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RESUMO

Introdugdo: Considerando terapias anticancer envolvendo alvos moleculares
especificos, compostos miméticos de BH3 podem atuar de modo mais seletivo em
células tumorais, minimizando possiveis efeitos adversos. Esses compostos podem,
ainda, apresentar propriedades senoliticas e atuar em componentes do
microambiente tumoral, tais como fibroblastos senescentes. Destaca-se que células
senescentes podem acumular no organismo, resultando em efeitos deletérios.
Objetivos: Revisar a literatura acerca dos efeitos anticancer dos miméticos de BH3
sobre carcinomas de cabeca e pescogo e avaliar, in-vitro, os efeitos bioldgicos de dois
desses compostos (Navitoclax e Venetoclax) sobre células de carcinoma epidermoide
bucal (CEB) e diferentes fendtipos de fibroblastos orais. Métodos: Uma revisao
narrativa foi realizada com base em estudos que avaliaram miméticos de BH3
(putativos ou validados) sobre linhagens celulares de carcinoma, modelos
xenograficos e/ou participantes humanos. Ademais, o estudo in-vitro foi realizado com
uma linhagem imortalizada de CEB (CAL27) e uma linhagem primaria de fibroblastos
gengivais humanos (HGF). Os efeitos biolégicos dos compostos Navitoclax e
Venetoclax sobre a linhagem de CEB foram investigados através dos ensaios de
citotoxicidade, proliferacdo e migracao. Para verificar se o efeito foi seletivo para
células tumorais, esses mesmos ensaios foram realizados em células de HGF com
fendtipo normal. Além disso, um ensaio para marcadores de morte celular (apoptose
e necrose) foi realizado considerando células de CEB e células de HGF com fenotipo
senescente. Resultados: Foram incluidos 40 estudos para analise na revisao, os
quais demonstraram resultados promissores no que tange a indugéo de morte celular
e inibicdo do crescimento tumoral. Os estudos também demonstraram que os
miméticos de BH3 podem sensibilizar as células tumorais para estimulos apoptéticos,
podendo aumentar a eficacia de outras terapias envolvendo quimioterapicos
convencionais e/ou radiagao ionizante. Considerando o estudo in-vitro realizado, foi
observado que os compostos Navitoclax e Venetoclax apresentaram efeito citotoxico
relevante e seletivo para células de CEB, especialmente em concentragbes entre 10
MM e 20 uM, além de apresentar uma importante inibicdo nas capacidades de
proliferacdo e migracao dessas células. Além disso, o composto Navitoclax aumentou
significativamente a expressdo de marcadores de apoptose em células de CEB. Nao
foram observados efeitos citotdxicos relevantes em HGF com fendtipo senescente,
indicando que esse tipo celular ndo apresentou susceptibilidade aos miméticos de
BH3 em concentracdes citotdxicas para células de CEB. Conclusodes: Os compostos
miméticos de BH3 apresentaram resultados promissores no que tange o
desenvolvimento de novas terapias anticancer envolvendo alvos moleculares
especificos. Estudos prévios e resultados do presente estudo in-vitro demonstraram
efeitos bioldgicos seletivos para células tumorais. Entretanto, nao foi observado um
efeito senolitico relevante nas concentracbes citotoxicas para células de CEB
considerando os métodos e compostos utilizados no presente estudo. Desse modo, a
realizacdo de futuras pesquisas nesse contexto é encorajada, envolvendo a
combinagao de multiplos miméticos de BH3 com alvos moleculares complementares
e/ou com terapias convencionais, como quimioterapicos e radiagao ionizante.

Palavras-chave: Carcinoma Epidermoide; Proteinas BCL-2; Apoptose.
Microambiente Tumoral. Fibroblastos. Senescéncia Celular.



ABSTRACT

Introduction: In the context of molecularly-targeted therapies, BH3 mimetic drugs may
present biological effects that are selective to tumour cells, whilst also minimising
potential adverse effects. These drugs can present senolytic properties and eliminate
several cell types from the tumour microenvironment, such as senescent fibroblasts.
These cells can accumulate in the organism and result in potential deleterious effects.
Objectives: To review the literature concerning the anticancer effects of BH3 mimetic
drugs on head and neck squamous cell carcinomas and also to evaluate the in-vitro
biological effects of two BH3-mimetics (Navitoclax and Venetoclax) on oral squamous
cell carcinoma (OSCC) cells and on different phenotypes of oral fibroblasts (non-
senescent and senescent). Methods: A narrative review was conducted based on
studies that evaluated the effect of BH3-mimetics (putative or validated) on malignant
cell lines, xenograft models and/or human participants. Moreover, the in-vitro study
was conducted using an immortalized OSCC cell line (CAL27) and a primary cell line
of human gingival fibroblasts (HGF). The biological effects of Navitoclax and
Venetoclax on the OSCC cell line were assessed through the cytotoxicity assay,
proliferation assay, and migration assay. To assess whether the effects were selective
to tumour cells, these assays were also conducted on non-senescent HGF cells. In
addition, a cell death assay (apoptosis and necrosis) was performed considering
OSCC cells and HGF cells with senescent phenotype. Results: A total of 40 studies
were included in the narrative review and promising results were found considering the
BH3 mimetic capabilities considering cell death induction and tumour growth inhibition.
Studies also showed that BH3-mimetics can sensitise tumour cells to apoptotic stimuli,
thus enhancing the efficacy of other therapies such as chemotherapy and/or
radiotherapy. Considering results from the present in-vitro study, it was found that both
Navitoclax and Venetoclax presented relevant cytotoxic effects that were selective to
OSCC cells (especially considering the 10 yM e 20 uM concentrations), and also
presented inhibition capabilities considering OSCC cell proliferation and migration. In
addition, the BH3-mimetic Navitoclax showed a significant increase in the expression
of apoptosis markers considering OSCC cells. Concerning HGF with senescent
phenotype, both Navitoclax and Venetoclax did not show relevant cytotoxic effects,
indicating that this cell type was not susceptible to the investigated BH3-mimetic drugs
considering doses that were otherwise cytotoxic for OSCC cells. Conclusions: BH3-
mimetic drugs showed promising results concerning the development of novel
molecularly-targeted therapies for cancer management. Results from previous studies
and from the present in-vitro study showed that these drugs can exert biological effects
that are selective to malignant cells. Nonetheless, no relevant senolytic effects were
found considering the methods and compounds used in the present research.
Therefore, future research on this topic is encouraged, particularly considering the
potential combination of multiple BH3-mimetic drugs with complementary molecular
targets and also with conventional treatments, such as chemoterapy and/or
radiotherapy.

Keywords: Squamous Cell Carcinoma; BH3 Interacting Domain Death Agonist
Protein; Apoptosis; Tumor Microenvironment; Fibroblasts; Cellular Senescence.
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1 INTRODUGAO

Dentre os canceres que acometem a cavidade oral e a orofaringe, o carcinoma
epidermoide bucal (CEB), também conhecido como carcinoma de células escamosas
ou espinocelular, representa cerca de 90% de todas as lesbes malignas (CHI, DAY e
NEVILLE, 2015). O CEB € um tumor de origem epitelial que se desenvolve a partir
dos queratindcitos, os quais, devido a uma gama de fatores como agentes quimicos
(p. ex. tabaco e/ou alcool), fisicos (p. ex. radiagao) ou bioldgicos (p. ex. infecgdes
virais), podem acumular um numero critico de mutagbes génicas do &acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés deoxyribonucleic acid) e adquirir um fendtipo
maligno. Esse fendtipo € caracterizado por uma proliferacao celular desordenada e
exacerbada, invasao tecidual e, em casos mais avangados, metastase para outros
sitios anatdémicos (SCULLY e BAGAN, 2009).

No que tange as multiplas alteragdes envolvidas no processo de
carcinogénese, destaca-se a capacidade de evaséo de apoptose, a qual € um dos
mecanismos de morte celular mais alterados no desenvolvimento dos tumores
malignos (MATSUURA et al., 2016). A apoptose € considerada essencial para a
homeostase de células e tecidos, entretanto, tém-se demonstrado que diversos tipos
de canceres apresentam resisténcia a morte celular através de uma superexpressao
de proteinas antiapoptéticas (especialmente as da familia BCL-2) (ELMORE, 2007).
A superexpressao de proteinas antiapoptéticas apresenta ndo somente um potencial
oncogénico, mas também esta associada a quimiorresisténcia e progndsticos menos
favoraveis (D'AGUANNO e DEL BUFALO, 2020).

O processo de carcinogénese nao € determinado somente por alteragdes nas
células tumorais, mas sim pelo resultado de uma complexa interagao entre as células
tumorais e do estroma. Dentre os componentes presentes no estroma tumoral,
destaca-se a presenca proeminente de fibroblastos, os quais exercem papel
fundamental em processos de reparo e homeostase tecidual (KALLURI e ZEISBERG,
2006). Em les6es malignas, entretanto, os fibroblastos adquirem um fendtipo de
ativagao persistente, os quais permanecem no tecido e passam a ser descritos como
fibroblastos associados ao cancer (FAC) (CIRRI e CHIARUGI, 2012).

A populacado de FACs é consideravelmente heterogénea e podem expressar
diferentes fenotipos transcricionais, incluindo o fendtipo senescente, o qual é

caracterizado por um estado de interrupcédo do ciclo celular, mas ainda
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metabolicamente ativo (HASSONA et al., 2013). E proposto que a presenca de
fibroblastos senescentes no microambiente tumoral possa contribuir para a
progressao do tumor através de um secretoma caracteristico, constituido por diversas

citocinas, fatores de crescimento e proteases (PRIME et al., 2017).

De modo geral, células senescentes apresentam resisténcia a morte celular,
podendo se acumular no organismo, resultando em efeitos deletérios ndo somente
em neoplasias malignas, mas também em outros tipos de patologias, especialmente
aquelas relacionadas ao envelhecimento (CAMPISI, 2013). Nesse contexto, é
sugerido que os mecanismos de resisténcia a morte celular sejam similares para as
células senescentes e para as células tumorais, envolvendo a superexpressao de
proteinas antiapoptaticas da familia BCL-2 (YOSEF et al., 2016).

Apesar dos avangos em relagao as terapias convencionais para o cancer de
cabeca e pescogo (p. ex. cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia), as sequelas
funcionais, estéticas e outras reagdes adversas podem ter um impacto fisico e
psicossocial significativo (SCULLY e BAGAN, 2009). Além disso, com as terapias
atualmente disponiveis, € estimado que a taxa de sobrevida em cinco anos para
pacientes com CEB ou de orofaringe seja em torno de 63% (CHI, DAY e NEVILLE,
2015). Tendo em vista as limitagcdes dos métodos convencionais e a insatisfatéria taxa
de sobrevida reportada, o desenvolvimento de novas terapias para o0 manejo de
pacientes com CEB se faz necessario (ORD e BLANCHAERT, 2001).

Estudos recentes tém apresentado efeitos anticancer proeminentes em relagao
as terapias com alvos moleculares, especialmente compostos com capacidade de
antagonizar a agao antiapoptotica de proteinas da familia BCL-2, os quais séo
caracterizados pelo seu efeito mimético de proteinas BH3-exclusivas (VELA e
MARZO, 2015; YAMAGUCHI, LARTIGUE e PERKINS, 2019). Nesse contexto,
determinados compostos miméticos de BH3 podem desempenhar fungao anticancer
diretamente nas células tumorais (YANG et al, 2019), mas também um efeito
anticancer indireto através de propriedades senoliticas, atuando através da eliminagao

de células senescente do microambiente tumoral (ZHU et al., 2016).

Diversas pesquisas tém sido conduzidas visando identificar moléculas (tanto
de origem natural quanto sintética) com capacidade de mimetizar o efeito das
proteinas BH3-exclusivas. A partir disso, diversos compostos experimentais tém sido
propostos, tais como Gossipol (OLIVER et al., 2004), ABT-737 (OLTERSDOREF et al.,
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2005), Navitoclax/ABT-263/ (TSE et al., 2008) e Venetoclax/ABT-199 (SOUERS et al.,
2013). Entretanto, apesar desses compostos compartilharem a caracteristica de
mimetizar os efeitos das proteinas BH3, a literatura é consideravelmente heterogénea
no que tange seus efeitos anticAncer uma vez que o padrdo de expressdo das
proteinas BCL-2 antiapoptdticas € variavel entre diferentes tipos de malignidades
(TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019). Desse modo, uma revisdo narrativa para
identificar a abrangéncia e escopo da literatura atual sobre o efeito desses compostos
sobre carcinomas de cabeca e pescoco, em particular, se faz necessaria.

Além disso, estudos tém sugerido que os compostos miméticos de BH3,
Navitoclax e Venetoclax, possam apresentar agao antitumoral especialmente por meio
da indugao de morte celular por apoptose em diversas neoplasias malignas, tais como
leucemias (TSE et al., 2008; SAMRA et al., 2020), cancer de mama (LEE et al., 2018),
pulmdo (SHOEMAKER et al., 2008; TSE et al., 2008) e colon (EICHHORN et al.,
2014). Ainda, tém-se proposto que esses compostos possam apresentar propriedades
senoliticas, ou seja, exibir capacidade de induzir a apoptose de células senescentes
(ZHU et al., 2016). Até o presente momento, poucos estudos investigaram os efeitos
biolégicos dos compostos Navitoclax (YANG et al., 2019; GADSDEN et al., 2021) e
Venetoclax (XIONG et al., 2016) sobre linhagens celulares de CEB, resultando em
importantes lacunas no conhecimento. Além disso, potenciais efeitos senoliticos
considerando componentes do microambiente tumoral, tais como fibroblastos

senescentes, nao foram investigados no contexto de CEB.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar, através de uma revisao
narrativa, a abrangéncia da literatura atual sobre os efeitos dos miméticos de BH3
sobre carcinomas de cabeca e pescogo e, também, investigar os efeitos biolégicos de
dois desses compostos (Navitoclax e Venetoclax) sobre a viabilidade, proliferagao e
migragcdo de células de CEB, em comparacdo com fibroblastos orais néo-
senescentes. Ainda, foi investigada a capacidade desses compostos em induzir a
morte celular por apoptose de células de CEB e de fibroblastos orais com fenétipo

senescente.
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2 JUSTIFICATIVA

O presente estudo se justifica tendo em vista a necessidade de aprofundar o
conhecimento cientifico em relacdo aos efeitos anticAncer e senoliticos dos
compostos investigados no contexto de cancer de boca. Ainda, espera-se estimular o
desenvolvimento de novas linhas de pesquisas, contribuindo, portanto, para que
novas alternativas terapéuticas para o tratamento de cancer de boca possam se tornar

viaveis e disponiveis para a populagao.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Identificar a abrangéncia da literatura atual sobre os compostos miméticos de
BH3 e avaliar os efeitos bioldgicos de dois desses compostos (Navitoclax e
Venetoclax) sobre células de carcinoma epidermoide bucal (CEB). Ainda, investigar
os efeitos desses compostos sobre diferentes fendtipos de fibroblastos orais (néo-

senescentes e senescentes).

3.2 Objetivos especificos

1) Revisar a literatura acerca dos efeitos dos compostos miméticos de BH3 sobre

carcinomas de cabeca e pescoco;

2) Avaliar o efeito citotoxico dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre células de

CEB, fibroblastos orais ndo-senescentes e senescentes;

3) Avaliar o efeito dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre a proliferagado de

células de CEB e comparar com fibroblastos orais ndo-senescentes;

4) Avaliar o efeito dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre a migracao de células

de CEB e comparar com fibroblastos orais ndo-senescentes;

5) Investigar a capacidade dos compostos Navitoclax e Venetoclax em induzir morte

celular por apoptose de células de CEB e fibroblasto orais senescentes;
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4 REFERENCIAL TEORICO
4.1 Carcinoma epidermoide bucal

De acordo com as estimativas mais recentes do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), aincidéncia de cancer da cavidade oral no Brasil € estimada em 11.180 novos
casos em homens (ocupando a 5° posi¢ao entre os tipos de canceres avaliados) e
4.010 em mulheres (ocupando a 13° posigédo) para cada ano do biénio 2020-2022
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2020). Considerando o cenario global, as
estimativas do projeto GLOBOCAN, que investiga taxas de incidéncia, prevaléncia e
mortalidade relacionadas ao cancer em um grupo de 185 paises, revelaram que a
incidéncia de cancer de labio e cavidade oral para o ano de 2020 seria de 377.713
novos casos e 177.757 obitos, considerando ambos os sexos (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2020; SUNG et al., 2021).

O CEB é a neoplasia maligna mais proeminente dentre os canceres da
cavidade oral, sendo usualmente responsavel por 93 a 96% dos casos diagnosticados
(PAl e WESTRA, 2009). De um modo geral, o CEB ¢é precedido por desordens orais
potencialmente malignas (OPMD, do inglés oral potentially malignant disorders), tais
como leucoplasias e eritroplasias (REGEZI, SCIUBBA e JORDAN, 2016; GANESH et
al., 2018). Uma revisao sistematica (RS) demonstrou que a prevaléncia global de
OPMD foi de 4,47%, entretanto, essa prevaléncia foi consideravelmente heterogénea
entre as regides geograficas investigadas, podendo atingir até 10% da populagao
considerando apenas estudos de paises asiaticos (MELLO et al., 2018). A taxa de
transformacao maligna dessas lesbes é bastante variavel, sendo estimado que, para
leucoplasias, essa taxa pode variar de 0,13 a 34% (WARNAKULASURIYA e
ARIYAWARDANA, 2016), enquanto que para eritroplasias, de 14 a 50% (REICHART
e PHILIPSEN, 2005).

A maioria dos casos de CEB ¢é observado em individuos do sexo masculino a
partir da quarta e quinta décadas de vida, tendo uma importante relacdo com
determinados fatores etioldgicos como: consumo de alcool e/ou tabaco e, também,
com determinados tipos de infecgdo viral como, por exemplo, infecgbes pelo
papilomavirus humano (HPV, do inglés human papilloma virus) (SCULLY e BAGAN,
2009). Apesar da literatura atual ndo corroborar a hipétese de que o consumo isolado
de alcool possa contribuir com o desenvolvimento de CEB, é proposto que o consumo
de alcool concomitantemente ao de tabaco possa exibir um efeito sinergético,



35

resultando em uma razdo de chances de ocorréncia de CEB até 16 vezes maior
comparada aos individuos abstémios (MELLO et al., 2019). No que tange exposi¢des
ambientais como as infecgdes virais, uma RS concluiu que a presenga de DNA viral
relacionada ao virus HPV-16, em particular, foi significativamente maior em individuos
diagnosticados com CEB, indicando uma possivel associagdo entre essas condigdes
(SMITHA, MOHAN e HEMAVATHY, 2017).

Considerando potenciais fatores etioldgicos, € proposto que populagdes de
paises em desenvolvimento possam estar mais expostas a fatores de risco
comparadas aos paises desenvolvidos, afetando diretamente as taxas de ocorréncia
e, consequentemente, de mortalidade relacionadas ao cancer oral nessas regides
geograficas (WARNAKULASURIYA, 2009). Alguns estudos tém demonstrado uma
correlagao entre um baixo indice de desenvolvimento humano e uma maior incidéncia
de céncer (FIDLER, SOERJOMATARAM e BRAY, 2016). Nesse contexto, do total de
mortes ocasionadas por cancer da cavidade oral ao redor do globo, estima-se que em
torno de 75% ocorram em paises em desenvolvimento (DE CAMARGO CANCELA et
al., 2010). Apesar da possibilidade de autoexame e visualizag&o direta das lesdes no
caso particular de CEB, os pacientes frequentemente sdo diagnosticados em estagios
avancados do desenvolvimento do cancer, sendo este um fator decisivo no que se
refere ao tempo de sobrevida dos pacientes (MONTERO e PATEL, 2015).

O diagnéstico precoce de CEB e o inicio do tratamento em fases iniciais tém o
potencial de reduzir sua morbidade e mortalidade; ndo obstante, € comum que
pacientes com suspeita de lesdes malignas se deparem com longos periodos de
espera até a consulta com um especialista, enquanto aqueles diagnosticados com
CEB em fase inicial possam enfrentar atrasos para o inicio do tratamento (OMAR,
2015). O atraso no tratamento por periodos relativamente curtos, como 30 a 40 dias,
tem o potencial de aumentar significativamente o risco de falha locorregional

relacionada aos carcinomas de cabega e pescogo (FORTIN et al., 2002).

As modalidades convencionais de tratamento para o cancer oral sdo a cirurgia
e a radioterapia, associadas ou nao a agentes quimioterapicos (ORD e
BLANCHAERT, 2001). Em geral, agentes quimioterapicos convencionais (como
cisplatina ou 5-fluorouracil), de modo isolado, ndo constituem um tratamento de
primeira linha para carcinomas de cabega e pescoc¢o, no entanto desempenham um

importante papel adjuvante para os casos avangados (LARAMORE et al.,, 1992).
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Apesar disso, os protocolos de tratamento disponiveis no contexto atual,
principalmente aqueles que incluem procedimentos cirurgicos envolvendo a lingua e
a mandibula, podem resultar em sequelas funcionais e estéticas significativas para os
pacientes, particularmente no que se refere a fala, efici€ncia mastigatéria, degluticao
e perdas dentarias (DAY et al., 2003). Terapias emergentes tém visado alvos
moleculares especificos considerando os diferentes mecanismos envolvidos no
desenvolvimento e progressao tumoral, de modo a potencialmente promover um
melhor prognostico e qualidade de vida para os pacientes acometidos por lesdes
malignas (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011).

4.2 Desenvolvimento e progressao tumoral

As células tumorais adquirem capacidades peculiares e necessarias para que
0 cancer possa se estabelecer e desenvolver. Dentre elas, seis altera¢cdes essenciais
na fisiologia celular regulam coletivamente o desenvolvimento de patologias malignas,
sendo elas: 1) autossuficiéncia em fatores de crescimento; 2) insensibilidade a
supressores do crescimento; 3) invasado tecidual e metastase; 4) capacidade
replicativa ilimitada; 5) angiogénese sustentada; e 6) evasdo dos mecanismos de
morte celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000) (Figura 1). Apesar das capacidades
celulares envolvidas no potencial de malignizagdo serem sintetizadas em seis
alteracbes essenciais, existem multiplas vias de sinalizagdo através das quais a
transformagao maligna pode ocorrer (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011).

As células tumorais podem adquirir a capacidade de autossuficiéncia em
fatores de crescimento de modo autécrino, no qual elas mesmas produzem esses
fatores, ou de maneira paracrina, na qual elas sinalizam para que células do tecido
conjuntivo adjacente produzam esses fatores (BHOWMICK, NEILSON e MOSES,
2004). A insensibilidade a inibidores do crescimento, por outro lado, estd mais
intimamente relacionada a disfungdo da via de sinalizagdo da proteina do
retinoblastoma (pRb), a qual, quando hipofosforilada, bloqueia a proliferagéo celular
através da inibicdo do fator de transcricdo E2F, essencial para que ocorra a
progresséo da fase G1 para a fase S do ciclo celular (WEINBERG, 1995). Uma
disrupcao nessa via de sinalizagao resulta, portanto, na liberacdo de E2F, permitindo

assim uma proliferagao celular desordenada e desencadeando uma insensibilidade a
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inibidores do crescimento que operam através desta via (HANAHAN e WEINBERG,
2000).

Figura 1 - Figura representativa das 6 principais alteragdes para o desenvolvimento e
progressdo do cancer, originalmente propostas no ano 2000, incluindo: 1)
autossuficiéncia em fatores de crescimento; 2) insensibilidade a supressores do
crescimento; 3) invasao tecidual e metastase; 4) capacidade replicativa ilimitada; 5)

angiogénese sustentada; e 6) evasao dos mecanismos de morte celular.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011).

Ainda, a capacidade adquirida de invaséo tecidual e metastase inevitavelmente
ocorre na maioria dos tipos de cancer. Em nivel de mecanismos celulares, esses
eventos sao intimamente inter-relacionados, uma vez que dependem da alteracéo de
proteinas que regulam a adeséo/interagao célula-célula, notavelmente as moléculas
da familia das caderinas, e da interagao célula-matriz extracelular, principalmente
moléculas da familia das integrinas (APLIN et al., 1998). No que se refere as
caderinas, a proteina e-caderina desempenha um papel fundamental na manutengao
do contato célula-célula, sendo proposto que a sua supresséao (e portanto disfungéo)
no caso de tumores epiteliais represente uma etapa importante na aquisicdo da
capacidade de invasao tecidual e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2000).
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A capacidade replicativa ilimitada esta intimamente relacionada as vias
descritas previamente, no entanto, outro importante mecanismo envolvendo os
teldomeros pode desempenhar papel fundamental no processo de tumorigénese
(SEBASTIAN, GRAMMATICA e PARADISO, 2005). O encurtamento dos teldmeros é
resultado de sucessivos ciclos celulares, sendo que, quando um comprimento critico
€ atingido, a célula pode entrar em senescéncia ou em processo de apoptose (LU et
al., 2013). Em células tumorais, no entanto, foi observado um aumento na atividade
da enzima telomerase, a qual € responsavel pela manutengcdo dos telébmeros,
promovendo, portanto, uma resposta celular inadequada a danos no DNA e,
consequentemente, um fendtipo imortalizado (PARKINSON, FITCHETT e CERESER,
2008).

