCC9 cells were plated at a density
of 1.5 x 10° per well in 12-well plates in FBS-free medium (DMEM-F12) and incubated
overnight to form a confluent monolayer. A wound was then made by scraping the cell
monolayer with a sterile 200 pL plastic tip. Next, wells were washed three times with
1X PBS to remove cell residues, and FBS-free medium with the different
concentrations of captopril (0, 6.25 mM, and 12.5 mM) was added. Images of the wells
were taken at the beginning of the experiment and after 24 h using an 1X81 inverted

microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, USA). The assays were performed in
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quadruplicate and wound healing rates were quantified and analyzed with ImageJ

software.

Transwell cell invasion assay

The cell invasion assay of SCC9 cells were employed using prepared 24-well plate
and associated with a transwell chambers equipped with polycarbonate filters (pore
size 8 um; Corning Inc, NY, USA) as previously described (46, 48) with some
improvements. Briefly, chambers were coated with 50 pL of FBS-free DMEM-F12 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) with Matrigel in a ratio of 1:3, respectively. This
mixture solidified overnight at 37 °C in a humid atmosphere of 5% CO2. On the
following day, 200 pL of FBS-free DMEM-F12 with 2.5 x 10° SCC9 cells were added
to the upper chambers of the Matrigel pre-coated membranes, with the corresponding
treatments of 0, 6.25 mM, and 12.5 mM of captopril. The lower chambers were filled
with medium containing 10% FBS. After incubation for 24 h, the non-invasive cells and
the Matrigel layer were mechanically removed using cotton swabs, and the
microporous membrane at the bottom was fixed with 4% paraformaldehyde and
stained with hematoxylin. The number of invasive neoplastic cells was observed and
imaged with an FSx100 inverted microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, CA)
for further analysis and cell quantification with ImageJ software. Each assay was

performed in quadruplicate.

In vivo experimental design

Ethical approval

The animal studies were conducted as advised and approved by the Ethics Committee

on Animal Experimentation and Welfare (CEEBEA) of the State University of Montes
Claros, Minas Gerais, Brazil, through process number 140/2017.
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Chorioallantoic membrane (CAM) assay

Preparation of treated groups for cell inoculation in the CAM

SCC9 cells were thawed and placed in culture flasks in complete medium (DMEM-F12
+ 10% FBS) until 80 to 85% confluency. The flasks were then washed three times with
1X PBS. Then, incomplete DMEM-F12 medium + captopril (6.25 mM and 12.5 mM)
diluted in DMSO (0.250%) were added. As for the vehicle group, only incomplete
medium with DMSO (0.250%) was added to the cells. After 24 h, the treated cells were
trypsinized, transferred to a Falcon tube, centrifuged, counted, resuspended in
incomplete medium + Matrigel (1:1), and then inoculated in the chick chorioallantoic

membrane.

Cell inoculation in the CAM

Fertilized chicken eggs (purchased from a farm in the region) were washed with neutral
soap and sterilized with 70% alcohol for subsequent exposure to ultraviolet (UV)
radiation for 15 min. Next, eggs were incubated for 72 h at 37.5 °C with 60-80%
humidity. The chorioallantoic membrane (CAM) assay was performed as previously
described above (49) with some modifications. On day 3 of embryo growth, 6 to 10 mL
of albumin were removed through a hole in the shell in the narrowest part of the eggs
using a 20 mL syringe attached to an 18 x 20 mm veterinary needle, with subsequent
sealing using sterile adhesive tape. A circular opening was then done on the opposite
side of that first hole, so in the wider region of the egg, using a DREMEL 3000 micro
grinder to then introduce an aliquot of 60 pL containing 4x10% SCC9 cells in incomplete
medium (DMEM-F12) + Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) in a ratio of
1.1, as described in the previous step. The aliquots were placed inside sterilized acrylic
rings to prevent leakage. Seven days after cell inoculation, the embryos were
photographed, and angiogenesis was quantified in a specific circular region
established around the tumor that was twice as large as the acrylic ring containing the
SCC9 cells. The vessels were measured using ImageJ software. This assay was
performed with an n of six embryos for each group. The groups control and vehicle
(0.250% DMSO) were absent from drug exposure as treatment, while the other groups

were treated with captopril at the following concentrations 6.25 and 12.5 mM.
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Experiments in mice

Groups

Six-week-old Swiss male mice were purchased from the State University of Montes
Claros (UNIMONTES). The animals were randomly divided into four groups of ten
animals each, and exposed to the following conditions: control group (no intervention),
captopril group with administration of an ACEI (captopril 10 mg/kg/d) by gavage for 11
weeks as previously described (50) with some modifications, 4NQO group (4-
nitroquinoline-1-oxide) with exposure to a carcinogen, and 4NQO + captopril group as

shown in Figure 1.

Oral cancer induction in an animal model

This assay was selected based on previous studies (51) with some improvements.
Those studies observed that this assay limits the non-neoplastic toxic effects of 4ANQO
and leads to a greatly attenuated incidence of esophageal neoplasms, but a 100%
incidence of oral cancer. The groups of animals exposed to the carcinogen received
4ANQO (N8141-5 G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in the drinking water at a final
concentration of 50 pg/mL for 16 weeks. The mice were followed for another 13 weeks
in the absence of the carcinogen until completing a total experimental period of 29
weeks (Figure 1). Next, the animals were euthanized following the guidelines of the
animal ethics committee. For the duration of the experiment, the mice had free access
to food and drinking water. The animals were housed on a 12-hour light-dark cycle and

the temperature was kept at 23.0 £ 2.0 °C.

Histology

Histology was performed following a previously described procedure (52). Briefly, the
biological materials were embedded in paraffin. These blocks were then serially
sectioned at a thickness of 3 ym with a microtome (Easy Path EP-MR10). The sections
were deparaffinized, rehydrated, and stained with hematoxylin and eosin. Samples in
glass slides were covered with coverslips and sealed for observation and quantification

using an FSx100 inverted microscope (Olympus, Center Valley, Palo Alto, CA). Later
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analysis by a pathologist was blinded regarding the groups. The pathologist classified
the mouse lesions into absent dysplasia, mild/moderate dysplasia, and severe

dysplasia/carcinoma.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Advanced Statistics for Windows
(Version 20.0, SPSS, Inc, Chicago, IL) and GraphPad Prism (Version 6.1, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). For the normality test, the Kolmogorov-Smirnov
test was adopted to verify the normal distribution of the samples. Samples with a
normal distribution were analyzed by the One-Way ANOVA test with Tukey's post hoc
test for multiple comparisons. Samples that did not show a normal distribution were
analyzed by the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test
to assess differences between 2 groups. For histology, clinicopathological factors were
analyzed using the chi-square test (x?). The 50% inhibitory concentration (IC50) values
were calculated based on percent inhibition dose-response curves using GraphPad

Prism. Probability values <0.05 were considered statistically significant.

Results

Effect of ACEI on cell viability and proliferation in human oral cancer cells

The MTT assay was performed to investigate the effect of ACEI on cell viability in the
human SCC9 cell line (Figure 2-A). The results revealed that the groups; control and
vehicles (0.125 and 0.250% DMSO) showed no significant effects between them, but
a significant difference was observed for groups treated with captopril at
concentrations of 6.25 mM and 125 mM (p=0.002 and p<0.001, respectively)
compared to the control group, in a 24 hours time interval. Results were similar to those
of the cell proliferation assay. When compared to the control group, there was a
significant reduction in cell propagation in SCC9 cells treated with 6.25 mM and 12.5
mM concentrations of captopril (p=0.001 and p<0.001, respectively) as shown in
Figure 2-B. The experimental results demonstrated a reduction in cell viability in the
MTT assay, and an antiproliferative effect in the cell proliferation assay in ACEl-treated
SCC9 cells.
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Reactive oxygen species (ROS) assay

ROS are produced by normal physiological processes and play important roles in cell
signaling and tissue homeostasis (53, 54). Intracellular ROS induce lipid peroxidation,
which has a relevant role in cell death. ROS not only activate apoptotic signaling
pathways but also induce autophagy and cellular ferroptosis. This essential
mechanism is based on the excess of ROS that attack the biomembranes, promoting
chain reactions of lipid peroxidation, and subsequently, inducing different types of cell
death (55). ROS levels in SCC9 cells were analyzed using a fluorescent assay and
presented as the proportion of green fluorescence-labeled cells (ROS-positive cells) in
each merged field. As shown in Figure 2-C, the proportion of ROS-positive cells
increased following treatment with ACEI. Intracellular ROS levels were significantly
(p<0.001) higher in SCC9 cells treated with captopril at concentrations of 6.25 mM and

12.5 mM when compared to untreated groups (control and vehicle).