No que se refere a angiogénese sustentada, o principal mediador envolvido
neste processo é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular
endothelial growth factor), membro da superfamilia do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF, do inglés platelet-derived growth factor). E proposto que a
sinalizagao autdcrina e paracrina de VEGF pelas células tumorais possa promover a
neoformacéo vascular, proliferagdo celular, migracdo e invaséo tecidual, além de
exercer um importante papel de modular células do sistema imune no microambiente
tumoral (VASSILAKOPOULOU, PSYRRI e ARGIRIS, 2015). Além disso, tem sido
sugerido na literatura que o VEGF possa estar associado a resisténcia tumoral a
quimioterapia, uma vez que modula o processo de autofagia, que consiste na
eliminacado de organelas danificadas para proteger a célula de eventos apoptoticos
(STANTON et al., 2013). O VEGF também tém sido associado a resisténcia a
radioterapia no caso de tumores epiteliais, sendo proposto que esses tumores exibem
um aumento na expressao desse fator e, consequente, um aumento na proliferagao
celular como uma resposta a radiacao (BRIEGER et al., 2007).

Por ultimo, a apoptose € um mecanismo de defesa que os organismos
desenvolveram para eliminar células em estagios avancados de desenvolvimento ou
submetidas a algum tipo de estresse celular relevante. Esse fenbmeno envolve uma
série de eventos celulares que resultam na ativacdo de uma familia de proteinas
denominadas caspases, as quais podem efetuar a apoptose através de multiplas rotas
(ELMORE, 2007). Uma das rotas mais proeminentes € a mitocéndria-dependente, que
ocorre através da permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, que resulta na

liberacdo de fatores proapoptoticos como o citocromo C, o qual, por sua vez, induz a
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ativagao das caspases (TROTTA e CHIPUK, 2017). Essa rota ¢ ativada primariamente
através do balango entre proteinas proapoptéticas e antiapoptéticas da familia BCL-2
(MATSUURA et al., 2016). Nesse contexto, as células cancerigenas podem adquirir a
capacidade de evadir a apoptose através de diversas vias, dentre elas destaca-se a
superexpressao de proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2, induzida pela ativacao
de oncogenes e a inativagdo de genes supressores de tumor como o p53, o qual
modula a apoptose através das proteinas BAX e NOXA (FERNALD e KUROKAWA,
2013).

Vale destacar que, no ano de 2011, foi sugerida a inclusdo de outras quatro
alteracdes essenciais para o desenvolvimento e progressdo tumoral, sendo duas
capacidades funcionais (desregulacdo do metabolismo energético e evasado do
sistema imune) e duas caracteristicas habilitantes (instabilidade e mutagédo genémica
e inflamagéo como promotora do tumor) (HANAHAN e WEINBERG, 2011) (Figura 2).

Figura 2 - Figura representativa das capacidades funcionais e habilitantes, propostas

no ano de 2011, para o desenvolvimento e progressao do cancer.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011).

A aquisicdo das capacidades celulares envolvidas no processo de

tumorigénese ocorre principalmente através de dois mecanismos promotores, sendo
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a instabilidade genética o mais proeminente, uma vez que gera um numero aleatorio
de mutagdes e rearranjos cromossémicos, muitos dos quais orquestram a aquisicéo
dessas capacidades. O segundo envolve o estado inflamatério de lesdes pré-malignas
ou malignas guiado por células do sistema imune, das quais algumas atuam como
promotoras da progressado tumoral através de multiplas vias de sinalizagdo celular
(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

No que se refere a instabilidade genética, as aberragdes observadas em células
tumorais incluem mutagdes, amplificacdes e superexpressao de proteinas, que podem
resultar na ativagdo de oncogenes, tais como RAS, PRAD-1 e BCL-1 (ALl et al., 2017).
Determinados oncogenes podem desencadear uma produgéo excessiva de fatores de
crescimento, uma superexpressdo de seus receptores ou, ainda, um aumento na
transducao de sinal para o interior da célula, que ocorre apds a ligagao da proteina
com seu receptor (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011).

Além dessas alteragdes, outras como a perda de heterozigose, hipermetilagdo
de sequéncias promotoras e sequestro de DNA por proteinas carreadoras estao
relacionadas a disfungdo de genes supressores de tumor (como os genes p16'NK4a g
p53) (SCULLY, FIELD e TANZAWA, 2000). Esses genes participam da regulagédo da
transicao entre as fases do ciclo celular, que ocorre principalmente através da
ativacaolinibicdo de complexos ciclina/ciclina-quinases (FOSTER et al.,, 2010). A
disfuncdo desses genes tem o potencial de desregular o controle do ciclo celular,
especialmente entre a fase G1 e S, resultando em um crescimento seletivo vantajoso
para células tumorais (PRIME et al., 1997).

Além disso, considerando o estado inflamatério das lesbes pré-malignas e
malignas como uma das principais caracteristicas promotoras da tumorigénese, tem
sido proposto que os mecanismos envolvidos estejam relacionados a capacidade da
inflamagdo em providenciar moléculas bioativas para o microambiente tumoral,
incluindo fatores de crescimento que promovem uma sinalizacdo de proliferacédo
celular sustentada, fatores de sobrevivéncia que limitam a morte celular, fatores pro-
angiogénicos e enzimas modificadoras de matriz extracelular, que facilitam a invasao
tecidual e metastase através da indugdo da transicdo epitélio-mesénquimal
(KARNOUB e WEINBERG, 2006; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG,
2011).

Além das 8 capacidades funcionais e duas habilitantes propostas nas ultimas

décadas, foram propostas, no ano de 2022, outras quatro alteracdes potencialmente
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relacionadas ao desenvolvimento e progressdo do cancer, sendo duas funcionais
(desbloqueio da plasticidade fenotépica e senescéncia celular) e duas habilitantes
(reprogramacao epigenética nao-mutacional e microbiomas polimoérficos) (HANAHAN,
2022) (Figura 3).

Figura 3 - Figura representativa das capacidades funcionais e habilitantes, propostas

no ano de 2022, para o desenvolvimento e progressao do cancer.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN (2022).

O desbloqueio da plasticidade fenotipica refere-se a capacidade de diferencao,
desdiferenciagdao ou mesmo de transdiferenciacéo celular, através da qual as células
tumorais podem assumir caracteristicas de tipos celulares heterogéneos, como nos
casos de transicao epitélio-mesénquimal ou de desdiferenciagdo em células
progenitoras (YUAN, NORGARD e STANGER, 2019). Ja a senescéncia,
caracterizada por um estado fisiolégico de interrupgao do ciclo celular, € considerada
como uma barreira natural para o desenvolvimento do cancer, entretanto, tem-se
proposto que esse fendmeno possa estimular a sua progressao devido ao fenétipo
secretor caracteristico dessas células (HE e SHARPLESS, 2017). Além disso, células

tumorais podem entrar em um estado de senescéncia reversivel, ou seja, um periodo
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de dorméncia transitério que contribui para a evasao de estratégias terapéuticas que
tém como alvo mecanismos relacionados a proliferagao celular (DE BLANDER et al.,
2021).

No que tange as capacidades habilitantes, a reprogramacgao epigenética ndo-
mutacional refere-se a mudangas na expressao génica que sao reguladas
exclusivamente por fatores epigenéticos, ou seja, ocorrem independentemende da
presenca de instabilidade gendmica e mutagcao (BAYLIN e JONES, 2016); essa
caracteristica pode influenciar no comportamento de células do microambiente
tumoral (HANAHAN e COUSSENS, 2012), além de facilitar a aquisigcdo de outras
capacidades funcionais pelas células cancerigenas, especialmente o desbloqueio da
plasticidade fenotipica (SERRANO-GOMEZ, MAZIVEYI e ALAHARI, 2016).

O papel dos microbiomas polimérficos em diferentes neoplasias ainda esta
sendo elucidado, entretanto, tem-se proposto que a presenca de determinadas
espécies bacterianas e/ou fungicas tem a capacidade de contribuir ou interferir na
aquisicdo de outras capacidades funcionais, além de exercer fungao
imunomoduladora e/ou atuar na mutagdo do genoma (HELMINK et al., 2019). A
presenca de diferentes microorganismos comensais pode resultar tanto em
microbiomas protetores quanto promotores de tumor, sendo alvos terapéuticos
promissores considerando canceres nos quais ha presenca relevante de espécies
bacterianas e/ou fungicas, tais como canceres que acometem a cavidade oral, utero
ou célon (DZUTSEV et al., 2017).

Como o desenvolvimento e progressdao do cancer estdo relacionados a
mecanismos celulares heterogéneos, multiplas terapias emergentes com alvos
moleculares especificos tém sido propostas, tais como os inibidores de fator de
crescimento epidérmico (EGF, do inglés epidermal growth factor) (MYERS et al.,
2002), inibidores de telomerase (PARKINSON, 2003), neutralizadores de resposta
inflamatdria (KIM et al., 2008), inibidores de angiogénese (LIN e SESSA, 2004) e, em
especial, agentes senoliticos (ZHU et al., 2016) e indutores de apoptose
(D'AGUANNO e DEL BUFALO, 2020).

4.3 Apoptose

A morte celular regulada foi, historicamente, classificada em trés grandes
grupos com base em caracteristicas morfologicas, sendo esses: 1) morte celular tipo
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1 ou apoptose; 2) morte celular tipo 2 ou autofagia; 3) morte celular tipo 3 ou necrose
(GALLUZZI et al., 2007). Entretanto, diferentes classificacdes e subclassificagdes tém
sido propostas pelo Comité de Nomenclatura de Morte Celular com base em critérios
genéticos, bioquimicos, farmacoldgicos e funcionais, incluindo: 1) apoptose intrinseca;
2) apoptose extrinseca; 3) necrose; 4) morte autofagica; 5) morte celular imonogénica;
6) morte celular dependente de lisossomo; 7) netose; 8) entose; 9) parthanatos, 10)
piroptose; 11) ferroptose e 12) necroptose (GALLUZZI et al., 2018).

A apoptose extrinseca € um tipo de morte celular iniciada a partir de
perturbacdes no microambiente extracelular, sendo mediada por basicamente dois
tipos de receptores de membrana, sendo eles 1) receptores de morte celular, nos
quais a ativacao depende da ligagcdo com ligantes cognatos e 2) receptores de
dependéncia, nos quais a ativagao ocorre quando o nivel de ligantes especificos reduz
para além de um dado limiar (ASHKENAZI e DIXIT, 1998; FLUSBERG e SORGER,
2015). Apos a ativagdo dos receptores de membrana, ocorre o recrutamento de
proteinas adaptadoras, as quais desencadeiam a formagdo do complexo de
sinalizacdo de inducdo de morte celular (DISC, do inglés death-inducing signaling
complex); nesse ponto, ocorre a ativagdo da proteina caspase-8, a qual inicia a

cascata de caspases que culmina na apoptose celular (ELMORE, 2007).

A apoptose intrinseca é originada a partir de estresses intracelulares, tais como
dano ao DNA, estresse replicativo, estresse oxidativo, sobrecarga de espécies
reativas de oxigénio, entre outros (GALLUZZI et al., 2018). Esse mecanismo é
regulado majoritariamente pelo equilibrio entre as proteinas antiapoptéticas e
préapoptoticas da familia BCL-2 e, uma vez que um estimulo apoptotico esteja
presente, ocorre uma permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa, resultando
na ativagao da caspase-9 e, em ultima instancia, na ativagao da cascata de caspases
responsavel pela apoptose (CAVALCANTE et al., 2019).

Tanto a apoptose extrinseca quanto intrinseca convergem na ativagéo das
caspases efetoras (caspase-3 e caspase-7), as quais resultam na ativagdo de
enzimas como proteases e nucleases. Essas enzimas sido responsaveis pela
degradagdo de proteinas citoplasmaticas e material nuclear, o que culmina em
alteragdes citomorfoldégicas como diminuicdo do tamanho celular, condensagéo da
cromatina, formacao de corpos apoptoticos e, consequentemente, na fagocitose por
outras células (ELMORE, 2007; CAVALCANTE et al., 2019).
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4.4 Proteinas da familia BCL-2

Considerando os principais mecanismos de regulacdo da apoptose, as
proteinas da familia BCL-2 desempenham um papel importante, uma vez que podem
desempenhar tanto fungdes antiapoptéticas quanto proapoptéticas (PLACZEK et al.,
2010). As proteinas antiapoptéticas (BCL-2, BCL-XL, BCL-W e MCL-1) sé&o
consideradas multi-dominio, uma vez que compartilham homologia considerando
quatro dominios estruturais (BH1 a BH4) (LETAI, 2003).

Determinadas proteinas proapoptéticas da familia BCL-2 (tais com BAX e BAK)
também sao consideradas multi-dominio, compartilhando homologia entre os
dominios BH1 a BH3; entretanto, algumas proteinas proapoptéticas compartilham
homologia somente com a regido a-helicoidal BH3 (tais como BAD, BID, BIM, NOXA
e PUMA), sendo consideradas proteinas BH3-exclusivas (DELBRIDGE e STRASSER,
2015) (Figura 4). As proteinas BH3-exclusivas podem interagir com as proteinas da
familia BCL-2 (BCL-2, BCL-XL, BCL-W e MCL-1) no seu dominio hidrofébico,
apresentando capacidade de antagonizar suas fungdes antiapoptéticas (BILLARD,
2013).

As proteinas da familia BCL-2 regulam o0 mecanismo de apoptose
principalmente pela via mitocéndria-dependente (apoptose intrinseca), que envolve
uma série de eventos celulares que resultam na ativagdo de uma familia de proteinas
denominadas caspases (ELMORE, 2007). A partir de estimulos apoptéticos (tais como
radiacdo ionizante, estresse oxidativo, danos ao DNA, entre outros), ocorre uma
inducdo das proteinas proapoptoticas (direta- ou indiretamente, através da proteina
p53), as quais passam a inibir a agado das proteinas antiapoptéticas (CORY et al.,
2016).
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Figura 4 - Proteinas antiapoptoticas e proapoptoticas da familia BCL-2. Proteinas
antiapoptoticas compartilham homologia entre os dominios BH1 a BH4. Algumas
proteinas proapoptoticas podem compartilhar homologia entre os dominios BH1 a
BH3, entretanto, determinadas proteinas proapoptéticas apresentam somente

homologia com a regido BH3, sendo consideradas proteinas BH3-exclusivas.
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Fonte: Adaptado de GIAM, HUANG e BOUILLET (2008).

A inibicdo das proteinas antiapoptéticas resulta na ativacdo das proteinas
efetoras da apoptose BAX e BAK, resultando na permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa e, consequentemente, na liberacdo de citocromo C para o
citoplasma; esse processo culmina na ativagao da cascata de proteinas caspases, as
quais sao responsaveis pela indugdo da fragmentacdo do DNA e iniciagdo do
mecanismo de apoptose (KANG e REYNOLDS, 2009) (Figura 5).

Em células saudaveis, as proteinas antiapoptoticas da familia BCL-2 mantém
a viabilidade celular através da inibicao das proteinas efetoras BAX e BAK, entretanto,
uma vez que um estimulo apoptético esteja presente, a iniciagdo do mecanismo de
inducao de apoptose através das proteinas efetoras transcorre normalmente (CORY
et al., 2016). Em células cancerigenas, entretanto, pode ocorrer uma superexpressao
de uma ou mais proteinas antiapoptoéticas, o que resulta em uma resisténcia
aumentada aos estimulos apoptéticos (DELBRIDGE e STRASSER, 2015). Além
disso, mutag¢des do gene que codifica a proteina p53 sao eventos muito comuns em

canceres de cabeca e pescogo e podem resultar na inativacdo e perda de funcao
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desta proteina (GASCO e CROOK, 2003), comprometendo ainda mais os
mecanismos indutores de apoptose e contribuindo, assim, para a evasao da morte
celular pelas células tumorais (DELBRIDGE e STRASSER, 2015).

Figura 5 - Diagrama representativo do mecanismo de apoptose pela via mitocondria-
dependente. A partir de estimulo apoptéticos, ocorre inducdo das proteinas
proapoptoticas da familia BCL-2 (direta- ou indiretamente, através da proteina p53).
Essas proteinas antagonizam a acao das proteinas BCL-2 antiapoptoéticas, resultando
na ativagao das proteinas efetoras BAX e BAK e liberagdo de citocromo C para o
citoplasma. Subsequentemente, ocorre a iniciagcdo da cascata de proteinas caspases,

as quais sao responsaveis pela iniciagado do mecanismo de apoptose.
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Fonte: Elaborado pelo autor com base em CORY et al. (2016).

4.5 Compostos miméticos de BH3

Determinadas moléculas podem mimetizar o efeito das proteinas BH3-
exclusivas e desempenhar um papel importante como indutores de apoptose,
representando agentes terapéuticos promissores no que tange o desenvolvimento de
tratamentos anticancer com alvos moleculares especificos (KANG e REYNOLDS,
2009). Entretanto, o uso de moléculas com propriedades miméticas de BH3 somente
foram propostas como potenciais estratégias terapéuticas no inicio dos anos 2000
(LETAI, 2003). Nesse contexto, os compostos miméticos de BH3 de primeira geragao
descritos na literatura foram o gossipol (OLIVER et al., 2004) e o ABT-737
(OLTERSDOREF et al., 2005).
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O composto gossipol e seus derivados, apesar de apresentarem acao
anticancer relevante em estudos preé-clinicos, também demonstraram importantes
efeitos fora-do-alvo, tais como indugédo de autofagia, sendo, portanto, considerados
compostos miméticos de BH3 putativos (VILLALOBOS-ORTIZ et al., 2020). Ja o
composto ABT-737, apesar de considerado como um mimético de BH3 validado e de
ter demonstrado efeitos anticancer relevantes em estudos in-vitro, também
apresentou biodisponibilidade por via oral insatisfatoria (TSE et al., 2008). Desse
modo, a partir da estrutura molecular do ABT-737, foi desenvolvido o mimético de BH3
de segunda geragdo Navitoclax (também denominado ABT-263), o qual se
demonstrou um composto com melhores propriedades farmacocinéticas e
farmacodinéamicas (VOGLER et al., 2009)

O mecanismo de acao tanto do composto ABT-737 quanto do Navitoclax ocorre
através de ligagbes de alta afinidade (Ki < 1 nM) a multiplas proteinas antiapoptoticas
da familia BCL-2, incluindo as proteinas BCL-2, BCL-XL e BCL-W. Entretanto, esses
compostos nao exibem afinidade pela proteina MCL-1 e, portanto, em tumores nos
quais essa proteina € usualmente superexpressa (p. ex. determinados tipos de cancer
de pulmao de células ndo-pequenas, mielomas multiplos e determinados canceres de
mama), a resisténcia terapéutica € uma implicacao frequente (CORY et al., 2016).
Nesses casos, um regime combinado com outros agentes pode ser proposto (VELA e
MARZO, 2015).

Diversos estudos in-vitro e em modelos animais tém investigado o Navitoclax
em neoplasias malignas como cancer de mama (LEE et al., 2018), célon (EICHHORN
et al., 2014), eséfago (LIN et al., 2017), ovario (WONG et al., 2012) e pulméo
(SHOEMAKER et al., 2008; TSE et al., 2008), demonstrando resultados satisfatorios
em termos de efeito antitumorigénico. Ademais, esse farmaco esta em fase de testes
clinicos para determinados tipos de cancer, incluindo canceres hematolégicos (como
leucemias e linfomas) (KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015) e alguns tipos de
tumores sélidos (GANDHI et al., 2011; RUDIN et al., 2012; TOLCHER et al., 2015b).

De modo geral, o Navitoclax foi administrado em doses diarias de 100 mg
(KIPPS et al., 2015), 150 mg (GANDHI et al., 2011; TOLCHER et al., 2015b); e 200-
325 mg (RUDIN et al., 2012; ROBERTS et al., 2015), sendo usualmente bem tolerado
nas doses investigadas. O pico da concentragao plasmatica desse farmaco (como

monoterapia) foi observado em aproximadamente 7 horas, sendo o periodo de meia
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vida de 15 horas; dosagens iguais ou superiores a 225 mg resultaram em
concentragcdes plasmaticas compativeis com as determinadas em modelos animais

para que o composto exiba efeito terapéutico (GANDHI et al., 2011).

Um dos efeitos adversos consistentemente observados entre os estudos foi a
ocorréncia de trombocitopenia dose-dependente, que ocorre devido a inibicdo da
proteina BCL-XL em plaquetas, no entanto, ndo foram observados eventos
hemorragicos clinicamente significativos nas doses avaliadas (RUDIN et al., 2012;
ROBERTS et al., 2015). A efetividade desse composto foi variavel entre os testes
clinicos, apresentando resultados favoraveis em tumores linfoides e alguns tumores
sélidos (tanto como monoterapia ou terapia combinada) (GANDHI et al., 2011; KIPPS
et al., 2015, ROBERTS et al., 2015; TOLCHER et al., 2015b), porém pouco
satisfatorios em tumores em estagios avangados ou recorrentes (RUDIN et al., 2012;
TOLCHER et al., 2015a).

Visando minimizar efeitos adversos, especialmente sobre as plaquetas, foi
desenvolvido o composto de terceira geragao Venetoclax (ou ABT-199), o qual exibe
ligacao de alta afinidade somente a proteina BCL-2, sendo considerado, portanto, um
composto monoseletivo (SOUERS et al., 2013). Esse avanco foi particularmente
importante para o seu uso em estudos clinicos para pacientes com canceres
hematoldgicos, como leucemias, nos quais uma trombocitopenia ja esta pré-
estabelecida (SAMRA et al., 2020).

Em razdo de seus efeitos anticAncer em diversos estudos pré-clinicos e
clinicos, até o presente momento, o Venetoclax foi o unico mimético de BH3 aprovado
pela agéncia estadunidense Food and Drug Administration (FDA) para uso em larga
escala, especificamente para o tratamento de leucemia mieloide aguda (REX et al.,
2022). Apesar disso, vale ressaltar que a efetividade do Venetoclax como monoterapia
pode ser restrita em tumores malignos nos quais outras proteinas antiapoptéticas
(como BCL-W, BCL-XL e MCL-1) estejam superexpressas (BOSE, GANDHI e
KONOPLEVA, 2017). No que tange especificamente carcinomas de cabega e
pescoco, a expressao da proteina BCL-2 encontra-se aumentada em
aproximadamente 15-25% dos tumores (PENA et al., 1999; TRASK et al., 2002;
REDONDO et al., 2006), sugerindo que o Venetoclax pode apresentar eficacia
limitada como monoterapia dependendo do tipo de malignidade presente (CARTER et
al., 2019).
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4.6 Microambiente tumoral

O desenvolvimento de tumores n&o ocorre unicamente por um acumulo de
mutagdes genéticas nas células cancerigenas, mas também, por uma interagéo entre
essas células e as células adjacentes, denominadas como células do microambiente
do estroma tumoral (SUND e KALLURI, 2009). A coevolugao do tumor e das células
estromais pode ocorrer de duas maneiras: 1) as modificagcbes no microambiente
tumoral podem ocorrer primeiro e resultar na transformagado maligna de células
epiteliais; ou 2) as células epiteliais podem resultar na ativagdo de células estromais
por meio de mecanismos paracrinos (POLYAK, HAVIV e CAMPBELL, 2009).

Os componentes celulares do microambiente tumoral consistem de
fibroblastos, células inflamatdrias, vasos sanguineos (constituidos de células
endoteliais e pericitos), células neuronais e adipocitos; os componentes ndo-celulares
incluem a matriz extracelular (composta de colagenos, proteoglicanos e
glicoproteinas) e outros metabdlitos como citocinas inflamatdrias, enzimas, fatores de
crescimento, hormonios, entre outros (SPAW, ANANT e THOMAS, 2017). Dentre os
componentes celulares do estroma tumoral, € destacada a presenca proeminente dos
fibroblastos. Os fibroblastos sdo células alongadas e fusiformes, sendo responsaveis
pela deposicdo de matriz extracelular, regulagdo de processos inflamatorios e de
mecanismos de reparo tecidual (TOMASEK et al., 2002).

Durante o processo de reparo tecidual, os fibroblastos saem de um estado
quiescente (no qual as células se encontram "dormentes") e se tornam fibroblastos
ativados (ou miofibroblastos), passando a adquirir um fenétipo secretor caracterizado
pela secrecao de constituintes de matriz extracelular, fatores de crescimento e fatores
de diferenciacao celular (KALLURI e ZEISBERG, 2006). Apds o reparo, os fibroblastos
ativados entram em processo de apoptose e sao removidos do tecido. No entanto, em
lesdes malignas, e em condigdes de fibrose tecidual, esse processo € desregulado e
os fibroblastos passam a adquirir um fenétipo de ativacao persistente, permanecendo
no tecido e, consequentemente, levando a desmoplasia através da deposicao
excessiva de matriz extracelular (CIRRI e CHIARUGI, 2012). A presengca de
fibroblastos ativados no estroma tumoral pode favorecer o desenvolvimento e

progressao tumoral, uma vez que as células cancerigenas podem se utilizar dos



50

fatores de crescimento secretados pelos fibroblastos para sua propria sobrevivéncia
e proliferacdo (LEBLEU e KALLURI, 2018).

De um modo geral, as principais proteinas secretadas pelos fibroblastos
associados ao cancer incluem: fatores de crescimento (p. ex. EGF, fator de
crescimento de tecido conjuntivo e fator de crescimento insulinico), citocinas (p. ex.
ciclooxigenase-2 e interleucina-6), vesiculas extracelulares, metabdlitos,
componentes da matriz extracelular (particularmente colagenos, fibronectinas e
glicoproteinas) e enzimas remodeladoras de matriz (p. ex. metalloproteinases da
matriz, lisil oxidases e transglutaminases) (SANTI, KUGERATSKI e ZANIVAN, 2018).
No entanto, vale ressaltar que, atualmente, ndo se é conhecido um marcador
especifico para fibroblastos associados ao cancer, sendo que os marcadores mais
comumente utilizados para uma identificacao inespecifica de fibroblastos ativados no
estroma de tumores sélidos sdo a-actina de musculo liso (a-SMA, do inglés a-smooth
muscle actin), proteinas ativadoras de fibroblastos (FAP, do inglés fibroblast activation
protein) e vimentina (SHIGA et al., 2015).

Ademais, € proposto ainda que mecanismos paracrinos das células tumorais
possam influenciar a transdiferenciacdo de fibroblastos quiescentes em fibroblastos
associados ao cancer através da secrecao de fatores como o fator de crescimento
tumoral B (TGF-B, do inglés tumour growth factor-(3), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF), e fator de necrose tumoral-a (TNF-a, do inglés tumor necrosis-a)
(CIRRI e CHIARUGI, 2012). Em relagao ao TGF- em particular, além da capacidade
de modificar o microambiente tumoral, essa proteina também regula a expresséo de
alguns fatores transcripcionais relacionados a transicao epitélio-mesénquima, tais
como Snail, Slug, Twist, entre outros (IKUSHIMA e MIYAZONO, 2010; DRABSCH e
TEN DIJKE, 2012). A transigao epitélio-mesénquima é caracterizada pela perda do
fendtipo epitelial, com a consequente diminuicdo da expressdo de marcadores
epiteliais como a e-caderina e 0 aumento da expressao de marcadores mesenquimais
como a vimentina (KALLURI e WEINBERG, 2009). Esse fenébmeno tem o potencial de
favorecer a invasao tecidual pelas células cancerigenas uma vez que elas adquirem
um fendtipo de célula mesenquimal (CAJA et al., 2018).

Nesse contexto, vale destacar que os fibroblastos do estroma tumoral podem
ser originados a partir de células-tronco mesenquimais, células endoteliais, adipocitos
e pericitos (ANDERBERG e PIETRAS, 2009; HAVIV et al., 2009). As diferentes

origens celulares dos fibroblastos associados ao cancer podem estar relacionadas a
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multiplas alteragdes transcricionais que resultam, portanto, em uma populacdo
heterogénea de fibroblastos associados ao cancer e, consequentemente, fendtipos
secretores distintos (PRIME et al., 2017). Dentre os fibroblastos presentes na
heterogénea populagdo do estroma tumoral, tém sido estudado o papel dos
fibroblastos com fendtipo senescente, os quais podem exibir um secretoma
diferenciado e, mesmo em reduzido numero, podem estimular significativamente o

crescimento de células epiteliais com muta¢cdes oncogénicas (KRTOLICA et al., 2001).

4.7 Senescéncia celular e sua relagao com o cancer

A senescéncia celular foi primeiramente descrita por HAYFLICK (1965), o qual
observou, in vitro, que células humanas podem se multiplicar por um namero finito de
vezes. Esse fendbmeno é caracterizado por um estado de interrupgdo permanente do
ciclo celular, o qual atua como um mecanismo de defesa, uma vez que estresses
ambientais, metabolismo oxidativo e erros de replicacdo estdo continuamente
causando danos ao genoma das células (CAMPISI, 2001). Os sinais iniciadores de
senescéncia incluem o encurtamento dos teldmeros, ativagdo de oncogenes ou
potencial disfuncdo de genes supressores de tumor, os quais atuam como
mecanismos de seguranga contra o cancer, sendo valido ressaltar que lesdes
malignas devem evadir esses pontos de checagem da senescéncia celular para que

o seu desenvolvimento e progressao seja possivel (DIMRI, 2005).

Fisiologicamente, a senescéncia ocorre em paralelo ao fenbmeno da apoptose,
no entanto, o modo como as células respondem aos estresses ambientais (como
radiagdo ionizante, estresse oxidativo, hipdxia, entre outros) € consideravelmente
variavel, sendo proposto que em situa¢des nas quais a apoptose possa desencadear
dano ou disfungdo aos tecidos, a senescéncia seria a via de escolha das células
(GEORGAKOPOULOU et al., 2016). De modo geral, a senescéncia é desencadeada
por meio da ativagado de vias de sinalizagao que culminam na ativacdo de genes
supressores tumorais que codificam proteinas como a p16'Nk4a p21 e p53, as quais
induzem a interrupgao permanente do ciclo celular (PARKINSON, 2010).

Ainda, vale destacar que células senescentes apresentam um aumento
expressivo do seu conteudo lisossomal e expressao da enzima B-Galactosidase
associada a senescéncia (SA-B-Gal), a qual é detectavel em células senescentes

considerando um pH subdtimo de 6.0, sendo um marcador muito utilizado em estudos
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in-vitro e in-vivo para quantificacdo de células senescentes (COLLADO e SERRANO,
2006).

Apesar da senescéncia atuar fisiologicamente como um mecanismo de
supressao tumoral, esse mecanismo também pode, paradoxalmente, contribuir para
o desenvolvimento e progressao de lesées malignas (CAMPO-TRAPERO et al.,
2008). Nesse contexto, tem-se proposto que células cancerigenas apresentem uma
produgao e secrecao exacerbada de peroxido de hidrogénio e espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), podendo ter consequéncias
importantes para as células do microambiente tumoral, tais como alteragbes no

metabolismo energético, autofagia e senescéncia celular (CAPPARELLI et al., 2012)

Uma dessas consequéncias € o chamado "efeito Warburg reverso" (Figura 6),
no qual as células cancerigenas induzem as células do estroma a alterar o seu
metabolismo energético para retroalimentar a sua alta demanda energética (BENNY
et al., 2020). O estresse oxidativo presente no microambiente tumoral causa uma
disfungao mitocondrial e induz as células do estroma a realizar glicolise, mesmo na
disponibilidade de oxigénio (LISANTI et al., 2011). O lactato produzido pelas células
estromais através do processo de glicdlise aerdbica €, entdo, utilizado pelas células

cancerigenas, contribuindo para a progressao do tumor (WILDE et al., 2017).

Entretanto, a produgédo exacerbada de peroxido de hidrogénio pelas células
tumorais e a alteracdo do metabolismo energético das ceélulas do estroma podem
contribuir para a que essas células entrem em um estado de senescéncia
(CAPPARELLI et al., 2012). As células senescentes, apesar de nao se replicarem, se
mantém metabolicamente ativas e possuem um fendtipo secretor caracteristico,
denominado fendtipo secretor associado a senescéncia (FSAS), o qual € composto
por numerosas citocinas, fatores de crescimento e proteases que apresentam uma

ampla variedade de atividades autdcrinas e paracrinas (CAMPISI, 2011).
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Figura 6 - Efeito Warburg reverso. As células tumorais, através da producao e
secregao de peroxido de hidrogénio (H202) e espécies reativas de oxigénio (ROS),
induzem estresse oxidativo em células do microambiente tumoral. Isso desencadeia
uma disfungdo mitocondrial e mudanga no metabolismo energético nas células do
estroma, as quais passam a produzir lactato a partir de glicolise aerébia. O lactato

produzido retroalimenta as células tumorais para suprir sua alta demanda energética.

EFEITO WARBURG
REVERSO

I

Fonte: Adaptado de BENNY et al. (2020).

Além disso, células senescentes tém demonstrado resisténcia a estimulos
apoptéticos, podendo acumular no organismo e resultar em efeitos deletérios em
decorréncia das proteinas e metabdlitos provenientes do FSAS (CAMPO-TRAPERO
et al.,, 2008). Vale ressaltar que a superexpressao de determinadas proteinas
antiapoptoticas da familia BCL-2 € um dos mecanismos pelos quais as células
senescentes resistem a morte celular, de mesma forma que as células tumorais
(YOSEEF et al., 2016).

Particularmente em tumores sodlidos, a presenca de fibroblastos senescentes
no estroma tumoral constitui um fator importante no que tange o seu desenvolvimento

e progressao, uma vez que o FSAS pode estimular a proliferagao e invasao de células
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malignas, além de poder contribuir para a resisténcia terapéutica (PRIME et al., 2017).
Desse modo, tem-se sugerido que a eliminagdo de células senescentes do
microambiente tumoral pode, portanto, ser um alvo terapéutico promissor (ZHANG e
LIU, 2013).

Nesse contexto, destacam-se os indutores de apoptose miméticos de BH3, os
quais atuam principalmente nas vias apoptoticas relacionadas a familia de proteinas
BCL-2 (TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019). Além desses agentes poderem
apresentar um efeitos anticancer direto através da indugédo de apoptose de células
tumorais e sinergia com agentes quimioterapicos convencionais (CHEN et al., 2015),
determinados miméticos de BH3 também tém mostrado um potencial senolitico,
podendo apresentar um efeito anticancer indireto por meio da eliminagao de células

senescentes do microambiente tumoral (ZHU et al., 2016).
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5.1 Apresentacao

Visando identificar a abrangéncia da literatura cientifica sobre o tema, foi
realizada uma revisao narrativa em relagdo aos estudos que avaliaram o efeito
anticancer de compostos mimeéticos de BH3 sobre carcinomas de cabeca e pescoco.
Foram considerados estudos que investigaram linhagens tumorais, modelos
xenograficos e/ou participantes humanos acometidos por carcinomas de cabega e
pescogo. Os resultados obtidos nesta primeira fase da pesquisa foram compilados em
formato de artigo, o qual foi aceito para publicagdo no periodico Oral Oncology. O
manuscrito foi formatado de acordo com as normas do periddico, acessadas em
fevereiro de 2022.



57

5.2 Artigo aceito para publicagao

Title: Anticancer effects of putative and validated BH3-mimetic drugs in head and neck

squamous cell carcinomas: an overview of current knowledge

Authors: Gilberto Melo?; Carolina Amalia Barcellos Silva®; Angela Hague®, Eric

Kenneth Parkinsond; Elena Riet Correa Rivero®

aDr. Melo, MsC. Postgraduate Program in Dentistry, Federal University of Santa
Catarina - Floriandpolis, Brazil. ORCID: 0000-0001-5744-4954. E-mail:
melo.gilberto@hotmail.com

bProfessor Silva, PhD. Department of Morphological Sciences, Biological Sciences
Center, Federal University of Santa Catarina — Floriandpolis, Brazil. ORCID: 0000-
0002-2164-8856. E-mail: carolina.barcellos@ufsc.br

°Professor Hague, PhD. Senior Lecturer, Bristol Dental School, Bristol, United
Kingdom. E-mail: a.hague@bristol.ac.uk

dProfessor Parkinson, PhD. Centre for Oral Immunobiology and Regenerative
Medicine, Institute of Dentistry, Barts and the London School of Medicine and
Dentistry, Queen Mary University of London, Turner Street, London, United Kimgdom.
ORCID: 0000-0003-4234-1658. E-mail: e.k.parkinson@gmul.ac.uk

°Professor Rivero, PhD. Department of Pathology, Health Sciences Center, Federal
University of Santa Catarina — Florianépolis, Brazil. ORCID: 0000-0002-8516-8771. E-

mail: riet.elena@gmail.com



58

HIGHLIGHTS

BH3-mimetics showed capabilities of inducing cell death in malignant cell

lines

e BH3-mimetics presented tumour growth inhibition capabilities in xenograft

models

e Response to BH3-mimetics is related to tumour expression of BCL-2 family

proteins

e Combination with other drugs or ionising radiation promoted enhanced

efficacy

¢ Available clinical data is incipient and further research is highly encouraged



Figura 7 - (do artigo publicado em lingua inglesa) - Graphical abstract.
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ABSTRACT

The purpose of this review was to summarise available literature concerning the
anticancer effects of both putative and validated BH3-mimetics in head and neck
squamous cell carcinomas. A literature search was performed and studies
assessing malignant cell lines, xenograft models, and/or humans were
considered eligible. A total of 501 studies were identified, of which 40 were
included. One phase-ll clinical trial assessing gossypol (combined with
docetaxel) was found. The remaining 39 preclinical studies investigated cell lines
and/or xenograft models involving the use of six validated BH3-mimetics (A-
1210477, A-1331852, ABT-737, navitoclax, S63845, venetoclax) and six putative
BH3-mimetics (ApoG2, gossypol, obatoclax, sabutoclax, TW-37, and YC137). In
preclinical settings, most validated BH3-mimetics were capable of inducing
apoptosis (in-vitro) and tumour growth inhibition (in-vivo). The majority of putative
BH3-mimetics were also capable of inducing cell death, although important off-
target effects, such as autophagy induction, were also described. Combinations
with conventional anticancer drugs, ionising radiation, or multiple BH3-mimetics
generally resulted in enhanced anticancer effects, such as increased sensitivity
to apoptotic stimuli, especially considering some cell lines that showed resistance
to either treatment alone. In conclusion, although clinical data are still insufficient
to evaluate the anticancer effects of BH3-mimetics in head and neck squamous
cell carcinomas, promising results in preclinical settings were observed
concerning induction of cell death and inhibition of tumour growth. Therefore,

further clinical trials are highly encouraged.

Keywords (MeSH Terms): "Head and Neck Neoplasms"; "Head and Neck
Cancer"; "Drug Therapy"; "Apoptosis"; "BCL-2"; "BCL-XL"; "BCL-W"; "MCL-1";
"BH3"; "Targeted Therapy".
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INTRODUCTION

Head and neck cancers comprise a heterogeneous group of malignancies.
Most cancers in the head and neck are histologically characterised as squamous
cell carcinomas, which can arise from the epithelium of the oral and nasal
cavities, pharynx, and larynx [1]. Although available treatments can improve
survival rates, serious consequences including disruption of vital anatomy,
aesthetic impairments, and associated psychosocial issues may arise [2].

Aiming to improve treatment effectiveness and diminish complications,
novel anticancer strategies are being developed, such as gene therapy,
immunotherapy, and targeted therapy [3]. Molecularly targeted therapies focus
on specific cancer-associated molecules (which are highly expressed in certain
types of tumours) to disrupt cancer survival mechanisms and selectively induce
malignant cell death [4].

Apoptosis inhibition is considered an essential step in the transition of
normal to malignant cells. Amongst key regulators of apoptosis, the B-cell
lymphoma 2 (BCL-2) family proteins play an important role [5]. The prosurvival
BCL-2 family proteins (such as BCL-2, BCL-XL, BCL-W, and MCL-1) are
considered multidomain, sharing homology throughout all four BCL-2 homology
domains (BH1 to BH4) [6]. Several proapoptotic BCL-2 proteins are also
considered multidomain, sharing homology within the BH1 to BH3 domains (such
as BAX and BAK), although others only share homology with the a-helical BH3
region (such as BAD, BIM, NOXA, and PUMA) and are considered BH3-only
proteins [7].

In otherwise healthy cells, BH3-only proteins can inhibit prosurvival BCL-
2 family proteins if an apoptotic stimulus is present; this results in the release of
signalling molecules that induce apoptosis through the mitochondrial pathway in
a BAX/BAK dependant manner [8]. However, prosurvival BCL-2 family proteins
were found to be strongly upregulated in many types of malignant tumours, which
can contribute to their apoptosis evasion capabilities [9].

Extensive research has been conducted to identify molecules with BH3-
mimetic capabilities, such as naturally occurring gossypol [10], ABT-737 [11], and
venetoclax (or ABT-199) [12]. ABT-737 showed promising antitumour activities in
preclinical settings, but it presented poor oral absorption, resulting in the
development of the orally available second-generation navitoclax (or ABT-263)
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[13]. Although these drugs share BH3-mimetic characteristics, the literature is
considerably heterogeneous regarding their anticancer effects since the
expression pattern of prosurvival BCL-2 proteins varies greatly across different
types of cancers [14].

Notwithstanding their capability to bind to BCL-2 proteins, several
compounds often considered as BH3-mimetics present relevant off-target effects.
Obatoclax, gossypol and derivatives, for example, should be considered as
putative BH3-mimetics since their off-target effects can induce cell death
independently of BAX/BAK and caspase activation. On the other hand, ABT-737
and derivatives can be considered validated BH3-mimetic drugs since cell death
induction occurs primarily through a BAX/BAK-dependent manner [15].

Some BH3-mimetic drugs are considered pan-inhibitors since they bind to
a broad range of antiapoptotic BCL-2 family proteins (BCL-2, BCL-XL, BCL-W,
and MCL-1). Nonetheless, several compounds bind to subsets of BCL-2 proteins
and some newer drugs are considered monoselective, with high binding affinity
to a single BCL-2 protein (Table 1/Tabela 1) [16]. Although monoselective
compounds can result in lower toxicity, they can also present limited anticancer
activity in tumours in which untargeted BCL-2 proteins are highly expressed [17].

In HNSCC, in particular, it is proposed that the BCL-XL and MCL-1
proteins are consistently upregulated [35]. Moreover, although the BCL-2 protein
is not usually upregulated, it can be overexpressed in around 15-25% of HNSCC
tumours [18-20]. In this regard, summarising currently available evidence can
guide future studies concerning promising drugs for HNSCC treatment, thus
contributing to novel therapeutic strategies to be made available for individuals
with HNSCC in which BCL-2 family proteins are overexpressed. Therefore, this
study aimed to provide an overview of available literature considering the

anticancer effects of putative and validated BH3-mimetic drugs in HNSCC.

MATERIAL AND METHODS

Search strategy
Search strategies were elaborated and adapted for each of the following
electronic databases: Embase, PubMed, Scopus, and Web of Science. Searches

were simultaneously performed across all databases and encompassed
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publications from the initial coverage date through October 05, 2021. In addition,
the domain ClinicalTrials.gov was screened through the search engine of The
Cochrane Library for relevant ongoing trials. Further details regarding the search
strategies are provided in Supplementary Table 1. The "AND" operator was used
according to the following structure: (BH3-mimetic synonyms) AND (HNSCC
synonyms). The field related to HNSCC synonyms also included HNSCC cell
lines. EndNote 20 was used for reference management (Clarivate Analytics,

Pennsylvania, United States of America).

Study selection and data collection

After a pre-selection of articles by titles and abstracts, a full-text reading
was conducted. Moreover, the following eligibility criteria were applied: articles
published in the English language that evaluated the anticancer effects of BH3-
mimetic drugs in HNSCC cell lines, xenograft models, and/or human participants.
The main outcomes of this review were the effects of BH3-mimetic drugs on cell
death mechanisms (in-vitro), tumour growth inhibition (in-vivo), and treatment
efficacy considering clinical variables such as tumour regression or patient
survival.

The data collection encompassed the following key features: author, year,
BH3-mimetic drugs, tumour characteristics (such as type and original site); study
sample (including cell lines and xenograft models), combined therapies (if any),
assessment methods, treatment dose and duration, and main findings. Moreover,
for each included study, detailed information concerning the origin of malignant
cell lines (such as nasopharynx, larynx, and oral cavity), cell line identification
(such as CAL27 and SCC9), and xenograft model characteristics (such as
BALB/c and SCID mice) were extracted.

Validation status of BH3-mimetic drugs

Compounds must have been previously tested according to the following
criteria to be considered as a validated BH3-mimetic drug: 1) Selective induction
of mitochondrial outer membrane permeabilisation (MOMP) of cells with known
dependence on the anti-apoptotic protein target; 2) Selective killing of cells with

known dependence on the anti-apoptotic protein target; and 3) Absence of
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MOMP induction and lack of killing of cells with BAX/BAK deficient mitochondria
[21].

Validation status of malignant cell lines

The International Cell Line Authentication Committee (ICLAC) has
developed an openly published database and, considering the latest report as of
June 2021 (version 11) (iclac.org/databases/cross-contaminations/), a total of
576 misidentified cell lines were registered, of which reliable stocks of reference
cell lines are not known to exist for 531 of these cell lines. The malignant cell lines
used across HNSCC studies were cross-checked with the ICLAC database to

verify their validation status.

RESULTS

Study selection

A total of 782 studies were identified from database searches (Embase:
123, PubMed: 308, Scopus: 312, Web of Science: 39), of which 608 remained
following duplicates removal. After screening titles and abstracts, 62 studies
remained for full text reading (reasons for exclusion available in Supplementary
Table 2/Tabela 2). Thereafter, 40 articles met the eligibility criteria and were
included in this review. In addition, as of April 2022, no records of ongoing clinical

trials investigating the effects of BH3-mimetic drugs on HNSCC were found.

Validation status of BH3-mimetic drugs

Considering the 12 identified compounds across included HNSCC studies,
only 6 can be considered as validated BH3-mimetic drugs according to the criteria
previously described (ABT-737, navitoclax, venetoclax, A-1331852, A-1210477,
and S63845) [21]. The remaining 6 drugs (ApoG2, gossypol, obatoclax,
sabutoclax, TW-37, and YC137) should be considered as putative BH3-mimetics,
with potential off-target effects.

Validation status of malignant cell lines
Seven of the 40 included studies investigated malignant cell lines that were
listed as potentially misidentified or cross-contaminated by the ICLAC report,
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namely the 5-8F, CNE-1, CNE-2, HEp-2, HONE-1, SUNE-1, and Tca8113 cell
lines [22-28]. These cell lines were referred to as potentially HeLa contaminated
and, since Hela originated from human cervix carcinoma [29], these studies
might present discrepancies compared to validated HNSCC cell lines. A summary
of studies investigating cell lines listed as potentially cross-contaminated or

misidentified is presented in Table 2.

Main findings

A summary of descriptive characteristics and main findings of included
studies is presented as follows: validated BH3-mimetics (Table 3/Tabela 3 and
Table 4/Tabela 4) and putative BH3-mimetics (Table 5/Tabela 5 and Table
6/Tabela 6). Moreover, only one clinical trial on HNSCC assessing the effects of

gossypol was found [30].

Validated BH3-mimetic drugs

ABT-737 (single-agent or combined with chemotherapy/ionising radiation [IR])

Single-agent ABT-737 did not present remarkable cell death induction
capabilities in several included studies [31-34], although mild [35] to favourable
anticancer effects [36, 37] were found depending on the cell lines investigated.
Nonetheless, anticancer effects in combination with chemotherapy/IR were more
consistent across studies. Synergistic or additive effects were observed when
ABT-737 was combined with cisplatin and etoposide (anticancer drug) [31],
meayamycin B (modulator of the splicing factor 3b subunit 1) [37], AZD-2014 (a
mTOR inhibitor) [35], fenretinide (retinoid derivative) [34], or IR [32].

Navitoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

Single-agent navitoclax showed prominent anticancer effects both in-vitro
[38, 39] and in-vivo [38]. Similar to ABT-737, the combination with
chemotherapy/IR often showed improved anticancer effects. Gadsden et al. [39]
reported that the combination of navitoclax with palbociclib (CDK 4/6 inhibitor)
resulted in lower cell viability (around 10-25%) compared to either drug alone
(around 50-90%). Furthermore, Tuomainen et al. [40] reported that navitoclax
showed moderate to strong synergy with IR, regardless of the p53 status of
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investigated HNSCC cell lines. Lastly, Britt et al. [41] assessed navitoclax
combined with either ectopic NOXA or fenretinide, reporting that apoptosis was
potentiated compared to either treatment alone, regardless of the p53 status of

HNSCC cell lines investigated.

Venetoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

Although venetoclax is currently the sole BH3-mimetic drug approved by
the U.S. Food and Drug Administration (FDA) [42] and has been extensively
studied in drug combination trials for the treatment of acute myeloid leukaemia
[43], only two preclinical studies were found concerning its effects on HNSCC.
One showed that single-agent venetoclax presented apoptosis induction and
tumour growth inhibition capabilities and that the combination with cisplatin
resulted in augmented anticancer effects [22]. It is worth noting that 1 of the 4 cell
lines used in this study (Tca8113) was found to be potentially HeLa contaminated
by an earlier report, which stated that it is unclear whether an alternative
authenticated stock ever existed [44]. In this context, although venetoclax
showed anticancer effects in all 4 cell lines, Tca8113 was particularly more
susceptible, which can be related to its higher expression of the BCL-2 protein
compared to the validated HNSCC cell lines.

The second study found that single-agent venetoclax showed prominent
anticancer capabilities concerning proliferation inhibition of SQ20B cancer stem
cells; the combination with cetuximab and IR was particularly effective for this cell
population [45]. Controversially, no relevant anticancer effects on SQ20B cells of
the tumour bulk, possibly due to a lower BCL-2 protein expression. Nonetheless,
the combination with cetuximab presented enhanced anticancer effects in SQB20

compared to either drug alone.

Combination of multiple BH3-mimetic drugs

Wang et al. [27] reported that venetoclax (BCL-2 inhibitor) and S63845
(MCL-1 inhibitor) were capable of inhibiting malignant cell proliferation as single-
agents, although the combination of both BH3-mimetics was more effective,
reducing the required concentration and time to achieve a similar effect compared
to either drug alone. Moreover, the authors also reported that, in-vivo, venetoclax

alone regressed tumour volumes by about 30% compared to controls. Of note,
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the combination of venetoclax with S63845 was not assessed in-vivo. There are
major concerns considering the cell lines used in this study. Growth inhibition was
measured in three cell lines, and the two most sensitive cell lines were selected
for further study of apoptosis (5-8F and CNE2). These two cell lines were found
to be HeLa contaminated by three previous reports [44, 46, 47], which suggested
that contamination likely occurred early in the cell line establishment. Therefore,
these findings might not be representative of potential anticancer effects on
HNSCC cells.