Cell death assay with acridine orange/ethidium bromide (AO/EB)

The AO/EB staining after treatment with ACEI showed the presence of early and late
apoptotic cells. Early apoptotic cells were identified by AO staining, asymmetric
granules, greenish-yellow color, and/or crescent-shaped nuclear staining. Late
apoptotic cells were identified based on EB nuclear staining, reddish-orange color, and
asymmetrically located. Moreover, the number of early and late apoptotic cells was
significantly higher in cells treated with 6.25 mM and 12.5 mM concentrations of
captopril when compared to the control and vehicle groups (p<0.001) (Figure 2-D).
Therefore, the AO/EB staining clearly shows that this ACEI is a potential inducer of

apoptosis in human SCC9 cells, supporting the data from the previous assay.

Cell invasion assay

Since this ACEI showed an antiproliferative and apoptosis-inducing effect in the
present study, it was hypothesized that it could affect the migration and invasion of
human OSCC cells. To investigate this hypothesis, wound healing and transwell
invasion assays were performed using the SCC9 cell line. The migratory response of

SCC9 cells was assessed following treatment with captopril for 24h at concentrations
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of 0, 6.25 mM, and 12.5 mM. The migration assay revealed a statistically significant
(p<0.001) decrease in the migration ability of SCC9 cells at captopril concentrations of
6.25 mM and 12.5 mM when compared to the control and vehicle cells as shown in
Figure 2-E. A demonstration video (Supplementary material 2) shows the 24 h
migration ability of control SCC9 cell group compared to the ACEI-treated SCC9 cell
groups (data not quantified). Subsequently, the ability of SCC9 cells to invade through
Matrigel and membrane pores in transwell chambers was investigated using a cell
invasion assay. As illustrated in Figure 2-F, the number of invasive SCC9 cells in the
control and vehicle groups were significantly higher compared to the treated groups
(captopril at 6.25 mM and 12.5 mM) (p<0.001). Collectively, these results reveal that
treatment with ACEI significantly reduced the migratory ability and invisibility of SCC9
cells, evidencing an anti-metastatic effect of ACEI.

CAM assay

The formation of new blood vessels from preexisting vessels (angiogenesis) is a
hallmark of tissue repair, growth, remodeling, and healing both in physiological
processes and in various pathologies, including cancer (56-59). Tumor angiogenesis
is known as the ability of tumors to attract blood vessels or stimulate the formation of
new vessels. These blood vessels provide the carcinoma with nutrition and oxygen,
thereby sustaining its growth and subsequent metastasis (58, 60). Many angiogenic
factors include members of the family of platelet-derived growth factor (PDGF),
fibroblast growth factor (FGF), insulin-like growth factor (IGF), angiopoietin (ANGPT),
hepatocyte growth factor (HGF), and interleukin 8 (IL-8), with some of the most relevant
groups belonging to the vascular endothelial growth factor (VEGF) family (61-63).
Antiangiogenic treatments are indicated as a strategy for interrupting tumor supply by
inhibiting nutrition, oxygenation, and metastasis (57, 64).

The CAM assay is an experimental model widely used to study and quantify blood
vessels during angiogenesis. The CAM is a highly vascularized extraembryonic
membrane with numerous functions during embryonic development, such as gas and
waste exchange (65, 66). During embryonic development in chicken, the mesodermal
layers of the allantois and chorion fuse to form the CAM. The CAM experiment can be
used to assess tumor growth and metastasis in response to drugs based on angiogenic

and anti-angiogenic analyses (67, 68). This assay was used to quantify the number of
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vessels that migrated to the tumor region and the thickness of the blood vessels as
shown in Figure 3-A. The results show no significant differences between the control
and vehicle groups, but a significant decrease was observed in the number of migrated
and ligated vessels in the tumor region in captopril-treated embryos (6.25 mM and 12.5
mM) compared to the control group (p=0.003 and p=0.005, respectively) (Figure 3-B).
A quantitative analysis of vessel thickness and density revealed a significant increase
(p<0.001) in vessel thickness in the control group compared to the treated groups
(captopril at 6.25 mM and 12.5 mM) as shown in the Figure 3-C. These results show
that this ACEI is a potential therapeutic target against tumor angiogenesis and
metastasis since the number of vessels and their thickness are suppressed with ACEI

tfreatment.