Carter et al. [48] assessed venetoclax, S63845, and A-1331852 (BCL-XL
inhibitor) in the cell lines UM-SCC-1, -11B, -17A, -17AS, 74A, and -81B. As
single-agents, none of these BH3-mimetics induced pronounced apoptosis in-
vitro. Moreover, only in one cell line (UM-SCC-1) did these drugs synergise with
cisplatin or IR in reducing the clonogenic potential. On the other hand, the
combination of the BH3-mimetics A-1331852 and S63845 induced marked
apoptosis in all six cell lines. Furthermore, in-vivo, the same combination resulted
in dose-dependent reduction in the tumour size. Interestingly, this study also
investigated the exposure of tumour tissues surgically resected from HNSCC
patients to A-1331852 and S63845, reporting that although these drugs did not
effectively induce apoptosis as single-agents (around 10% cleaved poly[ADP-
ribose] polymerase [PARP]-positive tumour cells), significant apoptosis induction
was obtained using the combination (around 40% cleaved PARP-positive tumour
cells). Of note, although no prominent apoptosis induction effects were found
considering BH3-mimetics as single-agents, the authors investigated
concentrations up to 100 nM and exposure times up to 24h, which are amongst
the lowest ranges across included studies.

The remaining two studies were conducted by Ow and collaborators, who
assessed the effects of both navitoclax and A-1210477 [49, 50]. The first study
reported that the combination of navitoclax with either IR or cisplatin did not
increase treatment responses in the majority of cell lines, although combining
navitoclax with A-1210477 resulted in an average 7-fold reduction in the IC50
(dose needed for a 50% inhibitory effect) of navitoclax across all cell lines
investigated [49]. The second study reported that the combination of navitoclax

with A-1210477 or bortezomib resulted in apoptosis responses that approached
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or exceeded treatment with staurosporine (positive control for apoptosis due to

its potent inhibition of capability of different kinases) [50].

Summary of findings of validated BH3-mimetic drugs

Most studies assessing validated BH3-mimetic drugs often performed
multiple assays to determine not only its cytotoxic effects but also the type of cell
death, including evaluation of cleaved-caspase activity and/or annexin-V binding.
In this regard, although ABT-737 showed inconsistent results as a single-agent,
remarkable anticancer effects were found when combined with chemotherapy/IR.
Both navitoclax and venetoclax showed more consistent anticancer effects as
single-agents compared to ABT-737 and the combination with chemotherapy/IR
once more resulted in enhanced effects, possibly due to a drug induced
sensitisation to apoptotic stimuli. The combination of multiple BH3-mimetics was
particularly useful for cancer cell lines that showed resistance to either drug

alone, which is likely related to the wider range of targeted BCL-2 family proteins.

Putative BH3-mimetic drugs

Gossypol (clinical trial)

Only one phase-ll clinical trial [30] was found. This was a randomised,
open-label trial that assessed the effects of docetaxel alone or with the addition
of (-)-gossypol (considering both pulsed and metronomic dosing strategies) for
the treatment of unresectable, recurrent, or distantly metastatic HNSCC. A total
of 35 individuals were enrolled and treatment response was evaluated primarily
based on radiologic evidence of tumour status. Overall, although a favourable
toxicity profile was reported, the addition of (-)-gossypol to docetaxel did not

demonstrate evidence of incremental efficacy.

Gossypol (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

The (-)-gossypol (or AT-101), that is the isolated (-)-enantiomer of the (£)-
gossypol, was the most investigated drug across included preclinical studies
(n=7). Of these, 5 assessed its effects exclusively in cell lines, reporting apoptosis
induction capabilities either as a single-agent [10] or combined with cisplatin
(anticancer drug) [51], N-acetyl-cysteine (antioxidant) [52], particles loaded with
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anti-BCL-2 siRNA [53], or IR [54]. Two studies assessed both cell lines and
xenograft models: one found that single-agent (-)-gossypol inhibited cell growth
at 1C50 of 3-6 yM, whilst also increasing the percentage of apoptotic cells in
tumours of xenograft models [55]. The second reported that the IC50 for (-)-
gossypol was around 2.5 uM and combination with docetaxel produced additive
toxicity in-vitro; daily therapy in xenograft models also showed increased mouse
survival and decreased tumour mitotic index compared to weekly therapy [56].

A total of 5 studies assessed (+)-gossypol (also described as racemic
gossypol or naturally occurring gossypol), which is a mixture of (+)- and (-)-
enantiomers [28, 57-60]. Konac et al. [28] reported an 23-26% increase in
apoptotic cells using 50-75 pM of (x)-gossypol. Nonetheless, the authors
investigated a single cell line (HEP2) that was found to be cross-contaminated
with HelLa cells by early reports [61, 62], which assessed HEP2 cell lines from
several sources [62]. Therefore, these findings might not be applicable to HNSCC
cells. Benvenuto et al. [57] assessed single-agent (+)-gossypol, reporting IC50
values of 4.75 yM for the FaDu and 5.02 uM for the CAL27 cell line; the authors
suggested that this drug inhibited proliferation and induced both apoptosis and
autophagy of HNSCC cells.

Two studies assessed (+)-gossypol combined with other drugs: Boehm et
al. [58] reported that, compared with either treatment alone, (x)-gossypol
presented additive/synergistic effects in inducing apoptosis when combined with
STAT3 decoy (oncogenic transcription factor), which was further enhanced with
the addition of erlotinib (anticancer drug). Wong et al. [59] investigated the
combination of (x)-gossypol with gemcitabine, reporting additive/synergistic
effects in HONE1 and CNE2 cell lines, although also describing antagonistic
effects in CNE1 and HK1 cell lines. From cell lines investigated by Wong et al.
[59], the CNE1/CNE2 [44] and HONE1 cell lines [47] were found to be HelLa
contaminants by independent reports, with contamination likely occurring during
initial establishment or subsequent cell passages. Thus, only the findings of the
HK1 cell line might represent the effects on HNSCC cells, which indicated
antagonistic effects of (£)-gossypol with gemcitabine. Lastly, Kasten-Pisula et al.
[60] assessed the effects of (x)-gossypol combined with IR, reporting that this
drug inhibited the proliferation of FaDu cells, also resulting in pronounced

radiosensitisation.
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TW-37 (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

TW-37 is a gossypol derivative investigated in four included studies. Ahn
et al. [63] reported that, as a single-agent, TW-37 showed inhibition of cell
proliferation and tumour growth. The remaining three studies assessed TW-37 in
combination with other drugs: Ashimori et al. [64] reported that TW-37, combined
with cisplatin, showed enhanced cytotoxic effects in-vitro, as well as the ability to
inhibit tumour angiogenesis and induce tumour apoptosis in-vivo, highlighting that
combination with cisplatin extended the time for tumour failure (defined as a 4-
fold increase of tumour volume compared with pre-treatment); Lu et al. [65]
assessed TW-37 combined with cisplatin and 5-fluorouracil (anticancer drug),
reporting that, in-vitro, TW-37 prominently promoted malignant cell apoptosis
under chemotherapeutics treatments, whilst in vivo, TW-37 increased
chemosensitivity of malignant tumours; and Yang et al. [66] found that the
combination of TW-37 with cryptotanshinone (a cell-permeable diterpene
quinone) inhibited the growth of HSC-3 cells more efficiently compared to either

treatment alone.

ApoG2

ApoG2, which is another gossypol derivative, was assessed by three
studies. Zheng et al. [25] investigated ApoG2 as a single-agent, reporting that
this drug induced apoptosis in CNE2 cells and suppressed tumour growth in
xenograft models [25]. Hu et al. [23] assessed ApoG2 combined with cisplatin,
reporting that proliferation was inhibited in most cell lines, except for HONE1; this
study also reported effective tumour growth suppression in xenograft models.
The study of He et al. [24] assessed ApoG2 combined with IR, indicating that this
drug induced cell death of the NPC cell line and radiosensitised the CNE1 and
CNE2 cell lines. Major concerns were present in all studies assessing ApoG2,
since all investigated cell lines (CNE1, CNE2, and HONE1) were found to be
cross-contaminated with HelLa cells by two previous reports [46, 47].

Obatoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR)
From two studies assessing obatoclax (or GX15-070), Yazbeck et al. [67]

assessed its effects exclusively in-vitro, reporting that all cell lines investigated
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were highly sensitive to this drug as a single-agent; nonetheless, the combination
with chloroquine enhanced obatoclax cytotoxicity. Furthermore, Sulkshane and
Teni [68] showed that obatoclax induced necroptosis in-vitro and that the
combination with IR promoted higher clonogenic inhibition as opposed to either
treatment alone; moreover, xenograft models treated with obatoclax presented a

reduced tumour mean volume compared to controls.

Sabutoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

Sabutoclax was assessed by Maji et al. [34], who reported that this drug
resulted in a decrease in cell viability as a single-agent and suggested that it
promoted cell death through activation of autophagy signalling pathways.
Moreover, the authors reported that the combination of sabutoclax with celecoxib
(nonsteroidal anti-inflammatory drug) resulted in synergistic inhibition of cell
growth of the H357 cell line.

YC137 (single-agent or combined with chemotherapy/IR)

The effects of YC137 were investigated by Low et al. [26]. In HK1 and
CNE1 cell lines, YC137 reduced cell proliferation as a single-agent and presented
a synergistic effect when combined with cisplatin. In TWO01 and SUNE1 cells,
YC137 had no obvious synergistic effects with cisplatin, although it reduced the
proliferation of SUNE1 cells as a single-agent. The combination of YC137 with
paclitaxel (anticancer drug) did not present synergistic effects in any cell lines.
Only the findings related to HK1 and TWO01 cell lines should be considered
representative of the anticancer effects of YC137 on HNSCC cells as there is the
possibility of CNE1 and SUNE1 to be HelLa contaminated [44, 47].

Summary of findings of putative BH3-mimetic drugs

Although putative BH3-mimetics showed promising anticancer effects,
either as single-agents or combined with other therapies, a large number of these
studies did not perform assays to confirm cell death by the mitochondrial pathway
of apoptosis (Table 7/Tabela 7). In this context, the results were often based on
cell viability or DNA degradation assays, which are non-specific for the
assessment of the type of cell death [69, 70]. In addition, some off-target effects
were also described, including caspase-independent induction of cell death, such
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as necroptosis or autophagy [24, 25, 34, 68]. There were also several concerns
regarding the use of potentially cross-contaminated or misidentified cell lines.
Results from ApoG2, for instance, might not be representative of the effects on
HNSCC cells since all cell lines used across studies might be potentially HeLa

contaminated.

DISCUSSION

The findings from studies included in this review support that both
validated and putative BH3-mimetic drugs are capable of inducing cell death and
inhibiting tumour growth of HNSCC in preclinical settings. The use of BH3-
mimetics in cancer therapy is promising since these drugs directly engage
mechanisms of mitochondrial-mediated apoptosis and act downstream of the p53
pathway. In this context, HNSCC might be particularly susceptible to BH3-
mimetics compared to anticancer drugs acting upstream of the p53 pathway since
the inactivation of one or more components of the p53 network is considered an
extremely common event in HNSCC [71]. This was supported by two included
studies in this review, which showed that the BH3-mimetics investigated showed
relevant anticancer effects regardless of p53 status [40, 41]. Moreover, unlike IR
and several chemotherapeutics, BH3-mimetics are not mutagenic, thus the
likelihood of treatment-induced cancers is considerably mitigated [72].

Since cell death mechanisms are impaired in malignant tumours, cancer
cells may evade apoptosis even when exposed to potentially lethal doses of
chemoradiotherapy, which leads to treatment resistance and poorer patient
survival [4]. Novel therapies targeting apoptosis have shown promising results on
HNSCC as they can sensitise cancer cells to apoptotic stimuli. This was recently
demonstrated in a phase-2 clinical trial, which showed that the addition of Debio
1143 (antagonist of inhibitor of apoptosis proteins) to conventional
chemoradiotherapy resulted in a superior efficacy for the treatment of
locoregionally advanced HNSCC [73]. In this context, BH3-mimetic drugs are
promising treatment strategies as they can either sensitise cancer cells to
apoptotic stimuli or directly activate apoptosis [74].

The susceptibility of different malignant tumours to BH3-mimetic drugs is
suggested to be closely related to the expression pattern of BCL-2 family proteins

[75]. By contrast to haematological malignancies, solid tumours often rely on
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multiple BCL-2 proteins for survival and a heterogeneous BCL-2 expression
pattern was found concerning HNSCC. Although BCL-XL and MCL-1 appear to
be consistently upregulated [48], conflicting results were found for BCL-2, which
was found to be upregulated in only 15-25% of patient tumours [18-20], as
opposed to studies assessing cell lines, which often showed high BCL-2
expression [76, 77]. In this context, conducting BH3 profiling (i.e. an assay aiming
to identify cellular dependence on prosurvival BCL-2 family proteins) for patients
with malignant tumours might be useful to predict treatment responses
considering different BH3-mimetics and, therefore, optimise the treatment
planning [78].

Monoselective agents targeting the BCL-2 protein, such as venetoclax,
might only be effective in a smaller number of patients with HNSCC. On the other
hand, BH3-mimetics targeting BCL-XL and MCL-1 could also present dose-
limiting side effects. BCL-XL inhibitors, for example, are likely to result in platelet
death and an impaired haemostatic function [71]. Moreover, MCL-1 was also
found to be essential for haemostasis of cardiac cells and its depletion leads to
rapid cardiomyopathy, which raises concerns about the potential cardiotoxicity of
MCL-1 inhibitors [79]. In this context, the combination with conventional
chemotherapeutics or IR would allow the use of lower doses and not deny
patients potentially beneficial treatments. In addition, since the efficacy of
monoselective BH3-mimetics alone might be limited due to upregulation of
untargeted BCL-2 family proteins or dose-limiting side effects, the combination of
two or more monoselective BH3-mimetic drugs can also be considered as a
viable treatment strategy.

The anticancer effects of both validated and putative BH3-mimetics were
often dose and time-dependent. Overall, most in-vitro studies assessed final drug
concentrations of 1-15 yM and cells were commonly exposed to BH3-mimetics
from 8h up to 6 days. In xenograft models, treatment doses usually ranged from
10 mg/kg to 200 mg/kg (depending on the administration regimen, such as daily
or weekly) and were administered over a course of 14 to around 40 days,
although follow-up after pharmacological treatments could be longer. BH3-
mimetics were usually more effective at higher doses and longer treatment
durations, however, the risk of cytotoxicity to normal cells, such as fibroblasts [10]
and keratinocytes [55], is also augmented. Therefore, further preclinical studies
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and clinical trials are recommended to determine the efficacy and safety of
promising BH3-mimetic drugs at clinically achievable plasma levels.

For solid tumours, the use of novel drug-delivery approaches might help
to limit toxicity to healthy tissues and optimise treatment efficacy. Polymeric
devices with drug-releasing capabilities, for example, constitute a viable
alternative to the oral route, with the benefit of sustaining a local and prolonged
release of the loaded drug to the targeted tissue [80]. Considering BH3-mimetics,
the efficacy of polymeric nanovesicles loaded with navitoclax and doxorubicin
was recently investigated for endometrial carcinoma; the encapsulated drugs
were stably retained under neutral pH conditions (such as the blood circulation)
but resulted in a rapid drug-release in the acidic condition of the
endosome/lysosome compartment after uptake by cancer cells, potentially
minimising the toxicity to healthy cells [81]. Another study used polymeric
nanocarriers loaded with anti-BCL-2 siRNA and temozolomide, which specifically
targeted glioma cells overexpressing folate receptors by incorporating folate to
the nanocarrier surface, thus substantially improving drug-delivery [82].
Therefore, further studies assessing novel drug-delivery approaches for BH3-
mimetic drugs are highly encouraged.

Understanding tumour heterogeneity might also help to improve treatment
regimens. In this regard, two of the included studies assessed the effects of BH3-
mimetics on tumour bulk and tumour stem cells. Gilormini et al. [32] reported that
ABT-737 eliminated tumour stem cells more efficiently compared to tumour bulk
cells, showing preferential cytotoxicity towards cancer stem cell sub-populations.
Similarly, Guy et al [45] found that venetoclax inhibited the proliferation of tumour
stem cells, arguing that this cell sub-population presented higher levels of BCL-2
compared to the cell population of the tumour bulk. Interestingly, the authors also
reported an opposite effect considering treatment with cetuximab, in which
tumour stem cells were found to be more resistant compared to bulk tumour cells.
It is proposed that most cancer stem cell subpopulations are resistant to
conventional treatments and that they might play pivotal roles in cancer
metastasis and recurrence due to their self-renewal and tumourigenic capacity
[83].
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Therefore, further research on the effects of BH3-mimetics targeting stem
cell subpopulations is recommended as these drugs might constitute an
important treatment strategy in improving patients' survival and prognosis.
Some putative BH3-mimetics have been reported to induce autophagic cell death
rather than apoptosis [67, 68], which is hypothesised to be related to a BCL-
2/BECLIN-1 interaction in the endoplasmic reticulum [25]. Some compounds,
such as ApoG2, may even induce cell cycle arrest by suppressing the c-Myc
pathway, independently of BCL-2 binding. Although anticancer effects are
ultimately achieved by putative BH3-mimetics, an in-depth understanding of the
mechanisms by which these drugs induce cell death is necessary for them to be
validated and also to optimise their use in therapeutic strategies.

Moreover, it is worth noting that both validated and putative BH3-mimetics
can act as senolytic drugs [84], a mechanism that was not explored in-depth
across included studies. In this context, the drug induced clearance of senescent
cells from the tumour microenvironment may have contributed to some extent for
the anticancer effects observed in xenograft models [85]. Since BH3-mimetics
directly engage apoptotic pathways in HNSCC cells but also target components
of the tumour microenvironment, further exploration of in-vivo models are highly

encouraged to lead to informed clinical studies.

CONCLUSION

Validated BH3-mimetic drugs exhibited promising anticancer effects in-
vitro, either as single-agents or combined with chemotherapy/IR, which often
showed improved efficacy due to sensitisation of tumour cells to apoptotic stimuli.
In xenograft models, marked reduction of tumour volume was also consistently
observed. The combination of multiple BH3-mimetics generally presented
superior effects in inducing apoptosis in-vitro (even in HNSCC resected tissue
samples) and also in inhibiting tumour growth in-vivo. Most putative BH3-
mimetics presented relevant anticancer effects, although some of these might be
off-target, such as induction of autophagy. In addition, despite the lack of clinical
data to evaluate possible therapeutic effects against HNSCC in human
participants, further exploring animal models and refining treatment strategies
using BH3-mimetics may allow clinical translation to improved outcomes for
HNSCC patients.
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Tabela 1 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 1 - BH3-mimetic drugs found
across HNSCC studies. Validation status and molecular targets.

BH3-mimetic drug  Validation status Molecular targets References
A-1210477 Validated MCL-1 [16, 21]
A-1331852 Validated BCL-XL [21, 48]
ABT-737 Validated BCL-2, BCL-XL, BCL-W [16, 21]
Navitoclax (ABT-263) Validated BCL-2, BCL-XL, BCL-W [16, 21]
$63845 Validated MCL-1 [21, 48]
Venetoclax (ABT-199) Validated BCL-2 [16, 21]
‘(ﬁ":fg;)sy”m"e Putative BCL-2, BCL-XL, MCL-1 [16]
Gossypol (AT-101) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21]
Obatoclax (GX15-070) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21]
Sabutoclax (BI-97C1) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21]
TW-37 Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21]
YC137 Putative BCL-2, MCL-1 [26]
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Tabela 2 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 2 - Validation status of head
and neck squamous cell carcinomas cell lines assessed across included studies,
according to the latest report (June 2021, v11) of the International Cell Line

Authentication Committee (ICLAC).

BH3-

Problematic

Study . . Cell lines ; Critical
mimetics . . cell lines Issue reported . -
[reference] investigated considerations
assessed [reference]
Hu et al CNE1, CNEZ2, CNE1 [46] Hela cross-
(2008) [23] ApoG2 HONE1, and CNEZ2 [46] contamination Maijor concerns
C666-1 HONE1 [47]
He et al. CNE1 [46]
(2014) [24]  ApoG2  CNEVCONE2, - oypo e HeLacross: oy concerns
NPC, SUNE1 HONEA [47] contamination
Zheng et al. HelLa cross- .
(2017) [25] ApoG2 CNE2 CNE2 [46] contamination Major concerns
Konac et al. (%) Hela cross- .
(2005) [28] Gossypol HEP2 HEP2 [62] contamination Major concerns
Wong et al. CNE1 [46]
(2012) [59] (£) CNET,CNE2,  o\popae)  HELAcross- o concerns
Gossypol HONE1, HK1 HONEA [47] contamination
Xiong et al. SCC9, SCC25,
(2016) [22] Venetoclax Tca8113, Tca4&11 13 Hela cross- Minor concerns
CAL27 [44] contamination
Low et al YC137 HK1, CNE1, CNE1 [46] HelLa cross- Moderate
(2012) [26] TWO01, SUNE1 SUNE1 [47] contamination concerns
Wang et al. Venetoclax 5-8F [44] Hela cross- .
(2018) [27] 63845 5-8F,CNE2  oNE2[46]  contamination ~ Malor concemns

Legend: Minor concerns (results potentially biased for less than 25% of investigated cell lines);

Moderate concerns (results potentially biased for 25-50% of investigated cell lines); Major concerns

(results potentially biased for more than 50% of investigated cell lines).
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Tabela 3 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 3 Validated BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of
preclinical studies assessing ABT-737 and derivatives (navitoclax and venetoclax) in head and neck squamous cell carcinomas (either
as single-agents or combined with chemotherapy/ionising radiation).

Conditi Combined BH3-mimetic
Study onditio ombine Study sample Assessment methods dose Main findings
n therapy :
(duration)
ABT-737
Li et al. HNSCC Cisplatin Cell-lines: UM-22A, In-vitro: Trypan blue assay In-vitro: 1to 30  In-vitro: - Single-agent ABT-737 was largely ineffective
(2009) Etoposide UM-22B, 1483 (viability); annexin V-PI MM (up to 48h) against HNSCC cell lines, exhibiting IC50 values ranging
[31] through flow cytometry from 13.8 to 53.6 pM.

(apoptosis); cleaved - Nonetheless, ABT-737 strongly synergized with

caspase-3 and cleaved cisplatin and etoposide to promote cell death and loss of

PARP through WB clonogenic survival.

(apoptosis) - The combination of ABT-737 with either chemotherapy
drugs induced synergistic activation of apoptosis
signaling.

Gaoetal. HNSCC Meayamyci  Cell-lines In-vitro: MTS assay In-vitro: 0.05to  In-vitro: - IC50 values for ABT-737 as a single-agent
(2014) nB HPV positive (p53- (viability); annexin-FITC/PI 50 uM (up to ranged from 4.3 to 28 yM in HPV-16 positive cell lines
[37] inactive): UD- through FACS analysis 72h) and from 11 to 19 yM in HPV-16 negative cell lines.
SCC2, UM-SCC47, (apoptosis); caspase-3 and - IC50 values for meayamycin B as a single-agent
93-VU-147T, caspase-7 activity through ranged from 0.025 to 0.074 nM in HPV-16 positive cell
UPI:SCC90 Caspase-Glo™ kit lines and from 0.14 to 0.60 nM in HPV-16 negative cell
HPV negative (p53- (apoptosis) lines.
wild-type): PCI-13, - The combination ABT-737 with meayamycin B
PCI-15B, UM- triggered apoptosis in HNSCC cells and lowered the
SCC22B IC50 of ABT-737 by 1-2 orders of magnitude.
- The IC50 values of ABT-737 with meayamycin B
ranged from 0.14 to 0.50 uM in HPV-16 positive cell
lines and from 0.19 to 0.84 yM in HPV-16 negative cell
lines.
Maji etal. HNSCC Fenretinide Cell-lines: H357 In-vitro: MTT assay, trypan In-vitro: 1 up to In-vitro: - At 8h, ABT-737 did not decrease cell viability,
(2015) blue assays (viability); 50 uM (up to even at 50 yM.
[34] cleaved caspase-3, cleaved 48h) - At 48h, considering the concentration of 10 uM of ABT-

caspase-9, and cleaved
PARP through WB
(apoptosis)

737, a 30% induction of cell death was observed, as
measured by the trypan blue assay.