Histological analyses

The morphological parameters of the epithelium, such as keratinization, nuclear
polymorphism, tumor-stroma interaction (invasion pattern), and lymphocytic infiltration,
were used to define the histological grades with the following classifications: absent
dysplasia, mild/moderate dysplasia, and severe dysplasia/carcinoma. Inter-group
analysis based on clinical pathological parameters revealed an association (p<0.001)
between histological grades and treatment with ACEI (Figure 4). These data showed
a more pronounced histological aggressiveness (severe dysplasia/carcinoma) in the
untreated group (4NQO) compared to the ACEl-treated group (4NQO + captopril), with
61.5% vs 38.5% respectively.

Discussion

RAS is commonly associated with the systemic regulation of cardiovascular
homeostasis. However, studies reveal that local expression of several components of
RAS in cancer cell lines and tissues (14-19, 69-71) the RAS can affect survival,
viability, proliferation, apoptosis, and inflammation (21), thereby indicating that it has a
direct effect on the number of cancer cells in the tumor. Ang Il is a mitogen for
fibroblasts, smooth muscle cells, and endothelial cells (72) and also increases growth-
related oncogenesis, as AT1R activation by Ang Il induces cell proliferation in several

cell lines, including human cancer cells (22, 73-75), moreover, activation of several
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intracellular cascades of protein kinases is generally associated with stimulation of
epidermal growth factor (EGF) (76).

Oral carcinogenesis is a complex pathological process involving several genetic and
epigenetic alterations (77, 78) that transforms biologically healthy cells into mutated
cells, thus leading to increased rates of cell proliferation, invasiveness, and metastasis
(79). Experimental studies on malignant epithelial neoplasia found high levels of ACE
in the oral mucosa, skin, and larynx (80-82). Furthermore, a polymorphism and its
association to elevated levels of ACE and progression of oral carcinogenesis have
been reported (83). The initial experiment of the present work showed that ACEI
attenuated cell viability and proliferation in an OSCC cell line (SCC9), thus indicating
that deactivation of AT1R by ACE inhibition decreases cell viability and cell proliferation
in OSCC. Compounds such as ACEI that block Ang Il production and posterior
inactivating AT1R have been shown to have satisfactory effects in several aspects,
including progression, viability, and proliferation ability in OSCC, as shown in our
results (Figure 2-A and B).

One of the important routes by which RAS has its pro-tumor effects is through the
modulation of angiogenesis, which is a crucial factor for the development of head and
neck squamous cell carcinoma (84). Studies in humans have shown genotypic
changes and increased activation of components of RAS and the consequent evolution
of migration, invasive, and metastatic abilities (85). However, the ACEI used in the
present study was shown to attenuate the migration and invasive abilities of OSCC
cells (Figure 2-E and F).

A correlation between oxidative stress and OSCC has been previously reported as
ROS were reduced in patients with advanced oral cancer, but high levels of ROS
induce OSCC cell death (86). Therefore, ROS is another important therapeutic target
in anticancer strategies in OSCC. Many studies showed ROS-mediated induction of
apoptosis, including in OSCC, in this case, erufosine was used to induce ROS in OSCC
cell lines and the loss of mitochondrial membrane potential was observed (87). Other
studies investigated the compound B-lapachone since it induces ROS-mediated
apoptosis in OSCC cells (88). Further studies have shown that some compounds
(sinularin and sinuleptolide) from soft coral also mediate ROS-induced apoptosis,
causing DNA damage in OSCC cells in vitro (89, 90). Intracellular ROS are closely
related to cell death and play an important role in both apoptosis and ferroptosis (55),

with the latter characterized by mitochondrial shrinkage and intracellular iron
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accumulation by inducing lipid peroxidation through ROS (91, 92). Our experiments
show induction of apoptosis in SCC9 cell lines, with ROS as an intermediate in the
ACEIl-induced apoptosis in OSCC cells.