- Combination with fenretinide resulted in a synergistic
effect, resulting in approximately 80 to 90% cell death at
48h considering the concentrations of 10 and 15 yM.
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Shin et 0OSCC No Cell-lines: HN22 In-vitro: MTS assay, trypan  In-vitro: 2.5 to In-vitro: - ABT-737 inhibited the growth of oral cancer
al. (2015) blue assay, and live/dead 22.5 uM (up to cells by inducing caspase-mediated apoptosis.
[36] assays (viability); cleaved 24h) - At 24h, cell viability was significantly lower than control
caspase-3, cleaved caspase- in all doses tested.
9, and cleaved PARP - Cell viability was reduced to approximately 80% at 2.5
through WB (apoptosis); UM, 50% at 7.5 pM, and 40% at 22.5 pM.
FITC and DAPI through IF
(nuclear condensation and
fragmentation)
Gilormini  HNSCC lonising Cell-lines: SQ20B, In-vitro: Crystal violet assay In-vitro: 2t0 20 In-vitro: - ABT-737, as a single-agent, was considered
et al. radiation SCC61, CAL27, (cell growth); activated MM (up to 72h) ineffective at promoting HNSCC cell death.
(2016) CAL33 caspases assay through In-vivo: 20 - All the cell lines had IC50 values ranging from 2 pM to
[32] Xenograft model: CaspACE™ kit (apoptosis); mg/kg (treated 14 uM.
NODE-SCID mice subG1 DNA content through  for 5 days and - Combining ABT-737 with ionising radiation resulted in a
w/ SQ20B flow cytometer (cell cycle); followed up to strong synergistic apoptosis induction in HNSCC cell
and TUNEL assay 40 days) lines.
(apoptosis) In-vivo: - As single therapies, ABT-737 had a similar
In-vivo: Tumour volume effect as radiation on tumour growth inhibition.
measurements - On the other hand, the combination of ABT-737 with
radiation was more effective than either treatment alone.
Lietal. HNSCC AZD-2014 Cell-lines: SQ20B, In-vitro: MTT assay In-vitro: 100 nM  In-vitro: - Inhibition of BCL-2 by ABT-737 dramatically
(2016) A253, and SCC9; (proliferation); caspase-3 (up to 72h) potentiated AZD-2014 lethality against HNSCC cells.
[35] primary epithelial activity assay (apoptosis), In-vivo: 25 In-vivo: - AZD-2014 anti-HNSCC activity in-vivo was
cells histone DNA ELISA assay mg/kg (up to 28  potentiated with co-administration of ABT-737.
Xenograft model: (apoptosis); and TUNEL days)
Immunodeficient assay (apoptosis)
(SCID) mice w/ In-vivo: Tumour volume
SQ20B measurements
Kimetal. OSCC Sorafenib Cell-lines: HSC3 In-vitro: Trypan blue assay In-vitro: 5 uM In-vitro: - Although ABT-737 induced a significant
(2017) (growth inhibition); live/dead (up to 48h) reduction in cell viability at 48h, the cell growth was
[33] assays (cytotoxity/viability); reduced to approximately 80% compared to control. This
cleaved caspase-3 and indicate that ABT-737 at 5 uM presents limited effect as
cleaved PARP through WB single-agent.
(apoptosis); DAPI staining - Combined use of ABT-737 and sorafenib
through IF (nuclear synergistically suppressed cell viability and induced
condensation and apoptosis compared with either compound individually.
fragmentation) The combined therapy reduced cell growth to
approximately 10% compared to control.
Navitoclax (ABT-263)
Brittetal. HNSCC Ectopic Cell-lines: HNS, In-vitro: WST-1 assay In-vitro: 1 yM In-vitro: - The combination of either ectopic NOXA
(2019) NOXA HN12, HN30, (viability); annexin V-FITC/Pl  (up to 72h) expression or fenretinide with navitoclax significantly
[41] Fenretinide = UMSCC1, through FACS analysis enhanced apoptosis in HNSCC cells, regardless of p53

(apoptosis); cleaved

status.
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UMSCCA47, caspase-3 and cleaved
UMSCC104 PARP through WB
(apoptosis)

Yang et OSCC No Cell-lines: HSC3, In-vitro: Live/dead assay kit In-vitro: 1.5 to In-vitro: - Navitoclax significantly reduced the growth of

al. (2019) HSC4 (citotoxity/viability); cleaved 24 uM (up to both cell lines in a concentration- and time-dependent

[38] Xenograft model: caspase-3 and cleaved 24h) manner

Female nude mice PARP through WB In-vivo: 100 - The IC50 values in HSC3 and HSC4 cells were 10.17
w/ HSC4 (apoptosis); FITC and DAPI mg/kg (up to 21 and 5.01 uM, respectively.
through IF (nuclear days) - Results indicate that navitoclax may function as an
condensation and apoptosis induction agent.
fragmentation) In-vivo: - Navitoclax exhibited significant inhibition of
In-vivo: Tumour volume tumour growth from day 19 forward.
measurements and TUNEL - Number of TUNEL positive cells in the tumour tissues
assay (apoptosis) were markedly increased in the navitoclax group.

Gadsden HNSCC Palbociclib Cell-lines: CAL27, In-vitro: Cresyl violet In-vitro: 1 yM In-vitro: - At 72h, 1 uM of navitoclax alone decreased

et al. HN31, PCI15B (viability); annexin V-FITC/PI  (up to 72h) viability to around 95% in CAL27, 85% in HN31, and

(2020) through FACS analysis 45% in PCI15B.

[39] (apoptosis) - In comparison to either agent alone, the combination of
navitoclax with palbociblib led to lower levels of viable
cells.

Tuomain  HNSCC lonising Cell-lines: OU- In-vitro: CellTiter-Glo In-vitro: 100 to In-vitro: Navitoclax exhibited a strong synergy with

en et al. radiation SCC9B; UT- (viability); CellTrace Far Red 10000 nM (up to  ionising radiation in three of five cell lines (UT-SCC42A,

(2021) SCC42A; UT- and IncuCyte caspase-3/7 80h) UT-SCC42B and UT-SCC24B) and moderate synergy in

[40] SCC42B; UT- assay (apoptosis) two other cell lines (UT-SCC-24A and UT-SCC-9B).

SCC24A; UT- - Combination of navitoclax and irradiation exhibited a
SCC24B strong synergy regardless of the p53 mutation status.

- The live cell apoptosis assay on two cell lines (UT-
SCC42A and UT-SCC24B) showed that navitoclax
substantially increased irradiation-induced apoptosis.

Venetoclax (ABT-199)

Xiong et 0OScCC Cisplatin
al. (2016) (tongue)*
[22]

Cell-lines: SCC9,
SCC25, Tca8113%,
and CAL27; primary
epithelial cells
(NTEC)

Xenograft model:
SCID mice w/ SCC9

In-vitro: CellTiter 96R
(proliferation); annexin V-
FITC through Beckman
Coulter (apoptosis)
In-vivo: Tumour volume
measurements

In-vitro: 0.5t0 5
MM (up to 72h)
In-vivo: 20
mg/kg (up to 30
days)

In-vitro: - Venetoclax inhibited proliferation, induced
apoptosis and mitochondrial dysfunctions to a greater
extent in OSCC cell lines compared to normal epithelial
cells.

- Venetoclax augmented the effects of cisplatin in
eliminating OSCC cells.

In-vivo: - Venetoclax or cisplatin alone caused tumour
growth inhibition of approximately 30 and 40%,
respectively. When combined, almost complete tumour
irradication was achieved.
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Guyetal. HNSCC Cetuximab Cell-lines: SQ20B In-vitro: IncuCyteZOOM® In-vitro: 10 yM In-vitro: - After 120h, venetoclax did not decrease

(2021) lonising Xenograft model: live-cell imaging system (up to 120h) confluence of SQ20B cells (93.9+9.7%), whereas it
[45] radiation NODE-SCID mice (proliferation); activated In-vivo: 50 decreased it in SQ20B stem cells (19.7£7.2%)
w/ SQ20B caspase-3/7 apoptosis assay mg/kg (up to 14 - In both cell populations, the combination with
through IF (apoptosis) days) cetuximab drastically decreased proliferation, although
In-vivo: Tumour volume the addition of radiation did not significantly reduced
measurements proliferation.

- Venetoclax significantly increased apoptosis for SQ20B
(51.5+0.4%) and SQ20B stem cells (69.2+6.6%).
Cetoximab and radiation did not provide relevant
additional benefits (except for SQB20 stem cells).
In-vivo: Radiation alone had no inhibitory effect on
tumour growth, venetoclax and cetuximab combination
decreased tumour growth and increased life (D50: 28
days), while triple therapy yielded the same results
considering tumour growth, although significantly
increased life span (D50: 34 days).

Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA:
Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration;
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL:
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting.
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Tabela 4 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 4 - Validated BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of
preclinical studies assessing the combination of multiple BH3-mimetic drugs in head and neck squamous cell carcinomas.

BH3- . BH3-mimetic
. . . Combined Assessment s e
Study Condition mimetic Study sample dose Main findings
therapy methods .
drugs (duration)
Wanget NPC* Venetoclax - Multiple BH3  Cell-lines: 5-8F*, In-vitro: CCK8 assay In-vitro: 0.25to0  In-vitro: - In both CNE2 and 5-8F,
al. (ABT-199) mimetics CNEZ2*; NP69 (proliferation); annexin 20 uM (up to venetoclax alone significantly decreased cell
(2018) S63845 (immortalised V-FITC/PI through 48h) viability after 48h at a concentration of 10 uM,
[27] epithelial cells) FACS analysis In-vivo: 50 resulting in a 15 to 20% viability compared to
Xenograft (apoptosis) mg/kg (up to 21 control.
model: BALB/c In-vivo: Tumour days) - After 48h at a concentration of 10 yM, a mild
nude mice w/ volume decrease in cell viability was also observed
CNE2* measurements; considering epithelial cells, resulting in
cleaved caspase-3 approximately 80% of viability compared to
and Ki67 expression control.
through IF (apoptosis); - S63845 alone also inhibited malignant cells
DAPI staining (nuclear (IC50: 6 uM), while the combination of
condensation and venetoclax with S63845 (molar ratio of 1:1)
fragmentation) was more effective than either alone, with an
IC50 of about 1.8 uM after 24h of treatment.
In-vivo: - After 21 days, venetoclax
significantly regressed tumour volumes by
about 30% compared to controls.
- Venetoclax promoted an elevated expression
of cleaved caspase-3 and decreased Ki67
expression, suggesting that venetoclax
effectively induces CNE2 cell apoptosis in-
Vivo.
Carter HNSCC Ventoclax - Multiple BH3  Cell-lines: UM- In-vitro: In-vitro: 100 nM  In-vitro: - No BH3 mimetic drug induced
et al. (ABT-199) mimetics SCC1, UM-SCC-  Phosphatidylserine (up to 24h) pronounced apoptosis as single-agents.
(2019) A-1331852 - Cisplatin 11B, UM-SCC- externalization In-vivo: 0 to 10 - No BH3 mimetic drug synergized with
[48] S63845 17A, UM-SCC- (apoptosis); BH3 MM (NR) cisplatin or radiation in reducing the
17AS, UM-SCC- profiling clonogenic potential of the cell lines tested,
74A, UM-SCC- In-vivo: Tumour except for UM-SCC-1.
81B measurements - A combination of A-1331852 and S63845
Xenograft through Leica MZ16F induced marked apoptosis in all cell lines.
model: NC3Rs- microscope and H2B- In-vivo: A combination of A-1331852 and
compliant mRFP staining (red S63845 resulted in a significant dose-
zebrafish w/ UM-  fluorescence) dependent reduction in tumour size compared
SCC-81B Human tissues: to controls.

Exposure to BH3
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Human tissues:
Tumour tissues
surgically
resected from
HNSCC patients

mimetics for 48h,
followed by
embedding in paraffin
and
immunohistochemistry
staining with cleaved
PARP antibody

Human tissue: Exposure of tumour explants
to either A-1331852 or S63845 alone did not
induce apoptosis, whereas the combination
resulted in a significant induction of apoptosis.

Ow et HNSCC Navioclax - Multiple BH3  Cell-lines: In-vitro: MTT and In-vitro: 1t0 20 In-vitro: Consistent responses to navitoclax

al. (ABT-263) mimetics HN30, HN31, Cell Tilter-Glo assays MM (up to 48h) were noted in all cell lines tested at relatively

(2019) A-1210477 - Cisplatin PCI15A, PCI15B, (viability); clonogenic high doses for each line.

[49] - Radiation UMSCC6, survival - The IC50 of navitoclax ranged from 4.77uM

MDAB86LN, +1.66 uM (HN31) to 13.85uM +1.95 uyM
HN5, Detroit562 (MDAG86LN), with an average overall IC50 of

8.9 uM.
- Adding A-1210477 to navitoclax treatment
resulted in an average 7-fold reduction in the
IC50 of navitoclax when measured across all
8 cell lines.
- Combining ABT-263 with 2 Gy radiation or
cisplatin did not increase treatment responses
in the majority of cell lines.
- In general, navitoclax did not appear to
radiosensitize HNSCC cells, and combining
radiation with ABT-263 yielded only modest
benefit in two lines (HN30, PCI15A)

Ow et HNSCC Navitoclax - Multiple BH3  Cell-lines: In-vitro: MTT and In-vitro: 5 yM In-vitro: Treatment with combined navitoclax

al. (ABT-263) mimetics HN30, HN31, Cell Tilter-Glo assays (up to 48h) [ A-1210477 or with bortezomib demonstrated

(2020) A-1210477 - Bortezomib Hn5, MDAG86LN, (viability); annexin V apoptosis responses that approached or

[50] UMSCC47 through flow cytometer exceeded treatment with staurosporine

(apoptosis)

(positive control for apoptosis).

Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein
isothiocyanate; IC50: half maximal inhibitory concentration; IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; NPC: nasopharyngeal carcinoma; NR: not reported; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; Pl: propidium iodide; SCC: squamous cell carcinoma;
OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: western blotting.
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Tabela 5 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 5 - Putative BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of
preclinical studies assessing Gossypol and derivatives (TW-37 and ApoG2) in head and neck squamous cell carcinomas (either as
single-agents or combined with chemotherapy/ionising radiation).

Conditi Combined BH3-mimetic
Study onditio ombine Study sample Assessment methods dose Main findings
therapy .
(duration)
(-) Gossypol (AT-101)
Oliveret  HNSCC No Cell-lines: UM- In-vitro: MTT assay (growth  In-vitro: 5t0 80 In-vitro: - The mean IC50 was 5.30+1.55 pM for the
al. (2004) SCC1, UM-SCC-6, inhibition); TUNEL assay MM (up to 6 HNSCC cell lines.
[10] UM-SCC12, UM- (apoptosis) days) - Primary fibroblasts showed significantly higher
SCC14A, UM- resistance, with mean 1C50 of 20.31+£9.20 yM.
SCC17B, UM- - Primary keratinocytes also showed significant greater
SCC22A, UM- resistance, with a mean 1C50 of 15.36+0.28.
SCC23, UM- - (-)-Gossypol induces apoptosis more efficiently in
SCC25, UM- HNSCC cell lines with wild-type p53 status (UM-SCC1
SCC74B, UM- and UM-SCCB6) compared to those with mutant p53
SCC81B; primary status.
fibroblasts, primary
keratinocytes
Baueret HNSCC Cisplatin Cell lines: UM- In-vitro: MTT assay (growth  In-vitro: 5t0 25  In-vitro: - All four cell lines exhibit growth inhibition at
al. (2005) SCC-5, UM-SCC- inhibition); TUNEL assay MM (up to 5 physiologically achievable (-)-gossypol concentrations
[51] 10B, UM-SCC-5PT  (apoptosis) days) (less than 10 pM).
(cisplatin resistant - (-)-Gossypol induced apoptosis in 70% to 80% of the
subline), UM-SCC- cisplatin-resistant cells but only in 25% to 40% of the
10BPT (cisplatin parental cells.
resistant subline) - (-)-Gossypol, may be useful adjunct to overcome
cisplatin resistance
Wolteret HNSCC No Cell-lines: In-vitro: MTT assay (growth  In-vitro: 5t0 30  In-vitro: - Both tumour lines and normal keratinocytes
al. (2006) UM-SCC17B, UM- inhibition) MM (up to 6 showed dose-dependent inhibition of cell growth.
[55] SCCH1, primary In-vivo: Tumour volume days) - 1C50 values for UM-SCC-1 (3 pM) and UM-SCC17B

keratinocytes
Xenograft model:
NCr-nu/nu mice w/
UM-SCC-17B and
UM-SCC1

measurements and TUNEL
assay (apoptosis)

In-vivo: 5to 15
mg/kg (up to 43
days with drug
and up to 91
days after
cessation of
drug)

(6uM), were considerably lower compared to
keratinocytes (17 yM), indicating selective cell growth
inhibition.

In-vivo: - Tumours grew progressively in controls,
whereas growth was significantly suppressed in (-)-
gossypol group.

- The mitotic rate in tumours from the (-)-gossypol group
was significantly lower than in controls.

- An increase in the percentage of apoptotic cells was
observed in treated tumours vs. controls.
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- Residual tumours remained growth-suppressed for 2
weeks after cessation of (-)-gossypol treatment.

Sikoraet HNSCC Antioxidant  Cell-lines: UM- In-vitro: Trypan blue In-vitro: 10 yM In-vitro: - Progressive loss of viability was observed for
al. (2008) N-acetyl- SCC5, UM- assay(viability); SubG1 DNA  (up to 96h) UM-SCC5 (~6% viability), UM-SCC74B (~6% of
[52] cysteine SCC74B, UM-SCC- content (apoptosis) viability), and UM-SCC-74BxL (~54% of viability) over
(NAC) 74BxL, Pt-R; 96h.
immortalised - In Pt-R (a subpopulation of cells that does not undergo
keratinocytes apoptosis) no additional loss of viability over 96 hours
(HOK16B) was found.
- Treatment with NAC alone did not adversely affect cell
viability in any of the cell lines, although concurrent
treatment with (-)-gossypol enhanced cytotoxicity in UM-
SCC5 (~1% of viability), UM-SCC-74-BxL (~45% of
viability), and Pt-R (~16%).
- Normal keratinocytes were resistant to the combination
of (-) -gossypol with NAC and to either treatments alone.
Imaietal. HNSCC Docetaxel Cell-lines: UM- In-vitro: Sulforhodamine B In-vitro: 1.7 to In-vitro: The IC50 for (-)-gossypol ranged from 2.13 to
(2012) SCC17B, UM- assay (cytotoxicity); Pl 3.4 uM (up to 2.54 pM for HNSCC cell lines.
[56] SCC74A through flow cytometry 72h) - Combinations of (-)-gossypol and docetaxel produced
Xenograft model: (apoptosis) In-vivo: 10 additive toxicity in HNSCC tumour cells.
Immunodeficient In-vivo: Tumour volume mg/kg daily or - The use of both drugs at the same time induced more
SCID mice w/ UM- measurements and mice 70mg/kg weekly  apoptosis than any other experimental condition tested.
SCC17B survival time. (up to 50 days) In-vivo: - Daily (-)-gossypol therapy increased mouse
survival, decreased tumour mitotic index, and decreased
tumour microvessel density, compared with weekly
therapy.
Lin et al. HNSCC "Smart" Cell-lines: UM- In-vitro: Sulforhodamine B In-vitro: 0.1 t0 8 In-vitro: - (-)-Gossypol caused a dose-dependent
(2013) particles SCC17B assay (cell survival); PI MM (up to 72h) inhibition in cell viability and an increase in the fraction of
[53] loaded with staining (apoptosis) apoptotic cells.
anti-Bcl-2 - The I1C50 value for UM-SCC-17B was 2.51 uyM at 72h.
siRNA - The combination of low-dose (-)-gossypol with "smart"
particles loaded with anti-BCL-2 siRNA caused a
substantial reduction in cell viability and an increase in
apoptosis, indicating a synergistic therapeutic effect.
Zerp et HNSCC lonising Cell-lines: UM- In-vitro: Crystal violet assay  In-vitro: Up to In-vitro: - All four cell lines showed responsiveness to
al. (2015) radiation SCC14C, UM- (clonogenic survival); bis- 100 uM (up to both radiation and (-)-gossypol, with IC50 values
[54] SCC22A, UM- benzimide staining (nuclear 72h) between 16 uM and 44 uM.

SCC11B, VU-SCC-
OE

morphology); Pl through
FACS analysis (apoptosis)

- (-)-Gossypol synergistically enhances radiation-induced
apoptosis at clinically attainable plasma levels (0.6-1.35

uM)

(*)-Gossypol
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Konacet LEC* No Cell-lines: HEP2* In-vitro: Trypan blue assay In-vitro: 25 to In-vitro: - The cell viability according to (+)-gossypol
al. (2005) (cytotoxicity); Giemsa 150 uM (up to doses were: 80+2.9% for 25 uM; 84+2.4% for 50 uM;
[28] staining (nuclear 6h) 78+2.4% for 75 uM; 50+5.4% for 100 uM; 25+3.7% 150

morphology); DNA laddering MM.

(apoptosis) - The rates of apoptosis according to (+)-gossypol doses
were: 12+1.4% for 25 pM; 26+1.5% for 50 uM; 23+1.3%
for 75 uM; 10+1.4% for 100 uM; and 8+1.8% for 150 uM.
- (£)-Gossypol at concentrations of 50 yM and 75 pM
resulted in the highest rates of apoptosis, by 26% and
23%, respectively.

Kasten- HNSCC lonising Cell-lines: FaDu In-vitro: DAPI staining In-vitro: 1 uM In-vitro: - (x)-Gossypol at 1 uM significantly affected the
Pisula et radiation through IF (nuclear (up to 4 days) proliferation of FaDu cells.

al. (2007) condensation and - FaDu cells treated with (+)-gossypol at 1 yM showed a
[60] fragmentation); formation of pronounced radiosensitisation

cH2AX-foci through IF - (x)-Gossypol at 1 uM resulted in a clear increase in the

(double-strand break repair number of residual double-strand break already with low

capacity) doses of irradiation, indicating a reduction in repair
capacity

Boehmet HNSCC Erlotinib Cell-lines: UM-22B, In-vitro: MTT assay In-vitro: Dose In-vitro: - The IC50 values for (x)-gossypol at 72h were
al. (2008) STAT3 PCI-15B, 1483 (citotoxity); trypan blue range not 2.669 uM for UM-22B, 2.968 uM for PCI-15B, and 2.135
[58] decoy assays (viability); annexin V reported (up to UM for 1483 cell lines

binding through IF 72h) - Compared to either treatment alone, the combination of

(apoptosis) In-vivo: 120 the STAT3 decoy and ()-gossypol significantly

In-vivo: Tumour volume mg/kg (up to 21 enhanced the inhibition of cell proliferation in PCI-15B

measurements and TUNEL days) cells, but not in UM-22B cells (note: the 1473 cells were

assay (apoptosis) not included in this assay).
- Triple combination of erlotinib, STAT3 decoy, and (t)-
gossypol further enhanced cell growth inhibition and
apoptosis in UM-22B cells (note; the PCI-15B and 1473
cells were not included in this assay).
Wonget NPC* Gemcitabin  Cell-lines: CNE1*, In-vitro: MTS assay In-vitro: 0.1 to In-vitro: - The IC50 value for (+)-gossypol at 72h were
al. (2012) e CNEZ2*, HONE 1%, (viability and proliferation) 100 pM (up to 8.15 uM for CNE1, 16.7 uM for CNE2, 36.46 uM for
[59] HK1 72h) HONE1, and 18.71 yM for HK1.
- (x)-Gossypol presented antagonism with gemcitabine
in CNE1 and HK1 cell lines, whilst exhibiting additive
effect in HONE1 and synergistic effect in CNE2 cell
lines.
Benvenut HNSCC No Cell-lines: CAL27, In-vitro: Sulforhodamine B In-vitro: 1.25to  In-vitro: - The IC50 values for (+)-gossypol at 72h were
oetal. FaDu assay (cytotoxicity); Pl 80 uM (up to 4.75 uM for FaDu cells and 5.02 pyM for CAL27.
(2017) through flow cytometry 72h) - (¥)-Gossypol inhibited cell proliferation and induced
[57] (apoptosis); cleaved apoptosis and autophagy of CAL27 and FaDu cells.

caspase-3 and cleaved
PARP through WB
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(apoptosis); autophagic
vacuoles formation observed
through an electron
microscope (autophagy);
LC3-Il expression through
WB (autophagy)

TW-37
Ashimori HNSCC Cisplatin Cell lines: OSCC3, In-vitro: Sulforhodamine B In-vitro: 0.1 to In-vitro: -The IC50 value for TW-37 at 72h was
etal. UM-SCC1, UM- assays (cytotoxicity); subG1 100 pM (up to approximately 0.3 uyM in the three HNSCC cell lines.
(2009) SCC74A DNA content and PI through ~ 96h) - Combination of TW-37 and cisplatin showed enhanced
[64] Xenograft model: flow cytometry (apoptosis) In-vivo: 15 cytotoxic effects for endothelial cells and HNSCC in-
Immunodeficient In-vivo: Tumour volume mg/kg (up to 20  vitro, compared with single-drug treatment.
mice (CB.17.SCID)  measurements and TUNEL days) In-vivo: - TW-37 inhibited tumour angiogenesis and
w/ OSCC3 assay (apoptosis) induced tumour apoptosis without significant systemic
toxicities. The combination of TW-37 and cisplatin
enhanced the time to tumour failure (4-fold increase in
tumour volume compared with pretreatment tumour
volume)
Lu et al. NPC Cisplatin Cell-lines: HNE1 In-vitro: CCK8 (viability); In-vitro: 0.5t0 4  In-vitro: - TW-37 alone at 2 uyM led to the reduction of
(2017) 5- and CNE-LMP1; annexin V-FITC/Ptdins MM (pre- NPC cell viabilities.
[65] Fluorouracil  immortalised through FACS analysis treatment for - Both 1 and 2 uM of TW-37 significantly enhanced the
epithelial cells (apoptosis) 24h) effect of cisplatin on NPC cell viabilities.
(NP69) Xenograft In-vivo: Tumour volume In-vivo: 15 - Although 4 yM TW-37 could also decrease cell
model: BALB/c measurements and TUNEL mg/kg (up to 20  viabilities of cisplatin-treated normal epithelial cells, both
mice w/ HNE1 or assay (apoptosis) days) 2 and 3 yM of TW-37 had no prominent impact.
CNE-LMP1 - Both 1 and 2 uM of TW-37 brought about a remarkable
reduction of the IC50 value of 5-Fluoracin in the NPC
cells, but not in NP69 cells.
- TW-37 pre-treatment aggravated chemotherapeutics-
induced apoptosis of NPC cells but not that of NPE cells
In-vivo: TW-37 observably increases chemosensitivity of
NPC tumours, with increased tumour cell apoptosis and
reduced tumour volume, but had no marked influence on
the normal tissues in mice.
Ahnetal. OSCC No Cell lines: HSC3 In-vitro: Trypan blue In-vitro: Upto 5 In-vitro: -Treatment with TW-37 significantly reduced
(2019) Xenograft model: (proliferation); live/dead MM (up to 48h) cell proliferation by more than 50% compared with the
[63] BALB/c nu/numale  assay (citotoxity); annexin V-  In-vivo: 15 control.

mice w/ HSC3

FITC through FACS analysis
(apoptosis); cleaved
caspase-3 and cleaved
PARP through WB
(apoptosis).

mg/kg (up to 21
days)

- The percentage of apoptotic cell population in TW-37-
treated group (37%) dramatically increased compared
with in control-treated group (13.54%)

In-vivo: TW-37 inhibited tumour growth without any
significant liver and kidney toxicities.
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In-vivo: Tumour volume
measurements

Yang et OSCC
al. (2020)

[66]

inone

Cryptotansh  Cell lines: HSC3,

Ca9.22, HSC4,
HN22

In-vitro: Trypan blue
(proliferation); cleaved
caspase-3 and cleaved
PARP through WB
(apoptosis); annexin V-
FITC/PI through FACS
analysis

In-vitro: Up to 5
MM (up to 48h)

In-vitro: - At 48h, TW-37 exhibited a concentration-
dependent cytotoxic effect on HSC3, decreasing viability
to around 40% at 2.5 yM and to around 30% at 5 pM.
Similar effects were observed considering the remaining
cell lines.