Invasive carcinomas show high expression of VEGF (93-96), resulting in significantly
higher densities of intratumoral microvessels in cases of strong AT1R activation via
Ang Il (97-99) since Ang Il regulates circulating blood volume and stimulates
neovascularization, cell proliferation (100-102), and VEGF secretion (24, 84, 100, 103,
104). Antiangiogenic interventions have been shown to be among the most promising
against cancer. Treatments inhibiting the development of the tumor vasculature can
lead to rapid tumor regression, as experimental studies show a significant increase in
apoptosis in tumor cells after therapy with antiangiogenic agents (105, 106).
Furthermore, studies report a significant decrease in tumor growth and angiogenesis
by ACEI-induced suppression of VEGF levels in hepatocellular carcinoma cells (107).
Other studies reinforcing these findings show a significant reduction in tumor volume
and microvascular density associated with decreased lung (39) and colorectal (108)
cancer metastasis with the use of an ACEI. The initial action of VEGF is similar in other
tissues, increasing microvascular permeability and extracellular fibrin deposition, and
subsequent degradation of the extracellular matrix (ECM). Next, endothelial cells
migrate to the stroma of the circulating tissue, inducing the formation of enlarged, thin-
walled vessels, called mother vessels. Angiogenesis can occur differently, with
differentiation into smaller, intertwined, and disorganized daughter vessels, which
connect to the mother vessels and are observed in benign and malignant tumors via
VEGF-driven angiogenesis (109). Therefore, our in vivo study (Figure 3) corroborated
the findings in the scientific literature (107, 110, 111) regarding significant inhibition of
new vessel formation associated with reduced vessel caliber in oral carcinoma induced
and treated with ACEI. These results indicate ACEI as a potential attenuator of tumor
growth due to the presumed suppression of VEGF-induced angiogenesis in response
to ACE inhibition and subsequent Ang Il synthesis.

ACEIl have other antitumor mechanisms. This includes reactions with matrix
metallopeptidases (MMPs), since extracellular matrix degradation is critical for
malignant tumor development, invasion, metastasis, and angiogenesis. MMPs belong
to a family of endopeptidases and can collectively degrade all components of the ECM
and basement membranes (112-115). Studies show ACEI (captopril) as an inhibitor of

MMP activities (116). Captopril has a sulfhydryl group that can chelate zinc ions,
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indicating a direct effect on MMP-2 and MMP-9 activities (117-120). This provides yet
another benefit of treatment with ACEI to fight against invasive and metastatic
carcinoma.

Studies show antagonistic effects of AT2R (angiotensin type 2 receptor) compared to
AT1R (121) since AT2R has demonstrated antiangiogenic and pro-apoptotic effects,
thus reducing endothelial cell migration and tube formation via inhibition of
VEGFR2/FLK-1 signals (98). Furthermore, other studies have identified a new family
of proteins and their interaction with AT2R, inhibiting Epidermal Growth Factor (EGF)-
induced cell proliferation (122) and transporting AT2R to the plasma membrane (123).
In several diseases, activation via ACE/Ang IlI/AT1R results in deleterious effects,
including induction of vasoconstriction, inflammation, fibrosis, cell growth and
migration, and fluid retention (124, 125). Further reinforcing this, AT1R has anti-
apoptotic effects on microvascular endothelial cells, inducing expression of survivin,
and thus reducing caspase 3 activity through activation of the phosphoinositide-3
kinase/Akt pathway (126). Finally, activation of AT1R via Ang Il has been shown to
induce migration and subsequent invasion of choriocarcinoma cells (127). In contrast,
AT2R stimulates VEGFR2-induced inhibition of Akt and endothelial synthase (e-NOS)
phosphorylation, attenuating endothelial cell migration and vessel formation (98, 128).
These results show the antagonistic effects of AT1R in relation to AT2R, which can
account for the significant decrease in migration and invasive abilities in OSCC cells
following interruption of AT1R activation via inhibition of Ang Il and activation of AT2R
by ACEI, since studies show that AT2R is constitutively active and does not depend
on Ang Il binding for its activation to mediate signal transduction events (129).
Angiotensin-(1-7) (Ang-(1-7)) is a bioactive component of the RAS and is formed
endogenously in the circulation and several other tissues through Ang | and Il
enzymatic pathways (130, 131). Formation of Ang-(1-7) from Ang Il is mediated by
prolyl-endopeptidase (PEP), prolyl-carboxypeptidase (PCP), ACE2, or immediately
formed from Ang | by hydrolysis by PEP and for neutral endopeptidase (NEP)(132,
133) or by Ang-(1-9) (131). Ang 1-7 interacts with its Mas receptor to antagonize the
actions of Ang Il, as shown in Figure 5 (131, 134), scientific studies suggest that Ang1-
7 signaling by MASR inhibits tumorigenesis, probably due to its effects on
angiogenesis (135, 136). Assays in a mouse xenograft model show that Angl-7
significantly reduced lung tumor growth and microvessel density, simultaneously with

a significant reduction in VEGFA (135) expression, which was mediated by MASR
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(136). Similarly, treatment with Angl-7 reduced levels of cyclooxygenase 2 (COX2)
(137), which is a pro-inflammatory molecule that is upregulated in certain types of
cancers, with functions that include prostaglandin synthesis E2 (PGE 2) and leukocyte
recruitment (138, 139). In contrast to Ang IlI/AT1R, the Angl-7/MASR axis is an
antiproliferative in cultured tumor cells, mediated by regression of ERK signaling (136).
In vitro and in vivo assays reveal the decrease in parameters through the use of AT1R
inhibitors and activation of the Angl-7 system, and MASR is associated with tumor
growth regression and vascularization of primary tumors and metastases in a variety
of malignancies including breast cancer, lung, prostate, ovarian, bladder, gastric and
renal cancer (39, 41, 70, 71, 97, 108, 135, 137, 140-154).. However, an increase in
Ang-(1-7) was demonstrated in rats submitted to ACEI (155). Increased Ang-(1-7)

plasma levels have shown favorable contributions to ACEI therapy (156).

Conclusion

Our in vitro and in vivo study results reveal that ACEI has an effect on carcinogenesis
via several molecular pathways, and this study provides strong scientific evidence that
inhibition of ACE can be a promising adjuvant therapeutic strategy in the treatment of
OSCC.
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Experimental design / Carcinoma induction and treatment
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Figure 1. Experimental design illustrating the oral carcinoma induction by 4NQO (4-nitroquinoline-1-oxide) and the treatment by captopril. The
schematic displays four groups and their drug exposures across quadrants. Each quadrant represents one week of treatment.
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Figure 2. All assays shown in the present figure used captopril at concentrations of 6.25 mM and
12.5 mM as treatment, and the vehicles for their corresponding dilutions at concentrations of
0.125 and 0.250% of DMSO (dimethylsulfoxide), and the control group without captopril and
DMSO. Probability values <0.05 were considered statistically significant for all tests. (A) MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay was performed to assess cell
viability in captopril-treated SCC9 cells for 24 h. The results show a significant reduction with
different concentrations of ACEI (angiotensin-converting enzyme inhibitor) when compared with
the control and vehicle groups. (B) Proliferation assay was performed to measure the proliferation
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ability of captopril-treated SCC9 cells. The data showed a significant reduction in the ACEl-treated
groups compared to the untreated groups. The proliferation assay suggests that captopril has an
antiproliferative effect in OSCC (oral squamous cell carcinoma) cells. (C) ROS (reactive oxygen
species) assay. Graph and representative images showing the percent levels of intracellular ROS
in captopril-treated SCC9 cells. A significant increase in the proportion of ROS positive cells
(green fluorescent cells/blended field) was observed in the ACEIl-treated groups compared to the
untreated groups. Scale bar: 400 um. (D) AO/EB (acridine orange/ethidium bromide) dual staining
cell death assay for morphological detection of apoptotic SCC9 cells. The images and
guantifications illustrate the significant increase in early (greenish-yellow fluorescent cells) and
late (reddish-orange fluorescent cells) apoptosis in the captopril-treated groups compared to the
other groups. Showing an induction of apoptosis through ACEI in OSCC cells. Images were taken
at 10 and 27X magnification with scale bars of 400 and 200 um, respectively. (E) Representative
images of the wound healing assay and corresponding quantification, showing significant
differences in the SCC9 cell migration ability in untreated and captopril-treated groups. The
images were taken at 0 and 24 h after scraping to open wounds. Scale bar: 600 um. (F)
Representative illustration and quantification of captopril-treated SCC9 cells in the transwell
invasion assay, showing that invasiveness of cells across membrane pores significantly
attenuates after 24 h of treatment with ACEI when compared to the control and vehicle groups.
The images were taken at 5 and 15X magnification with scale bars of 150 and 50 uym, respectively.
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Figure 3. Experimental in vivo CAM (chorioallantoic membrane) assay. (A) Representative images at different magnifications
and contrasts showing the antiangiogenic effect in the tumor environment following treatment with captopril at concentrations
of 6.25 mM and 12.5 mM in the chick CAM after 10 days of incubation. Scale bar: 10 mm. (B) Quantitative results of the mean
number of blood vessels migrated to the tumor region and the significant differences between untreated and ACEI-treated
groups. (C) Quantification of vessel thickness in cm2, showing a significant reduction in vessel density in the tumor
environment in the treated groups compared to the control and vehicle groups (0.250% DMSO). Statistical significance for
p<0.05.
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Histological Gradations