- The rate of annexin V-positive cell lines was increased
from 11.29% in the vehicle control group to 22.78 to
42.15% in the TW-37 treatment group

- The combined treatment of TW-37 and
cryptotanshinone potently decreased the growth of HSC-
3 cell lines compared with either TW-37 or
cryptotanshinone alone

Apogossypolone (ApoG2)

Hu et al. NPC* Cisplatin Cell-lines: CNE1*, In-vitro: MTT assay In-vitro: 0.625 In-vitro: - At 72h, the IC50 values in C666-1, CNE1,
(2008) CNEZ2*, HONE 1%, (viability); total caspase to 20 uM (up to CNE2 and HONE1 cells were 1.7+0.792, 2.055+0.711,
[23] and C666-1 activity through 72h) 4.915+2.044, and 50.178+15.832 IM, respectively
Xenograft model: spectrophotometry In-vivo: 200 -ApoG2 had no obvious inhibitory effects on HONE1
Athymic nude (apoptosis), DAPI staining mg/kg (up to 14 (low expression of BCL-2 family proteins).
(nu/nu) mice w/ through IF (nuclear days) In-vivo: - Antitumour activity measurements for cisplatin
CNE1* and CNE2* condensation and alone and ApoG2 alone, as measured by T/C % ratios,
fragmentation); Pl through were 54% and 78%, respectively, for CNE1 xenograft-
flow cytometry (cell cycle). bearing mice and 48% and 69%, respectively, for CNE2
In-vivo: Tumour volume xenograft-bearing mice.
measurements and TUNEL - When combined with cisplatin, ApoG2 showed greater
assay (apoptosis) antitumour activity, with T/C % ratios of 46% in CNE1
xenograft-bearing mice and 29% in CNE2 xenograft-
bearing mice.

He et al. NPC* lonising Cell-lines: CNE1*, In-vitro: MTT assay In-vitro: 0.20 to  In-vitro: - At 72h, the IC50 values of ApoG2 acting on

(2014) radiation CNEZ2*, NPC, (viability); autophagic 100 pM (up to CNE1, CNE2, and SUNE1 cells were 2.84+0.19,

[24] SUNE1% vacuoles formation observed  48h) 2.1840.38 and 5.64+0.65 pM, respectively.
immortalised through an electron In-vivo: 120 - ApoG2 had no obvious effect on normal NP69 cells.
epithelial cells microscope (autophagy); mg/kg (up to 20  In-vivo: Antitumour activity (inhibitory rate)
(NP69) LC3-1l expression through days) measurements for the ApoG2 alone, ionising radiation
Xenograft model: WB (autophagy) alone, and the combined therapy were 46.89, 19.34, and
Athymic nude nu/nu 61.64%, respectively (measured by calculation of (C-
mice nude w/ CNE- T)/C percentage ratios).
2

Zhenget NPC* No Cell-lines: CNE2* In-vitro: Cell counting kit In-vitro: 5t0 80  In-vitro: - ApoG2 significantly decreased CNE2 cell

al. (2017) (viability); annexin-FITC/PI MM (up to 72h) viability. The IC50 for ApoG2 after a 72h exposure was

[25]

through FACS analysis

23.61 uM.
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Xenograft model: (apoptosis); uranyl acetate In-vivo: 120 - ApoG2 was capable of inducing cell death through both
BALC/c nude mice and lead citrate staining mg/kg (up to 21 apoptosis and autophagy.
w/ CNE-2 through IF (autophagy); days) In-vivo: - ApoG2 suppressed tumour growth in the
acridine orange staining BALB/c-nu mice by 64.49%.
through FACS analysis
(autophagy)
In-vivo: Tumour volume
measurements

Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA:
Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration;
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL:
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting.
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Tabela 6 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 6 - Putative BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of
preclinical studies assessing obatoclax, sabutoclax, and YC137 on head and neck squamous cell carcinomas (either as single-agents
or combined with chemotherapy/ionising radiation).

Conditi Combined BH3-mimetic
Study onditio ombine Study sample Assessment methods dose Main findings
therapy .
(duration)
Obatoclax (GX15-070)
Yazbeck  HNSCC Cloroquine  Cell-lines: UMSCC- In-vitro: MTT assay In-vitro: Up to In-vitro: - All cell lines were highly sensitive to single-
et al. 1, CAL33, 1483, (viability/proliferation); 200 nM (up to agent obatoclax, with IC50 ranging from 46 to 177 nM.
(2014) UMSCC-22A annexin V staining through 48h) - The impact of obatoclax was dose-dependent, and
[67] flow cytometry (apoptosis); UMSCC-22A cells, with the lowest MCL-1 expression
cleaved-PARP through WB levels, were found to be the least sensitive.
(apoptosis); Hoechst 33258 - Obatoclax induced apoptosis in all cell lines as
stained autophagic vacuoles evidenced by increases in subG1 DNA content, Annexin-
through an electron V staining, and PARP cleavage.
microscope (autophagy); - Treatment with Obatoclax (100 or 200 nM) for 24 or 48
LC3-1l expression through h resulted in relocalization of the GFP-LC3 protein to
WB (autophagy) punctate cytoplasmic dots, an indicator of
autophagosome formation.
- Treatment with the autophagy inhibitor chloroquine
potentiated the cytotoxicity of obatoclax, demonstrating
that the induced autophagy exerts a pro-survival effect.
Sulkshan  OSCC lonising Cell-lines: In-vitro: MTT and In-vitro: Up to In-vitro: -The IC50 values for Obatoclax at 72h were
e et al. radiation AW13516, AW8507, sulforhodamine B assays 1000nM (up to 110 nM for AW8507, 101 nM for AW13516, and 94.5 nM
(2017) SCC29B (viability); annexin V-FITC 72h) for SCC29B.
[68] Xenograft model: through FACS analysis In-vivo: 1.25 - Obatoclax treated cells showed absence of caspase-3,
BALB/c nude mice (apoptosis); cleaved mg/kg, caspase-8, and PARP cleavage, indicating a caspase-

w/ SCC29B

caspase-3, cleaved caspase-
8 and cleaved PARP through
WB (apoptosis); autophagic
vacuoles formation observed
through an electron
microscope and (autophagy);
LC3-II expression through
WB (autophagy)

In-vivo: Tumour volume
measurements

2.5mg/kg, and 5
mg/kg (up to 5
days)

independent, nonapoptotic form of induced cell death

- Obatoclax exhibited a significant clonogenic inhibition
in combination with ionizing radiation as opposed to
either treatment alone.

In-vivo: Obatoclax resulted in a significant reduction in
the mean tumour volume without a significant decrease
in the weight of the animals.

Sabutoclax (BI-97C1)
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Maji etal. HNSCC Celecoxib Cell-lines: H357, In-vitro: MTT assay; trypan  In-vitro: 1 upto  In-vitro: At 48h considering the concentration of 2 yM
(2015) SCC4, SCC9, blue assays (viability); 10 uM (up to of sabutoclax, cell viability decreased to around 45 to
[34] FaDu; primary cleaved caspase-3, cleaved 48h) 50% for SCC4 and SCC9 and around 15 to 20% for
keratinocytes caspase-9, and cleaved H357 and FaDu.
PARP through WB - No significant decrease in cell viability was observed
(apoptosis); autophagic considering primary keratinocytes.
vacuoles formation observed - At 48h considering the concentration of 10 yM of
through an electron Sabutoclax, a 30% induction of cell death was observed,
microscope and (autophagy); as measured by the trypan blue assay.
LC3-1l expression through - Sabutoclax resulted in formation of autophagic
WB (autophagy); vacuoles, induced monodansylcadavering staining and
monodansylcadaverine increased the conversion of LC3-I to LC3lII, suggesting
through flow cytometry that this drug induced cell death by autophagy.
(autophagy) - Sabutoclax and celecoxib synergistically inhibited the
growth of H357 cells
YC137
Lowetal. NPC* Cisplatin Cell-lines: In-vitro: MTT assay In-vitro: Up to In-vitro: - The IC50 values for YC137 at 72h were
(2012) Paclitaxel HK1, CNE1*, TWO01, (viability); annexin V-PE 100 uM (up to 36.78468.9 uM for HK1, 54.9246.14 uM for CNE1, >100
[26] SUNE1%; through FACS analysis 72h) pM for TW-01, and 69.86+6.14 uM for SUNE1.
immortalised (apoptosis); caspase 3/7, - YC137 potentiates cisplatin (but not paclitaxel)

epithelial cells
(NP69 and NP460)

caspase-8, and caspase-9
activity through
spectrophotometry
(apoptosis), histone/DNA
ELISA assay kit (apoptosis)

sensitivity in HK1 and CNE1 (NPC cells that overexpress
BCL-2).

- YC137 had no obvious inhibitory or synergistic effects
on cisplatin in the TW01 and SUNE1 NPC cells (NPC
cells that underexpress BCL-2).

Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA:
Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration;
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL:
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting.



104

Tabela 7 - (do artigo publicado em lingua inglesa). Table 7 - Methods used for
detection of cell death across included studies assessing the effects of validated and
putative BH3-mimetics in head and neck squamous cell carcinomas.

Cell death assessment

BH3-mimetic Study [reference] : -
In vitro In vivo
(-) Gossypol Oliver et al. (2004) [10] DNA degradation NA
Bauer et al. (2005) [51] DNA degradation NA
Wolter et al. (2006) [55] Viability assay DNA degradation
Sikora et al. (2008) [52] DNA degradation NA
Imai et al. (2012) [56] Viability assay Tumour volume
Lin et al. (2013) [53] Propidium iodide NA
Zerp et al. (2015) [54] Propidium iodide NA
Swiecicki et al. (2016) [30] NA NA
(*) Gossypol Konac et al. (2005) [28] DNA degradation NA
Kasten-Pisula et al. (2007) [60] Multiple assays NA
Boehm et al. (2008) [58] Multiple assays NA
Wong et al. (2012) [59] Multiple assays NA
Benvenuto et al. (2017) [57] DNA degradation NA
TW-37 Ashimori et al. (2009) [64] Propidium iodide DNA degradation
Lu et al. (2017) [65] Multiple assays DNA degradation
Ahn et al. (2019) [63] Multiple assays Tumour volume
Yang et al. (2020) [66] Multiple assays NA
ApoG2 Hu et al. (2008) [23] Multiple assays Tumour volume
He et al. (2014) [24] NA NA
Zheng et al. (2017) [25] Multiple assays Tumour volume
ABT-737 Lietal. (2009) [31] Multiple assays NA
Gao et al. (2014) [37] Multiple assays NA
Maji et al. (2015) [34] Multiple assays NA
Shin et al. (2015) [36] Multiple assays DNA degradation
Gilormini et al. (2016) [32] Multiple assays Tumour volume
Li et al. (2016) [35] Multiple assays Tumour volume
Kim et al. (2017) [33] Multiple assays NA
Navitoclax Britt et al. (2019) [41] Multiple assays NA
Yang et al. (2019) [38] Multiple assays DNA degradation
Gadsden et al. (2020) [39] Multiple assays NA
Tuomainen et al. (2021) [40] Multiple assays NA
Venetoclax Xiong et al. (2016) [22] Multiple assays Tumour volume
Guy et al. (2021) [49] Multiple assays Tumour volume
Obatoclax Yazbeck et al. (2014) [67] Multiple assays NA
Sulkshane et al. (2017) [68] Multiple assays
Tumour volume
Sabutoclax Maji et al. (2015) [34] Multiple assays NA
YC137 Low et al. (2012) [26] Multiple assays NA
Multiple BH3 Wang et al. (2018) [27] Multiple assays No
Carter et al. (2019) [48] Multiple assays Tumour volume
Ow et al. (2019) [49] Viability assay NA
Ow et al. (2020) [50] Viability assay NA

Legend: NA: not applicable.
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5.3 Consideragoes finais (Capitulo 1)

Os estudos analisados a partir da revisdo da literatura indicaram um relevante
efeito anticancer dos compostos miméticos de BH3, tanto putativo quanto validados,
sobre carcinomas de cabega e pescogo. Esses compostos apresentaram capacidade
de induzir morte celular por apoptose de células tumorais, exibindo pouco ou henhum
efeito citotoxico sobre células normais. Além disso, os estudos também demonstraram
uma substancial reducdo do volume tumoral em modelos animais. Vale ressaltar,
entretanto, que os efeitos anticAncer observados em miméticos de BH3 putativos
podem estar relacionados, em maior ou menor extensao, a determinadas interagdes

fora-do-alvo, tais como a indugdo de morte celular por autofagia.
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6 CAPITULO Il

ESTUDO IN-VITRO ACERCA DOS EFEITOS BIOLOGICOS DOS COMPOSTOS
MIMETICOS DE BH3, NAVITOCLAX E VENETOCLAX, SOBRE CELULAS DE
CARCINOMA EPIDERMOIDE BUCAL E FIBROBLASTOS ORAIS
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6.1 Apresentacao

Neste capitulo, sdo apresentados a metodologia e os resultados do estudo in-
vitro, no qual foram investigados os efeitos bioldgicos de dois compostos miméticos
de BH3 (Navitoclax e Venetoclax) sobre células de CEB e diferentes fenétipos de
fibroblastos orais. De maneira geral, fibroblastos e outras células em estado de
normalidade ndo dependem da superexpressido de proteinas da familia BCL-2 para
manterem-se viaveis (LAGARES et al., 2017), desse modo, é proposta uma agao
seletiva de compostos miméticos de BH3 sobre células que superexpressam
proteinas da familia BCL-2 para sua sobrevivéncia, tais como células tumorais
(FERNALD e KUROKAWA, 2013). Assim, os ensaios realizados visaram investigar os
efeitos desses compostos sobre a viabilidade, proliferacdo e migracao de células de
CEB. Para verificar se os efeitos foram seletivos as células tumorais nas
concentracbes e tempos avaliados, esses mesmos ensaios foram realizados em
fibroblastos orais n&o-senescentes.

Além disso, também foi avaliada a capacidade desses compostos em induzir
morte celular pelo mecanismo de apoptose em células de CEB e fibroblastos orais
senescentes. Células senescentes sdo consideradas resistentes a morte celular,
podendo se acumular no organismo e resultar em efeitos deletérios devido ao seu
fendtipo secretor caracteristico, especialmente quando presentes no microambiente
tumoral (CAMPISI, 2011). Similarmente as células tumorais, 0 aumento da expressao
de proteinas da familia BCL-2 pode ser um dos mecanismos pelos quais as células
senescentes podem evadir a morte celular (YOSEF et al., 2016). Assim, determinados
miméticos de BH3 podem exibir propriedades senoliticas e induzir apoptose de células
senescentes presentes no microambiente tumoral (ZHU et al., 2016), podendo
desempenhar um efeito anticancer indireto e impactar positivamente no prognéstico

de diversos tipos de cancer de origem epitelial (ZHANG e LIU, 2013).
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6.2 Material e Métodos

6.2.1 Aquisicao da linhagem permanente de CEB

A linhagem tumoral CAL27 foi adquirida através do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) e cultivada de acordo com as recomendagbes propostas pela
American Type Culture Collection (ATCC). A linhagem CAL27 foi estabelecida em
1982 por J. Gioanni (Centre Antoine Lacassagne, Nice Cedex, Franga), sendo
originada de um paciente doador diagnosticado com um carcinoma epidermoide no
terco médio da lingua (GIOANNI et al., 1988). As células da linhagem CAL27 sao

poligonais e com um citoplasma altamente granular (Figura 8).

Figura 8 - Fotomicrografia das células de CEB em cultivo (linhagem permanente
CAL27). Observa-se células com fendtipo epitelial, morfologia poligonal, citoplasma
granular e variados tamanhos (Zeiss AxioVert 40C, 10x, Zeiss, Oberkochen,

Alemanha). a) Filtro de campo claro e b) filtro de contraste de fase.

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.
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6.2.2 Aquisicao da linhagem primaria de fibroblastos orais

6.2.2.1 Aspectos éticos

Um projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC), com a
finalidade de obtencdo de fibroblastos gengivais humanos (HGF) para
estabelecimento de cultura primaria (Numero do Parecer: 3.700.997; CAAE:
22712619.5.0000.0121) (Anexo A).

6.2.2.2 Obtencdo das amostras de tecido gengival

A linhagem primaria de HGF foi obtida pela técnica de explante de tecido
gengival, o qual foi removido durante procedimento cirurgico de cunha distal (com
necessidade previamente estabelecida) realizado em pacientes atendidos no Centro
de Ensino e Pesquisa em Implantes Dentarios da Universidade Federal de Santa
Catarina (CEPID-UFSC). Aos pacientes que optaram por contribuir com os estudos,
foi fornecido um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A),

autorizando, por escrito, a utilizacdo do tecido removido para fins de pesquisa.

6.2.2.3 Isolamento dos fibroblastos orais e estabelecimento da cultura primaria

A linhagem primaria de HGF utilizada no presente estudo foi estabelecida a
partir de tecido gengival de um paciente doador com indicagéo para cirurgia de cunha
distal. O tecido removido (explante) durante cirurgia foi acondicionado em um tubo
tipo Falcon estéril de 15 mL, contendo 10 mL de solugao salina de fosfato tamponada
(PBS, do inglés phosphate-buffered saline) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos
da América [EUA]) e 4% de antibidticos e antifungico (PSA, do inglés penicillin-
streptomycin-amphotericin) (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil), mantida em
temperatura entre 4°C e 8°C.

O explante foi transportado em recipiente com gelo ao Laboratério de Virologia
Aplicada da Universidade Federal e Santa Catarina (LVA-UFSC), na area de cultivo
celular, sendo processado em condi¢cbdes assépticas em uma cabine de fluxo laminar.

Em seguida, o tecido foi lavado 2 vezes com PBS e a porgao epitelial do explante foi
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removida com o auxilio de um cabo de bisturi e lamina numero 15C.

A porcdo conjuntiva do explante foi fragmentada em porgbes com
aproximadamente 1 mm?2. Subsequentemente, foram utilizados frascos de 25 cm?para
o cultivo celular. Em cada frasco, foram inseridos cerca de 3 fragmentos do explante,
além de 5 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do inglés Dulbecco's
Modified Eagle Medium) (LGC Biotecnologia) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) e 1% de PSA (LGC Biotecnologia). Os frascos contendo
os explantes foram armazenados em estufa a temperatura de 37°C, em atmosfera
umida contendo 95% de ar e 5% de didxido de carbono (COz2). O crescimento celular
no interior dos frascos foi observado a cada 1-2 dias com auxilio de um microscopio
invertido (Olympus IX71, 40x, Téquio, Japao).

O meio de cultivo foi trocado a cada 2-3 dias. Apoés atingirem a subconfluéncia,
que ocorre quando as células ocupam 70% da area cultivavel do frasco, o fragmento
de tecido gengival foi descartado e as células foram enzimaticamente removidas pela
adicao de tripsina (Sigma-Aldrich). Para isso, cada frasco foi lavado 3 vezes com 2
mL de PBS. Posteriormente, foi acrescentado 500 uL de tripsina, a qual foi mantida
em contato com as células durante aproximadamente 5 min a uma temperatura de
37°C. A tripsina foi neutralizada pela adigdo de 5 mL de DMEM suplementado com
10% de SFB e 1% de PSA. Cada frasco de cultura primaria deu origem a uma nova
subcultura na proporcao de 1:1. O cultivo celular ocorreu até a #6 passagem para
garantir que o unico tipo celular presente nos frascos fossem fibroblastos (Figura 9),
sendo posteriormente realizado o teste para avaliacdo de infec¢gao por micoplasma e,

subsequentemente, o congelamento celular.
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Figura 9 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 10x) dos fibroblastos gengivais
humanos (linhagem primaria HGF) em cultivo. Observa-se células com fendtipo
mesenquimal, morfologia dendritica, estrelada e/ou fusiforme, apresentando ainda
diversos prolongamentos citoplasmaticos. a) Filtro de campo claro e b) filtro de

contraste de fase.
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Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.

6.2.3 Aquisicdao dos compostos experimentais

Os compostos Navitoclax e Venetoclax foram adquiridos da empresa
MedChemExpress (Nova Jersey, EUA) através da representante local Veritas (Sao
Paulo, Brasil). Seguindo as recomendagdes do fabricante, os compostos foram
diluidos em dimetilsulféoxido (DMSO) a uma concentragdo maxima de 10 mM (solugéo
de estoque), sendo entdo armazenados em ultrafreezer -80°C. Apds a dilui¢do para
as concentragdes de trabalho, as solugdes foram filtradas com auxilio de um filtro para
seringa (membrana de polietersulfona de 0,22 ym) e armazenadas em freezer -20°C

por até um més.

6.2.4 Procedimentos e protocolos

6.2.4.1 Procedimentos e protocolos de rotina

Todos os procedimentos e protocolos foram realizados em cabines de fluxo
laminar vertical (classe IlI) para manutencdo da esterilidade dos materiais e das
substancias utilizadas. Uma descricdo detalhada dos procedimentos de rotina como
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contagem celular, avaliagdo de infeccdo por micoplasma, congelamento e
descongelamento celular pode ser encontrada na se¢do de metodologia expandida,
ao final deste capitulo. Além disso, as células n&o foram tratadas com antibiéticos ou
antifungicos durante o periodo do estudo (com exce¢ao dos HGF durante o periodo

de estabelecimento da cultura primaria, até a passagem #5).

6.2.4.2 Protocolo de inducédo da senescéncia (H202)

Para experimentos nos quais foram utilizados HGF com fenétipo senescente,
foi realizada a indugao prematura da senescéncia por meio de estresse oxidativo. Para
isso, foi utilizada uma solugdo de peroxido de hidrogénio 30% (H202) (Sigma-Aldrich),
conforme protocolo previamente descrito na literatura (CHEN, OZANNE e HALES,
2007).

As células de HGF foram cultivados em garrafas de 75 cm? e, ao atingirem
aproximadamente 70% de confluéncia, o meio foi aspirado, as células foram lavadas
3 vezes com PBS e, em seguida, foi adicionado 10 mL de solucédo de meio DMEM
completo contendo uma concentragcao subtoxica de H202 (400 uM). As células foram
expostas a solugao de H202 durante um periodo de 2h, sendo mantidas em estufa a
37°C e 5% de COz2. Apds esse periodo, foram realizadas 3 lavagens com PBS e, em
seguida, acrescentado o meio DMEM completo, sendo as células mantidas em estufa
de CO2durante 72h.

Para garantir uma populagdo mais homogénea de células senescentes e inibir
a sua reentrada no ciclo celular, foi realizado um segundo tratamento com H202,
seguindo todas as etapas descritas anteriormente. Apds 72h da segunda exposicéo,
as células foram, entao, utilizadas para os experimentos previstos (Figura 10). Ainda,
para inibir a proliferacao da fracao de células que ndo entraram em senescéncia, um
tratamento prolongado com H20:2 (20 uM) foi realizado a cada troca de meio de cultivo
(2-3 dias).
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Figura 10 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 10x, contraste de fase)
demonstrando (a) HGF nao-senescentes entre a #6 e #10 passagem (morfologia
fusiforme e alongada) e (b) HGF com fendtipo senescente, apoés 72h do segundo
tratamento com peréxido de hidrogénio (morfologia irregular e achatada, com aumento

do tamanho do citoplasma e do niumero de prolongamentos citoplasmaticos).