Dysplasia Absent -Dysplasia Mild / Moderate Severe l-)ysplasia / Carcinoma
Count RowN% ColumnN% Count RowN% ColumnN% Count RowN% ColumnN% p-value
Control 10 100,0% 50,0% 0 0,0% 0,0% 0 0,0% 0,0%
Group Captopril 10 100,0% 50,0% 0 0,0% 0,0% 0 0,0% 0,0% p<0.001
4NQO 0 0,0% 0,0% 2 20,0% 28,6% 8 80,0% 61,5%
Captopril + 4ANQO 0 0,0% 0,0% 5 50,0% 71,4% 5 50,0% 38,5%

Figure 4. (A) Representative image of the morphological parameters of the tongue by histology in the different experimental
groups. Magnification: 4.2 and 10X. Scale bar: 400 um. (B) Table with the classification and categorization of the animals
based on morphological grades. An association with captopril is shown in the groups where carcinogenesis was induced.
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Figure 5. Renin-angiotensin system (RAS). The classic RAS involves the production of the
enzyme renin in the kidney, which then cleaves the peptide angiotensinogen produced in the
liver into the decapeptide Ang | (angiotensin 1), which in turn converts Ang | to Ang II
(angiotensin II) through the ACE (angiotensin-converting enzyme) generated in the lungs.
Induced formation of Ang | to Ang-(1-9) (angiotensin 1-9) via ACE2 (angiotensin-converting
enzyme 2); production of Ang-(1-7) (angiotensin 1-7) by conversion of Ang-(1-9) through ACE
and NEP (neutral endopeptidase); and formation of Ang-(1-7) directly from Ang | through PEP
(prolyl-endopeptidase) and NEP; and again, production of Ang-(1-7) through PEP, PCP
(prolyl-carboxypeptidase) and ACE2; Activation of AT1R (angiotensin type 1 receptor) and
AT2R (angiotensin type 2 receptor) via Ang Il and activation of the Mas receptor via Ang-(1-
7).Pro-apoptotic, antiangiogenic, anti-inflammatory, anti-migratory, antiproliferative, and
vasodilator mechanisms through AT2R and Mas receptor activation. However, opposite
effects are observed in the activation of AT1R, which suppresses the effects of apoptosis,
and stimulates angiogenesis, migration, invasion, cell proliferation, and vasoconstriction.
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Supplementary material 1. The cytotoxic effects of DMSO at various concentrations from O to
1% on SCC9 cells by 24 and 48 h analyzes were determined using the MTT assay. Based on
MTT assays, a concentration range of 0.015 — 0.275% showed no significant difference
compared to the control (0% DMSO) (A, B), these results did not demonstrate significant
cytotoxic effects at previous concentrations on cell line viability SCC9. The inhibitory
concentration test (IC 50 ) of DMSO in SCC9 cells was performed on the data obtained at 24
and 48 hours to contribute to the determination of non-toxic doses in cells. The 24h data (C)
revealed an IC 50 of 6512 uM (0.465% DMSO) and an IC 50 of 6400 uM (0.457% DMSO) at the
time point of 48 h (D). From these findings, the concentrations 0.125 and 0.250% were chosen
as the vehicle for subsequent experiments.
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Supplementary material 2.

https://youtu.be/YKfHxBLBGIo
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Processo N. ° 140 ;

: ALTERACOES METABOLICAS EM DOENCAS BUCAIS
Qrientador: Prof. Dr. André Luiz Sens Guimariies

Histgriso ' -

O carcinoma de células escamosas de boca (CCEB) ¢ a neoplasia maligna mais frequente du regifio de cabega € pescogo,
representa um dos principais problemas de satde pablica nao s6 no Brasil, mas também em muitos paises do mundo devido a sua
alta mortalidade e constante mutilagdo. Evidéncias demonstraram que diversas alteragdes genéticas, epigenéticas e metabdlicas
estdo associadas a patogénese do CCEB. De acordo com a American CancerSociety s8o esperados cerca de 45.000 novos casos de
carcinoma epiderméide de cabega e pescogo (CECP) a ser diagnosticados até o fim de 2015. Apesar do enorme avango na
quimioterapia. radioterapia e procedimentos cirdrgicos, a taxa de sobrevivéncia pouco mudou nos ultimos 30 anos em muitos
paises. Mais significativamente, para a maioria dos pacientes com CECP, a doenca ¢ altamente maligna, com um prognostico
ruinr e baixa taxa de sobrevida. Esta alta taxa de morbidade é devido ndo s6 & recorréncia da neoplésia local, mas também, devido
4 metastase para outros Orgdos vitais. Abordagens terapéuticas atuais para doengas complexas s@o limitada pela falta de
caracterizagdo molecular das vias essenciais na iniciagio, progressdo e cronicidade da doenga. Estudos recentes demonstraram
que o Captopril (D-3-mercapto-2methylopropanoyl- L -prolina), um inibidor oralmente ativo da enzima conversora de
angiotensina (ACE) que converte a angiotensina I em angiotensina II, ¢ amplamente utilizada no tratamento de hipertensio ¢
insuficiéncia cardiaca. Além de sua capacidade de reduzir a pressdo arterial, captopril tem também vérias outras atividades
biologicas. Pode melhorar a artrite, retinopatia diabética reversa, aumentar a sensibilidade a insulina, diminuir o risco trombético,
diminuir a aterosclerose ea insuficiéncia renal. Além disso, os inibidores da ECA sdo acreditados para diminuir o risco de cancro
devido a redugio de atividade da angiotensina II, que em estudos experimentais foi mostrado que estimula a ncoangiogénese.
aumentando a produgdo do fator de crescimento endotelial vascular , potenciar os efeitos mitogénicos de fator de crescimento
epidérmico e induzem oncogenes celulares c-mye, c-fos, cN-ras ¢ fatores de crescimento, como o fator de crescimento
transformante f. ]

Mérito
Avaliar Alteragdes Metabolicas em Doengas Bucais com os Objetivos Especificos:

Analisar o efeito do captoprilsobre a proliferagio, migragiio e invaséo em linhagens de células neoplésicas de CCEB.

Verificar a influéncia do captopril e do estresse sobre a expresséo dos genes KI67, BAX, BCL2, P53, em células neoplasicas de.
CCEB. :

Verificar a influéncia do captopril sobre a expressao do geneMMP2, TIMP (1-2-3), em células neopldsicas de CCEB.

4 Avaliar uma possivel correlagio entre a expressdo dos genes KI67, BAX, BCL2, P53 com os parametros fenotipicos,

- proliferagéio, migragdo e invasdo em linhagens células neopldsicas de CCEB tratadas com captopril.

Analisar, in vivo, o efeito do captopril sobre parimetros clinicos tumorais (tamanho, metdstase locorregional e metéstase a
distancia) na carcinogénese de boca quimicamente induzida.

Analisar, in vivo, o efeito do estresse sobre pardmetros clinicos tumorais (tamanho, metdstase locorregional ¢ metéstase a
distancia) com carcinogénese de boca quimicamente induzida. . ;

Analisar e quantificar a evolugfio da lesdo periapical, e sua perda Gssea, em seus aspectos radiogréficos e histologicos, em

camundongos condicionados ao estresse. . :

Avaliar, e elucidar as questdes relacionadas no presente trabalho no desenvolvimento da lesdo periapical e sua perda dssea em

camundongos expostos ao estresse.

Induzir obesidade e suas caracteristicas metabdlicas através do consumo de dieta hiperlipidica em camundongos da linhagem
Swiss com carcinogénese de boca quimicamente induzida. :

Avaliar a evolugéo no ganho de peso corporal € ingestdo calérica dos animais durante o periodo experimental.

Analisar a resisténcia 2 insulina da glicose plasmética em jejum, niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL, teste
de tolerancia de glicose e sensibilidade a insulina. Baseada nas Informagdes contidas no projeto ¢ no Protocolo para uso de

animais em Pesquisa o Projeto tem Mérito. 2

Parecer ! .
A Comissdo de Etica em Experimentaglo ¢ Bem-Estar nel)d analisou o processo 140 e entende que o mesmo

encontra-se completo ¢ dentro das normas deste 7 Sefidossi la APROVACAQ do projeto de pesquisa

Beffi-Estar Animal da UNIMONTES
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