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.

6.2.4.3 Quantificacao das células com fenoétipo senescente (SA-B-Gal)

Para confirmacdo de que as células passaram a adquirir um fendtipo
senescente apds os tratamentos com H202, foi utilizado um kit comercial para
detecgao da atividade da enzima SA-B-Gal (Biovision, Califérnia, EUA). As células de
HGF tratadas com H202 foram semeadas em uma densidade de 0,25x10*
células/cavidade em placas de 96 cavidades. Como controle negativo, foram utilizadas
células de HGF com baixo numero de passagens (entre #6 e #10), as quais foram
semeadas paralelamente e em igual densidade. As células foram mantidas em estufa
a 37°C e 5% de COz2 para garantir a adesao celular.

Apos esse periodo, as células foram fixadas durante 10 min com o fixador
disponibilizado pelo fabricante. Apds a fixagdo, uma solugdo de X-Gal (20 mg/mL),
preparada conforme as recomendacdes do fabricante, foi acrescentada nas cavidades
e as placas foram mantidas em estufa a 37°C (dentro de embalagens hermeticamente
fechadas e protegidas de fontes luminosas), durante um periodo de 24h. Ainda, como
a marcagao SA-B-Gal ocorre em um pH subétimo de 6,0 (GARY e KINDELL, 2005),
apos cada preparo da solugao de X-Gal, o pH foi aferido e ajustado com solugao de

acido citrico, conforme necessario. Subsequentemente, foram realizadas
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fotomicrografias com auxilio de microscopio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 5x) e
sistema de captura (camera CMOS 5MP, ZZCAT).

Para cada amostra, foram realizadas duas fotomicrografias de campos
distintos. O software Imaged foi utilizado para a contagem de células e,
subsequentemente, foi calculado o percentual de células positivas para a atividade da
enzima SA-B-Gal. A linhagem foi considerada senescente quando pelo menos 50%

das células apresentassem expressao positiva de SA-B-Gal.

6.2.5 Experimentos

Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados em trés repeti¢cdes

independentes, cada uma delas em ftriplicata.

6.2.5.1 Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B)

Este ensaio colorimétrico tem como base a capacidade do corante
Sulforrodamina B (Sigma-Aldrich) em se ligar a aminoacidos presentes nas proteinas
celulares. Em placas de 96 cavidades, esse ensaio exibe uma faixa linear dindmica
em densidades entre 7,5x10% e 1,8x10° células por cavidade, representando entre 1%
e 200% de confluéncia. A leitura das placas foi realizada através da mensuracéo da
absorbancia, a qual representa a quantidade de componentes proteicos presentes em
cada cavidade. Uma vez que a ligacdo da Sulforrodamina B é estequiométrica, a
quantidade de corante extraido das células coradas é diretamente proporcional a
massa celular (VICHAI e KIRTIKARA, 2006).

Para a realizagao deste experimento, as células foram semeadas em placas de
96 cavidades em densidades de 1,0x10* (HGF) e 1,5x10* (CAL27) células/cavidade,
sendo mantidas em estufa a 37°C e 5% de COzdurante 24h. Apds esse periodo, as
células foram observadas em microscopio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 40x) para
confirmacao da adeséo celular. Subsequentemente, o meio das placas foi aspirado e
foi realizado o acréscimo dos compostos experimentais nas concentragdes e tempos

previstos.

Ao final de cada tempo experimental, foi realizada a fixagdo das células com

acido tricloroacético (TCA), o qual foi adicionado em uma proporc¢ao de 1:1 em relagéo
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ao volume presente em cada cavidade, resultando em uma concentragéo final de TCA
de 10%. As placas foram acondicionadas em geladeira durante 1h e, apds este
periodo, foram lavadas 4x com agua destilada com o auxilio de uma pisseta graduada.
As placas foram armazenadas destampadas, a temperatura ambiente (TA), por pelo

menos 24h, para garantir a adequada secagem das cavidades.

ApoOs este periodo, realizou-se a etapa de coloragdo das células com
Sulforrodamina B, preparada em uma concentracdo de 0,057% (peso/volume) em
solucado de 1% de acido acético (volume/volume). As placas foram mantidas a TA
durante 30 min, sendo entao lavadas 4x com solucéo de 1% de acido acético, também
com o auxilio de uma pisseta graduada. As placas foram mantidas destampadas por

pelo menos 24h visando a completa secagem das cavidades.

Em seguida, foram acrescentados 100 uL de uma solugédo de Tris base (10
mM) em cada cavidade para solubilizar o corante ligado a proteina. Apds 30 min, foi
realizada a leitura da absorbancia (510 nm) em leitora de microplacas (SpectraMax
M2, Molecular Devices, California, EUA) com auxilio do software SoftMax Pro
(Molecular Devices). O valor de absorbancia dos compostos experimentais foi
comparado ao controle negativo (meio DMEM completo), o qual foi utilizado como
referéncia para o calculo da medida de efeito (percentual de crescimento celular).
Além disso, quando apropriado, foi calculada a concentracio citotoxica para 50% das
células (CC50).

6.2.5.2 Ensaio de proliferacao celular (CyQuant®)

Para avaliacio da proliferacéo celular, foi utilizado um método de quantificacéo
baseado em corante fluorescente (CyQuant®, Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, EUA). O corante CyQuant® GR se liga a acidos nucleicos e possui
maior acuracia do que ensaios baseados em metabolismo celular ou quantificagcao
proteica. Para a realizacao desse ensaio, foram utilizadas placas de 96 cavidades; as
células foram semeadas em densidades de 1,0x10* (HGF) e 1,5x10* (CAL27)
células/cavidade, sendo mantidas em estufa durante 24h para garantir a adesao
celular. Apds esse periodo, o meio foi aspirado e foram acrescentados os compostos

experimentais nas concentracdes e tempos previstos.
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Ao final dos tempos experimentais, foi realizada uma etapa adicional de
lavagem com PBS devido a interferéncia do vermelho fenol presente no meio DMEM
com o corante fluorescente CyQuant® GR. Apds a lavagem, as placas foram
armazenadas em ultrafreezer -80°C por no minimo de 24h e no maximo de 30 dias. A
etapa de armazenamento em baixa temperatura auxilia no processo de lise celular,
necessaria para uma adequada ligagédo do corante fluorescente aos acidos nucleicos.
ApOs essa etapa, as placas foram retiradas do ultrafreezer e mantidas em bancada
até atingirem a TA.

Subsequentemente, foi adicionado 200 yL de solugdo de CyQuant® GR e
tampao de lise celular, preparada conforme as recomendacdes do fabricante. As
placas foram incubadas a TA por um periodo de 5 min, protegidas da luz. As amostras
resultantes foram levadas a uma leitora de microplacas (SpectramaxM2, Molecular
Devices) com comprimentos de onda apropriados para fluorescéncia (480 nm
excitacdo e 520 nm emisséo), conforme recomendado pelo fabricante.

Além disso, para cada linhagem, foi estabelecida uma curva-padrao
considerando um numero de células pré-estabelecido (em diluicdo seriada de 50.000
a 50 células) e a intensidade de fluorescéncia equivalente. A partir dessa curva, foi
gerada uma equagao linear, a partir da qual as medidas de fluorescéncia das amostras
foram interpoladas para que se obtivesse o numero correspondente de células.
Subsequentemente, o numero de células relativo a cada composto experimental foi
comparado ao controle negativo (meio DMEM completo) e ao tempo Oh, os quais

foram utilizados como referéncia para o calculo da medida de efeito.

6.2.5.3 Ensaio de migracao celular ("Scratch")

Para avaliagdo da migragao celular, foi utilizado o método "Scratch", que tem
como principio a criagdo de uma interrupcdo da monocamada celular e
acompanhamento do fechamento desta "ferida artificial" ao longo dos tempos
experimentais pré-determinados. Para a realizacdo desse experimento, as células da
linhagem CAL27 foram semeadas em uma densidade de 1,0x10° células/cavidade em
placas de 96 cavidades. Previamente ao plaqueamento, para minimizar o efeito da
proliferagdo celular sobre ensaio de migragao, as células foram centrifugadas a 1000
rom durante 3 min e ressuspendidas em meio DMEM suplementado com uma baixa

concentracdo de SFB (0,1%), sendo mantidas em estufa a 37° e 5% de CO:2 para
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garantir a tanto a adesao celular quanto a inibi¢ado da proliferagdo. Esse procedimento,
comumente denominado como "serum starvation", resulta em uma interrupgao
temporaria do ciclo celular e sincroniza as células para uma mesma fase do ciclo
GRADA et al. (2017).

Para as células de HGF, foi realizado um protocolo alternativo de semeadura
celular para permitir um maior tempo de adesédo e evitar descolamentos excessivos
durante a realizacio da ferida na monocamada celular. Primeiramente, os fibroblastos
foram semeados em uma densidade de 1,0x10* células/cavidade em placas de 96
cavidades. Para que as células atingissem a confluéncia necessaria para o
experimento, as placas foram mantidas em estufa durante 72h. Apds esse periodo, o
meio foi aspirado e substituido por meio DMEM suplementado com baixa
concentragédo de SFB (0,1%), visando minimizar o efeito da proliferacdo celular

durante o periodo do experimento.

ApoOs 24h do pré-tratamento com "serum starvation", as cavidades foram
inspecionadas em microscoépio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 40x) para verificar se as
células atingiram uma confluéncia entre 90 e 100%. Subsequentemente, foi realizada
uma ferida retilinea e vertical na regido central de cada cavidade com auxilio de uma
ponteira estéril de 200 yL. A passagem da ponteira resulta no descolamento das
células subjacentes, permitindo que as células marginais ao espago vazio recém-
criado possam migrar. Apos esse procedimento, o0 meio foi aspirado e as cavidades
foram lavadas 2 vezes com 200 pL de PBS. Os compostos experimentais foram,
entdo, acrescentados nas concentragdes pré-determinadas e o meio DMEM completo

foi utilizado como controle.

Para avaliacdo do fechamento da ferida, foram realizadas fotomicrografias
seriadas (Camera CMOS 5MP, ZZCAT, Provincia de Hunan, China) com auxilio do
software ToupView (ToupTek Photonics, Zhejiang, China), em microscépio invertido
(Zeiss AxioVert 40C, 40x). Para cada cavidade, foram capturados os mesmos dois
campos (regidao superior e inferior da cavidade). O acompanhamento foi realizado a
cada 24h, desde o tempo Oh até o fechamento da ferida no grupo controle (48h ou
72h). Em cada imagem capturada, foi realizada a mensuragao da area da ferida por
meio do programa ImagedJ (soffware de dominio publico, National Institutes of Health,
Maryland, EUA).
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Para uma adequada mensuragao da area da ferida pelo programa ImagedJ, as
imagens foram primeiramente convertidas para o formato 8-bits e em seguida
processadas com o recurso "Bandpass filter". Posteriormente, foi aplicado o recurso
"Threshold", sendo realizados ajustes até que a ferida artificial apresentasse um fundo
completamente escuro. Subsequentemente, foi aplicado o recurso "Minimum" com um
raio de 7,0 pixels, sendo o efeito complementado pelo recurso "Fill holes". A area da
ferida foi entdo delimitada através da ferramenta "Wand (tracing) tool" e mensurada
com o recurso "Measure". A Figura 11 representa a imagem inicial e a mesma imagem
apods a aplicagao dos filtros, recursos e ferramentas indicados. Por ultimo, foi calculado
o percentual de fechamento da ferida para cada composto e tempo experimental,

tendo como referéncia area inicial mensurada no tempo de Oh.

Figura 11 - Painel representativo do ensaio de migracédo (linhagem CAL27). a)
Fotomicrografia original (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) da ferida na
monocamada celular, realizada com auxilio de uma ponteira de 200 pL e b) Imagem

processada pelo software Imaged para mensuragao da area da ferida.

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.

6.2.5.4 Ensaio de apoptose celular (Anexina V e lodeto de propidio)

Para investigacédo da indugcao de morte celular pelo mecanismo de apoptose,
foi utilizado um kit comercial para citometria de fluxo contendo os marcadores anexina
V e iodeto de propidio (Dead Cell Apoptosis Kit®, Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific). Esse ensaio tem como principio a translocagao do lipidio fosfatidilserina da
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superficie interna para a superficie externa da membrana celular em células
apoptéticas. Nesse contexto, a anexina V apresenta uma ligagao de alta afinidade a
fosfatidilserina, sendo um marcador de células que entraram em processo de
apoptose. O iodeto de propidio € impermeavel em células vivas ou em processo de
apoptose precoce, entretanto, em células mortas ou em processo de apoptose tardia,
ocorre a permeabilizacdo da membrana celular e o iodeto de propidio passa a
apresentar forte marcacao devido a sua ligagcédo aos acidos nucleicos (OANCEA et al.,
2006).

Para realizagdo desse ensaio, as células foram semeadas em placas de 24
cavidades em densidades de 1,0x10° células/cavidade (HGF senescentes) e 2,0x10°
células/cavidade (CAL27). As células foram mantidas durante 24h em estufa a 37°C
e 5% de COz para garantir a adeséo celular. Subsequentemente, o meio foi aspirado
e foram acrescentados os compostos experimentais. Como controle negativo da
apoptose, foi utilizado o meio DMEM completo e, como controle positivo, foram
utilizados os compostos H202 (600 uM; Sigma-Aldrich) para a linhagem de HGF
senescentes e camptotecina (1,5 uM; Sigma-Aldrich) para a linhagem CAL27. Ainda,
como controle positivo da necrose, as células foram submetidas a choque térmico,
induzido da seguinte maneira: 1) exposi¢cédo das células a uma temperatura de -80°C
em ultrafreezer durante 5 min; 2) rapidamente, exposi¢cdo das células a uma
temperatura de 50°C em banho-maria, durante 2 min; 3) repeticdo das etapas

anteriores por mais 2 vezes.

Apés o tempo do experimento, o sobrenadante foi coletado e armazenado em
tubos de poliestireno especificos para citometria de fluxo. Subsequentemente, as
células foram enzimaticamente removidas das cavidades pela adigcdo de 200 uL de
tripsina, sendo as placas mantidas em estufa a 37°C por aproximadamente 5 a 7 min.
A tripsina foi neutralizada com acréscimo de 1,5 mL de meio DMEM completo e, em
seguida, as células foram coletadas nos tubos de poliestireno correspondentes. Os
tubos foram centrifugados a uma velocidade de 1000 rpm durante 3 min.
Subsequentemente, as células foram lavadas com PBS gelado (entre 4°C e 8°C) e
novamente centrifugadas, conforme indicado. O PBS foi aspirado e as células foram
ressuspendidas em solugdo tampao (concentragcdo de 1X), disponibilizada pelo
fabricante. Em seguida, as células foram contadas em hemocitémetro e diluidas até
uma concentragdo final entre 5,0x10°% e 1,0x10° células/mL. Para cada 100 yL de
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suspensao celular na concentragao indicada, foram acrescentados 5 UL de anexina V

e 1 uL de solucéo de iodeto de propidio (100 ug/mL)

As células foram incubadas durante 15 min, a TA, e protegidas de fontes
luminosas, sendo em seguida analisadas em citdbmetro de fluxo (FACSCANTO II, BD
Bioscience, Nova Jersey, EUA) em parceria com o Laboratorio Multiusuario de
Estudos em Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina (LAMEB/UFSC). Os
parametros utilizados para leitura da fluorescéncia foram emissao de 530 nm (FL1) e

>575 nm (FL3), conforme indicado pelo fabricante.

6.2.6 Analise estatistica

A tabulagado dos dados e as analises estatisticas descritivas foram realizadas
através do programa Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Washington, EUA).
Os resultados foram expressos como meédias e/ou medianas e suas respectivas

medidas de disperséo (desvio padrao e/ou intervalo interquartil).

As analises estatisticas inferenciais foram realizadas com auxilio do programa
SPSS Statistics 25 (IBM, Nova lorque, EUA). Foram escolhidos testes paramétricos
(ANOVA ou teste T de Student) ou ndo-paramétricos (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis
ou Friedman) apropriados para cada experimento com base nas hipdteses,

quantidade de grupos e conformidade aos pressupostos estatisticos.

Para ensaios nos quais foram utilizados testes paramétricos, o pressuposto da
normalidade foi verificado através dos testes Shapiro-Wilk (n<30) ou Kolmogorov-
Smirnov (n=30). Ainda, considerando ANOVA para amostras independentes, o
pressuposto da homoscedacidade (homogeneidade de varidancias) foi avaliado

através do teste de Levene. A significancia estatistica foi fixada em a=0,05.

Para o ensaio de citotoxicidade, em particular, foi utilizado o programa
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA) para o
calculo da CC50. Além disso, para as analises de citometria de fluxo, foi utilizado o
programa Flowing Software 2.5.1 (Turku Bioscience, Universidade de Turku,

Finlandia).
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6.3 Resultados

Os dados relacionados ao efeito do solvente (DMSO) em diferentes
concentragodes (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) sobre as linhagens celulares em estudo
podem ser encontrados na secado de resultados complementares, ao final deste

capitulo.

Comparado ao controle (DMEM), ndo foram observados efeitos citotoxicos
relevantes nas concentragbes de 0,125% e 0,25% considerando as linhagens
celulares investigadas. Nesse contexto, destaca-se que a proporgao de solvente na
maior concentragdo testada (20 yM) para ambos os compostos (Navitoclax e

Venetoclax) foi menor do que 0,2%.

Além disso, para os experimentos nos quais foram investigados HGF
senescentes (apods dois tratamentos com H202), o percentual médio de células
positivas para atividade da enzima SA-B-Gal foi de 85,48% (desvio padrao de 3,64%).
Em contrapartida, em HGF nao-senescentes (entre a #6 e #10 passagem), o
percentual médio de células positivas foi de 6,06% (desvio padrao de 2,31%) (Figura
12).

Figura 12 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 5x, campo claro) representando a
marcagao de B-galactosidase associada a senescéncia em (a) HGF ndo-senescentes,
entre a #6 e #10 passagem e (b) HGF com fenédtipo senescente, 72h apds o segundo

tratamento com H20:.

a) 4 b) &=

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.
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6.3.1 Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B)

6.3.1.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para a linhagem CAL27, ambos os compostos, Navitoclax e Venetoclax, foram
testados nas concentragdes de 5 pM, 10 yM e 20 uM e nos tempos experimentais de
24h, 48h e 72h. As estatisticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersao
em relacdo ao percentual de crescimento celular nas diferentes concentracbes e

tempos estao apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana) e
respectivas medidas de disperséo (desvio padrao e intervalo interquartil) relativas ao
percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos (DMEM,
Navitoclax e Venetoclax, concentragdes (5 pM, 10 pM e 20 pM) e tempos
experimentais (24h, 48h e 72h).

DMEM Navitoclax Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax Venetoclax
(controle) (5 uM) (10 uM) (20 M) (5 uM) (10 uM) (20 uMm)

Média 100,0 92,1 78,2 60,9 97,9 79,5 60,7
< (DP) (8,1) (4,9) (17,4) (24,7) (4,9) (14,5) (13,6)
N Mediana 99,62 92,92 83,78 68,61 98,25 75,2 57,56
[IQR] [5,81] [5,21] [12,5] [44,53] [4,47] [25,09] [21,4]
Média 100,0 79,7 70,2 48,8 93,4 72,4 38,4
< (DP) (7,7) (7,2) (16,6) (28,1) (9,8) (8,4) (9,8)
¥ Mediana 98,82 77,91 67,94 59,22 93,57 70,58 35,34
[IQR] [12,93] [8,78] [22,39] [56,95] [9,41] [15,86] [10,36]
Média 100,0 71,5 62 26,4 92,8 65,4 31,69
< (DP) (5,5) (15,6) (10,6) (15,2) (7,9) (17,15) (7,1)
™ Mediana 100,01 78,33 61,78 16,49 93,36 69,43 30,86
[IQR] [4,72] [29,7] [15,6] [29,25] [13,28] [26,51] [14,16]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Com base nessas medidas de efeito, foi estimada a CC50, que corresponde a

concentracgao citotéxica para 50% das células, conforme apresentado na Figura 13.
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Figura 13 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Graficos de regressao linear e curva
concentragéo-resposta considerando o percentual de crescimento celular das células

de CEB em relagdo ao composto Navitoclax em diferentes tempos e concentragdes.
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A partir dessa curva, observou-se uma redugao importante na CC50 nos
diferentes tempos, conforme apresentado na Tabela 9. Essa redugao sugere uma
resposta tempo-dependente considerando a agao do Navitoclax sobre as células de
CEB.

Tabela 9 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Concentragdes citotoxicas para 50% das
células (CC50) e intervalo de confianga de 95% em relagdo ao composto Navitoclax
nos tempos de 24h, 48h e 72h.

24h 48h 72h

CC50 (95%Cl) > 20 pM =20 yM 11,60 uM (7,75-17,48 uM)

Legenda: 95%ClI: Intervalo de confianca de 95%.

Nesse contexto, em comparagdgo com o tempo de 24h, diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas comparando com o tempo
de 72h nas concentragdes de 5 uM, 10 uM e 20 uM, indicando uma relagao de efeito

tempo-dependente relevante, conforme apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o

percentual de crescimento celular considerando o composto Navitoclax em diferentes

tempos experimentais para cada concentragao (relacdo tempo-dependente).
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Friedman para amostras dependentes (comparagdes pairwise

pelo teste de Dunn-Bonferroni).

No que tange as diferentes concentragbes do composto Navitoclax, todas

apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em comparagédo com

o controle negativo (DMEM) a partir de 48h; a concentracdo de 5 pM nao exibiu

diferencas significativas (p<0,05) comparada ao controle DMEM em 24h. Nesse

contexto, diferengas estatisticamente significativas entre as concentragdes testadas

foram observadas somente entre 5 uyM e 20 yM no tempo de 24h (Figura 15). Esses

resultados indicam uma relagdo concentragdo-dependente menos proeminente.
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Figura 15 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o
percentual de crescimento celular considerando o composto Navitoclax em diferentes

concentragbes para cada tempo experimental (relagdo concentragao-dependente).
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparacdes

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).

Similarmente ao composto Navitoclax, observou-se uma reducdo na CC50
considerando o efeito do composto Venetoclax nos diferentes tempos testados,

conforme apresentado na Figura 16 e Tabela 10.

Figura 16 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Graficos de regressao linear e curva
concentracao-resposta considerando o percentual de crescimento celular das células

de CEB considerando o composto Venetoclax em diferentes tempos e concentragoes.
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Tabela 10 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Concentragdes citotoxicas para 50%
das células (CC50) e intervalo de confianca de 95% considerando o composto

Venetoclax nos tempos de 24h, 48h e 72h.

24h 48h 72h

CC50 (95%Cl) > 20 uM =20 uM 16,01 uM (9,82-27,24 uM)

Legenda: 95%CI: Intervalo de confianca de 95%.

Apesar da reducdo na CC50, somente foram observadas diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os tempos experimentais de 24h e 72h
na concentragdo de 20 uM (Figura 17), indicando uma relagdo tempo-dependente

menos proeminente.

Figura 17 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o
percentual de crescimento celular considerando o composto Venetoclax em diferentes

tempos experimentais para cada concentragao (relacdo tempo-dependente).
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Friedman para amostras dependentes (comparagdes pairwise

pelo teste de Dunn-Bonferroni).
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Em contrapartida, o composto Venetoclax exibiu uma relagdo concentragdo-
dependente mais acentuada, conforme apresentado na Figura 18. Em comparacgéo
com o controle negativo (DMEM), somente as concentragdes de 10 uM e 20 uM
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Ainda, diferengas
estatisticamente significativas entre as diferentes concentracées foram observadas

considerando a concentracédo de 5 uM e 20 uM em todos os tempos experimentais.

Figura 18 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o
percentual de crescimento celular considerando o composto Venetoclax em diferentes

concentragbes para cada tempo experimental (relagdo concentracdo-dependente).
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparagdes

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).

No que tange a comparagdo entre Navitoclax e Venetoclax, diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas somente entre as
concentragbes de 5 uM e 20 uM (Tabela 11). Esses resultados sugerem um efeito
citotoxico potencialmente comparavel entre os compostos em concentragdes entre 10

MM e 20 uM considerando a linhagem de CEB investigada.
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Tabela 11 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Probabilidades de significancia (valores
de p) considerando os compostos Navitoclax e Venetoclax em diferentes

concentragdes (5 uM, 10 uM e 20 uM) e tempos experimentais (24h, 48h e 72h).

24h 48h 72h
Navitoclax (5 pM) - Venetoclax (5 pM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (5 pM) - Venetoclax (10 uM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (5 pM) - Venetoclax (20 pM) p<0,05 p<0,05 p<0,05
Navitoclax (10 uM) - Venetoclax (5 uM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (10 pM) - Venetoclax (10 pM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (10 pM) - Venetoclax (20 pM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (20 uM) - Venetoclax (5 uM) p<0,05 p<0,05 p<0,05
Navitoclax (20 pM) - Venetoclax (10 pM) n.s n.s. n.s.
Navitoclax (20 uM) - Venetoclax (20 pM) n.s n.s. n.s.

Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparagdes
pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).

6.3.1.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

As estatisticas descritivas em relagdo ao percentual de crescimento celular
para o controle negativo (DMEM) e os compostos experimentais (Navitoclax e

Venetoclax) em diferentes concentracdes estao descritas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Ensaio de citotoxicidade (HGF). Medidas sumarias (média e mediana) e

respectivas medidas de dispersdo (desvio padrao e intervalo interquartil) relativas ao

percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos (DMEM,

Navitoclax e Venetoclax) e concentragées (5 uyM, 10 yM e 20 uM) no tempo

experimental de 72h.

DMEM Navitoclax Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax Venetoclax

(controle) (5 pM) (10 uM)

(20 pm) (5 um) (10 pm) (20 pm)

Média 100,00 106,41 104,55 94,98 105,376 106,43 104,81
< (DP) (4,05) (10,16) (11,37) (9,2) (4,5) (6,23) (12,38)
™ Mediana 100,09 107,33 98,53 90,66 107,03 107,64 104,37
[IQR] [6,05] [12,61] [20,75] [14,68] [7,65] [5,24] [20,98]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

No tempo de 72h, os compostos Navitoclax e Venetoclax ndo exibiram efeitos
citotoxicos significativos (p>0,05) sobre HGF nao-senescentes (Figura 19), logo, os

tempos de 24h e 48h nao foram avaliados. Esses resultados sugerem que células de

HGF em situagao de normalidade n&o foram susceptiveis aos miméticos de BH3 nas

concentracdes citotoxicas para células de CEB.
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Figura 19 - Ensaio de citotoxicidade (HGF nao-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos
(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) em diferentes concentragdes (5 uM, 10 uM e 20
MM) no tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Além disso, nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
(p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax considerando as concentragdes
de 5 uM, 10 uM ou 20 uM.

6.3.1.3 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes)

A Tabela 13 apresenta os dados descritivos em relacdo ao percentual de
crescimento celular de HGF senescentes considerando o controle negativo (DMEM)

e os compostos Navitoclax e Venetoclax, em diferentes concentragdes.
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Tabela 13 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Medidas sumarias (média e
mediana) e respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil)
relativas ao percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos
(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) e concentragdes (5 uM, 10 uM e 20 yM) no tempo

experimental de 72h.

DMEM Navitoclax Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax Venetoclax

(controle) (5 pM) (10 uM) (20 uM) (5 pM) (10 uM) (20 pM)
Média 100 100,98 99,98 99,79 100 105,54 106,42
< (DP) (5,31) (5,36) (3,65) (5.46) (5,31) (7,46) (6,71)
™ Mediana 99,57 98,95 101,63 100,86 99,57 102,81 105,23
[IQR] [8,62] [5,39] [4,23] [6,25] [8,62] [3,4] [3,06]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Similarmente aos HGF nao-senescentes, ndo foram observados efeitos
citotoxicos significativos (p>0,05) apdés 72h de tratamento considerando ambos os
compostos nas concentragoes testadas (Figura 20). Desse modo, os tempos de 24h
e 48h nao foram investigados. Esses resultados sugerem que células de HGF com
fendtipo senescente também ndo demonstraram susceptibilidade aos miméticos de

BH3 nas concentragdes citotoxicas para células de CEB.



132

Figura 20 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos
(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) em diferentes concentragdes (5 uM, 10 uM e 20

MM) no tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

6.3.2 Ensaio de proliferagcdao (CyQuant)

6.3.2.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para o ensaio de proliferacado, foram investigados as concentragdes e tempos
com efeitos biolégicos mais relevantes, tendo como base os resultados do ensaio de
citotoxicidade. Desse modo, foram avaliadas as concentragdes de 10 uM e 20 uM no
tempo de 72h. A curva-padrdo considerando a intensidade de fluorescéncia e

numeros de células de CEB esta apresentada na Figura 21.



133

Figura 21 - Ensaio de proliferagado (CAL27). Grafico de linhas demonstrando a curva-

padrdo com base na intensidade de fluorescéncia e numero correspondente de

células.
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Com base na curva-padrao, as medidas de fluorescéncia foram convertidas

para numero de células nas diferentes concentragdes e tempos avaliados. As

estatisticas descritivas estdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 - Ensaio de proliferacao (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana) e

respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil) em relagao

ao numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e para os

compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 uM e 20 yM) no tempo de 72h.

Oh 72h
DMEM DMEM Navitoclax Navitoclax Venetoclax  Venetoclax
(controle) (controle) (10 pM) (20 pM) (10 pM) (20 pM)
Média (DP) 14.257,14 18.364,91 12.281,38 10.347,04 12.588,56 12.933,21
(1082,69) (3.245,32) (2.399,81) (769,6) (2.311,53) (1.678,22)
. 14.143,80 16.918,43 11.370,34 10.237,39 13.449,07 13.285,3
Mediana [IQR] 1 754 75) [4.868,98] [1.111,49] [458,83] [3.747,19] [1.272,81]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.
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Em comparagdo com o controle negativo (DMEM) no tempo 72h, uma inibigéo
estatisticamente significativa (p<0,05) na proliferagdo celular foi observada
considerando ambos 0s compostos nas concentragdes avaliadas (10 uM e 20 uM).

Além disso, em relagdo ao controle negativo (DMEM) no tempo de Oh,
diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas considerando
Navitoclax na concentracéo de 20 uM (Figura 22).

Esse resultado sugere que, além de inibir a proliferagéo celular, o composto
Navitoclax apresentou um efeito citotoxico relevante nessa concentragao, uma vez
que o numero de células foi significativamente menor no tempo de 72h comparado ao

tempo de Oh (densidade aproximada da semeadura celular).

Figura 22 - Ensaio de proliferacdo (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o numero
de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e para os compostos

experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 yM e 20 yM) no tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Ainda, considerando o efeito entre os diferentes compostos, ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) considerando a
proliferagdo celular nas concentragdes investigadas. Esse resultado indica que ambos

os miméticos de BH3 (nas concentragdes de 10 uM e 20 uM) apresentaram efeito
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inibitério comparavel considerando a proliferacdo celular na linhagem de CEB

investigada.

6.3.2.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

Para fins de comparacao, o ensaio de proliferacido foi realizado em HGF nao-
senescentes nas mesmas concentragdes (10 uM e 20 uM) e tempos experimentais
(Oh, 72h). Do mesmo modo, uma curva-padrdao foi elaborada considerando

intensidade de fluorescéncia e numeros de células de HGF (Figura 23).

Figura 23 - Ensaio de proliferagdo (HGF nao-senescentes). Grafico de linhas
apresentando a curva-padrao com base na intensidade de fluorescéncia e numero
correspondente de células.

Curva-padrao (HGF)
1600

y =0,0284x + 87,51

1400

1200

1000

800

Fluorescéncia

600

400

200

0 10000 20000 30000 40000 50000
Numero de células

Similarmente, as medidas de fluorescéncia foram convertidas para numero de
células de HGF nao-senescentes nas diferentes concentragdes e tempos avaliados.

As estatisticas descritivas estdo apresentadas na Tabela 15.



136

Tabela 15 - Ensaio de proliferacdo (HGF ndo-senescentes). Medidas sumarias (média
e mediana) e respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil)
em relacao ao numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e
para os compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 yM e 20 uM) no tempo
de 72h.

Oh 72h
DMEM DMEM Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax
(controle) (controle) (10 pM) (20 pM) (10 pM) (20 pM)
Média (DP) 9.960,91 12.187,52 11.446,26 10.493,58 10.478,44 11.014,28
(941,38) (1.433,14)  (1.983,64) (1201,11) (1.963,44)  (2.329,59)
. 9.768,16 11.949,05 10.564,66 10.947,57 9656,34 9779,84
Mediana [IQR] 17093 [1.132,99] [2.610,59] [703,23] [3.127,59] [3.340,87]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Nesse contexto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax e os controles
negativos (DMEM em Oh e 72h). Esse resultado sugere que os compostos nao
apresentaram capacidade inibitéria considerando a proliferagdo de HGF nao-

senescentes (Figura 24).
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Figura 24 - Ensaio de proliferacdo (HGF nao-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h
e para os compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 uM e 20 yM) no

tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

Ainda, nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) considerando a proliferagdo celular entre os diferentes compostos nas

concentracoes testadas.

6.3.3 Ensaio de migracao ("Scratch")

6.3.3.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para a linhagem CAL27, ambos os compostos miméticos de BH3 foram
testados nas concentracdes de 10 uM e 20 uM. As feridas foram acompanhadas por
até 48h (tempo necessario para o completo fechamento da ferida no grupo controle).
As estatisticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersao em relacdo ao
percentual de fechamento da area da ferida, nas diferentes concentracoes e tempos

experimentais, estdo apresentadas na Tabela 16.



138

Tabela 16 - Ensaio de migracdo (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana) e
respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil) relativas ao
percentual de fechamento da area da ferida considerando diferentes compostos
(DMEM, Navitoclax e Venetoclax), concentracées (10 uM e 20 pM) e tempos

experimentais (24h e 48h).

DMEM Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax
(controle) (10 uM) (20 M) (10 uM) (20 pM)
Média (DP) 65,94 (11,16) 39,77 (5,08) 19,38 (5,82) 37,49 (5,24) 16,14 (10,09)
3
Mediana [IQR] 63,67 [8,88] 38,94 [5,15] 18 [8,5] 39,46 [9,94] 13,77 [8,2]
Média (DP) 100 (0) 99,25 (2,18) 37,21 (23,03) 77,21 (16,15) 20,64 (12,25)
2
Mediana [IQR] 100 [0] 100 [0] 27,58 [33,98] 75,12 [26,73] 14,06 [18,21]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Em comparagéo com o controle negativo (DMEM), ambas as concentragdes do
composto Navitoclax inibiram significativamente (p<0,05) a migracéo das células de
CEB. Em 48h, entretanto, somente a concentragdo de 20 uyM inibiu de modo
significativo (p<0,05) a migracao dessas células, enquanto a concentragao de 10 uM
apresentou percentual de fechamento equivalente ao controle negativo (DMEM)
(Figura 25a e Figura 26).

De modo similar ao Navitoclax, ambas as concentragcbes do composto
Venetoclax inibiram significativamente (p<0,05) a migracao das células de CEB em
relacdo ao controle negativo (DMEM) no tempo de 24h (Figura 25b e Figura 27).
Entretanto, diferentemente do composto Navitoclax, uma inibicdo significativa
(p<0,05) da migracao celular se mostrou presente em 48h para ambas as
concentragdes de Venetoclax em comparagado com o controle (DMEM).
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Figura 25 - Ensaio de migragdo (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o percentual
de fechamento da area da ferida para o controle negativo (DMEM) e os compostos a)
Navitoclax (10 uM e 20 pyM) e b) Venetoclax (10 uM e 20 yM) nos tempos de 24h e
48h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparacbes

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).
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Figura 26 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) do
ensaio de migracado ("Scratch") representativo em relagdo a linhagem de CEB
(CAL27). As imagens representam o fechamento da area da ferida para o controle
(DMEM) e o composto Navitoclax (10 uM e 20 uM) nos tempos de 24h e 48h.

Control (DMEM) Navitoclax (10 uM) Navitoclax (20 uM)

Oh

24h

48h

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.
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Figura 27 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x)
representativo do ensaio de migracao ("Scratch") em relagédo a linhagem de CEB
(CAL27). As imagens representam o fechamento da area da ferida para o controle
(DMEM) e o composto Venetoclax (10 uM e 20 pyM) nos tempos de 24h e 48h.

Control {(DMEM) Venetoclax (10 uM) Venetoclax (20 uM)

Oh

24h

48h

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.

Apesar do composto Venetoclax ter inibido de modo significativo a migracao de
células de CEB, comparado ao controle (DMEM), na concentragédo de 10 uM e em
48h, ndo houve diferengas estatisticamente significativas (p>0,05) considerando os
mesmos tempos e concentragdes comparado ao composto Navitoclax, indicando um
efeito inibitério comparavel. Diferengas significativas (p<0,05) entre os compostos
foram observadas somente considerando diferentes concentragdes, conforme

apresentado na Tabela 17.
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Tabela 17 - Ensaio de migragao (CAL27). Probabilidades de significancia (valores de
p) considerando os compostos Navitoclax e Venetoclax em diferentes concentragdes
(10 uM e 20 uM) e tempos experimentais (24h, 48h).

24h 48h
Navitoclax (10 puM) - Venetoclax (10 pM) n.s. n.s.
Navitoclax (10 pM) - Venetoclax (20 pM) p<0,05 p<0,05
Navitoclax (20 puM) - Venetoclax (10 pM) p<0,05 n.s.
Navitoclax (20 uM) - Venetoclax (20 pM) n.s. n.s.

Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparagdes

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).

6.3.3.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

Para fins de comparagdo, o ensaio de migracéo foi realizado em HGF n&o-
senescentes nas mesmas concentragdes (10 uM e 20 uyM) que as utilizadas nas
células de CEB. Entretanto, o periodo de acompanhamento para o total fechamento
da ferida foi de 72h. As estatisticas descritivas e suas respectivas medidas de
dispersao em relacdo ao percentual de fechamento da area da ferida, nas diferentes

concentracdes e tempos experimentais, estdo apresentadas na Tabela 18.
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Tabela 18 - Ensaio de migracdo (HGF nao-senescentes). Medidas sumarias (média e
mediana) e respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil)
relativas ao percentual de fechamento da area da ferida considerando diferentes

compostos (DMEM, Navitoclax e Venetoclax), concentracées (10 uM e 20 uM) e

tempos experimentais (24h, 48h e 72h).

DMEM Navitoclax Navitoclax Venetoclax Venetoclax
(controle) (10 uM) (20 M) (10 uM) (20 pMm)
Média (DP) 15,87 (6,95) 16,27 (6,33) 11,93 (8,29) 11,97 (8,1) 8,72 (4,49)
3
Mediana [IQR] 15,69 [6,02] 17,08 [8,99] 13,25 [7,98] 9,54 [12,68] 9,8 [6,78]
Média (DP) 45,72 (10,52) 47,01 (10,65) 47,14 (11,68) 45,79 (16,9) 45,54 (13,34)
2
Mediana [IQR] 44,84 [18,36] 46,18 [17,39] 48,47 [11,65] 48,29 [29,38] 46,34 [20,18]
Média (DP) 91,49 (7,4) 90,85 (7,25) 91,12 (7,75) 90,65 (8,35) 91,61 (4,85)
S
Mediana [IQR] 93,88 [7,21] 93,16 [10,34] 93,88 [7] 94,26 [6,21] 92,56 [7,95]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Os compostos Navitoclax e Venetoclax ndo exibiram efeitos inibitdrios
significativos (p>0,05) sobre HGF ndo-senescentes em nenhuma das concentragdes
ou tempos avaliados (Figura 28, Figura 29 e Figura 30). Esses resultados sugerem
que a capacidade de migracao dos HGF em situacao de normalidade nao é afetada
pelos compostos miméticos de BH3 nas concentragdes inibitorias para as células de
CEB.

Ainda, vale ressaltar que nao foram observadas diferengas significativas
(p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax em nenhuma concentragao ou

tempo avaliado.
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Figura 28 - Ensaio de migracdo (HGF n&o-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de fechamento da area da ferida para o controle negativo
(DMEM) e os compostos a) Navitoclax (10 uM e 20 uM) e b) Venetoclax (10 uM e 20
MM) nos tempos de 24h, 48h e 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.



145

Figura 29 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x)
representativo do ensaio de migracdo (HGF n&o-senescentes). As imagens
representam o fechamento da area da ferida para o controle (DMEM) e o composto
Navitoclax (10 yuM e 20 uM) nos tempos de 24h, 48h e 72h.

Control (DMEM) Navitoclax (10 uM) Navitoclax (20 uM)
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Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.
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Figura 30 - Painel representativo de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x,
adaptador 0,5x) do ensaio de migracdo (HGF n&o-senescentes). As imagens
representam o fechamento da area da ferida para o controle (DMEM) e o composto
Venetoclax (10 uM e 20 yM) nos tempos de 24h, 48h e 72h.

Control (DMEM) Venetoclax (10 uM) Venetoclax (20 uM)

Oh

24h

72h --

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.
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6.3.4 Ensaio de apoptose (Anexina V e lodeto de propidio)

6.3.4.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para a linhagem CAL27, ambos os compostos, Navitoclax e Venetoclax, foram
testados na concentragao de 20 uM e no tempo experimental de 48h. As estatisticas
descritivas e suas respectivas medidas de dispersdao em relagdo a intensidade de

fluorescéncia dos marcadores estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19 - Ensaio de apoptose (CAL27). Medidas sumarias (média geométrica) e
respectivas medidas de dispersdo (desvio padrdo) relativas a intensidade de
fluorescéncia de anexina V e iodeto de propidio para os compostos DMEM, Navitoclax

(20 pM) e Venetoclax (20 uM) no tempo experimental de 48h.

i ce: DMEM Navitoclax Venetoclax C o AL
Média geométrica (DP) (controle) (20 pM) (20 uM) Significancia
Anexina V 6,10 (1,26)* 64,26 (26,00)8 47,04 (21,07)"8 P<0.05
lodeto de propidio 2,77 (0,34)A 18,33 (5,01)B 11,16 (4,02)"8 P<0.05

Legenda: DP: desvio padrdo; *teste ANOVA (one-way) para amostras independentes; Letras superscritas
diferentes na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) através do teste post-hoc de

Bonferroni.

Apesar do aumento da intensidade de fluorescéncia considerando ambos os
compostos miméticos de BH3 (Figura 31), diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) foram observadas somente para o composto Navitoclax (20 uM) comparado
ao controle (DMEM).

No que tange o composto Navitoclax, o aumento da intensidade de
fluorescéncia da anexina V foi na ordem de 10,5 vezes, enquanto o aumento da
intensidade de iodeto de propidio foi na ordem de 6,6 vezes. Esses resultados
sugerem um aumento substancial na expressao isolada de anexina V, indicando
apoptose precoce. Além disso, vale ressaltar que uma fracao reduzida das células
tiveram expresséo isolada de iodeto de propidio (necrose). Em sua maioria, a
expressao de iodeto de propidio ocorreu de modo combinado com a anexina V (dupla

marcagao), podendo indicar apoptose tardia ou necrose.
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Ainda, apesar dos testes nao indicarem diferengas significativas (p>0.05) entre
Venetoclax e o controle (DMEM), ndo é possivel descartar um potencial efeito indutor
de apoptose, uma vez que diferengas significativas na comparagao entre Venetoclax
e Navitoclax também nao foram observadas para ambos os marcadores (anexina V e

iodeto de propidio), o que indica potencial comparabilidade.

Figura 31 - Ensaio de apoptose (CAL27). Graficos Dot-Plot para intensidade de
fluorescéncia considerando os marcadores anexina V e iodeto de propidio para o

controle negativo (DMEM), Navitoclax e Venetoclax no tempo de 48h.
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6.3.4.2 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes)

Para a linhagem de HGF senescentes, também foi utilizada a concentragdes
de 20 yM para ambos os compostos (Navitoclax e Venetoclax) no tempo experimental
de 48h. As estatisticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersdao em

relacao a intensidade de fluorescéncia estdo apresentadas na Tabela 20.
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Tabela 20 - Ensaio de apoptose (HGF senescentes). Medidas sumarias (média
geométrica) e respectivas medidas de dispersado (desvio padréo) relativas ao a
intensidade de fluorescéncia para os compostos DMEM, Navitoclax (20 uM) e

Venetoclax (20 uM) no tempo experimental de 48h.

- e DMEM Navitoclax Venetoclax L A
Média geométrica (DP) (controle) (20 pM) (20 uM) Significancia
Anexina V 4,05 (0,77) 4,94 (0,94) 5,35 (0,68) n.s.
lodeto de propidio 3,55 (0,67) 3,83 (0,75) 4,13 (0,58) n.s.

Legenda: DP: desvio padrdo; n.s.: ndo significativo (p>0.05); *teste ANOVA (one-way) para amostras

independentes.

Corroborando os resultados do ensaio de citotoxicidade, ndo foi observado um
aumento significativo (p>0,05) da intensidade de fluorescéncia dos marcadores
anexina V e iodeto de propidio (Figura 32), indicando que os miméticos de BH3
investigados nao exibiram capacidade de induzir apoptose e/ou necrose nessas

células.

Figura 32 - Ensaio de apoptose (HGF senescentes). Graficos Dot-Plot para
intensidade de fluorescéncia considerando os marcadores anexina V e iodeto de

propidio para o controle negativo (DMEM), Navitoclax e Venetoclax no tempo de 48h.
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6.4 Consideracgoes finais (Capitulo Il)

A partir dos resultados observados no estudo in-vitro, € possivel sugerir um
efeito citotoxico relevante dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre células de
CEB, especialmente em concentragdes entre 10 yM e 20 yM, nas quais os efeitos
foram, em geral, estatisticamente comparaveis entre os miméticos de BH3
investigados. Ainda, houve uma inibigdo significativa da proliferacdo e migragéao
celular das células de CEB nessas concentracbes. Esses efeitos ndo foram
observados em HGF nao-senescentes, sugerindo um efeito seletivo dos compostos
sobre as células tumorais em estudo. No que tange a capacidade de induzir morte
celular por apoptose, o composto Navitoclax demonstrou um aumento expressivo do
marcador anexina V em células de CEB. Considerando o composto Venetoclax,
apesar do aumento de expressdo dos marcadores de morte celular nao ter atingido
significancia estatistica em relagéo ao controle, ndo é possivel descartar seu potencial
efeito anticancer para células de CEB considerando os resultados observados nos
ensaios de citotoxicidade, proliferacao e migracdo. Em relacdo aos HGF com fendtipo
senescente, nao foi observado um efeito citotoxico relevante e nem um aumento
expressivo dos marcadores de morte celular, indicando que essas células nao foram
susceptiveis aos efeitos dos miméticos de BH3 investigados em concentragdes
citotéxicas para células de CEB. Desse modo, recomendam-se futuras pesquisas
envolvendo uma possivel associagcdo com compostos miméticos de BH3 com alvos
moleculares complementares (tais como MCL-1), tanto para células tumorais quanto
senescentes. Estudos envolvendo possiveis combinagdes com tratamentos
convencionais, como quimioterapia e radioterapia, também s&o encorajados para

células de CEB em particular.
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6.5 Metodologia expandida (Capitulo Il)

Nesta secdo, estdo presentes informacgdes adicionais sobre os procedimentos

de rotina realizados durante o periodo dos experimentos.

6.5.1 Subcultivo celular

N&o foram utilizados antibiéticos e antifungicos para o subcultivo da linhagem
de CEB (CAL27) e para os HGF (exceto durante o processo de estabelecimento da
cultura primaria). Se uma eventual contaminagdo bacteriana ou fungica fosse
detectada, as células em cultivo devem ser descartadas, os experimentos
interrompidos e/ou refeitos e protocolos apropriados de desinfeccio/esterilizacdo de

cabines, estufas e pipetadores devem ser seguidos.

O meio de cultivo foi trocado a cada 2 a 3 dias e a progressao da cultura foi
avaliada com auxilio de um microscépio invertido (Zeiss AxioVert 40C). Apds atingirem
a subconfluéncia, as células em cultivo foram enzimaticamente removidas dos frascos
com volume apropriado de tripsina e contadas em um hemocitbmetro.
Subsequentemente, as células foram subcultivadas em garrafas adicionais seguindo
uma proporgao de 1:2 ou 1:3. Em caso de excedente de células, as mesmas foram

descartadas ou congeladas.

6.5.2 Contagem celular

Para contagem de células, foi utilizado o método de exclusao pelo corante Azul
de Trypan (Sigma-Aldrich), o qual pigmenta células n&o viaveis em virtude do aumento
de permeabilidade da membrana celular. As células foram enzimaticamente
removidas dos frascos com tripsina e centrifugadas a 1000 rpm durante de 4 min a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado de células
resultante da centrifugagdo foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo.
Subsequentemente, foram retirados 20 uL da suspensao de células, as quais foram
coradas com o acréscimo de 20 pL de azul de Trypan (fator de diluicao 2). As células
da suspenséo celular corada foram brevemente ressuspendidas e um total de 10 pL
desta solugédo foi inserido em um hemocitbmetro (cdmara de Neubauer, Fisher

Scientific, Hampton, Nova Hampshire, EUA) e levado ao microscopio invertido (Zeiss
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AxioVert 40C) para a contagem e observagao das células. O numero total de células

presentes foi obtido através da seguinte equagado matematica:

N° total de células/mL = N° de células contadas x fator de diluicdo x 104

N° de quadrados usados para contagem

6.5.3 Avaliagao de infecgao por micoplasma

Para todos os tipos celulares utilizados na pesquisa, foram realizadas
avaliagcbes semestrais (ou quando houvesse suspeita de contaminagéo) de infegéo
por micoplasma através do método de coloragdo de DNA com bisbenzimida (Hoeschst
33258) (Sigma-Aldrich). Para isso, foi preparada uma suspensdo celular com
quantidade ideal para que se obtivesse 50-60% de confluéncia em 24h. Em seguida,
as células foram tripsinizadas, contadas e semeadas em placas de 24 cavidades em
uma densidade de 5x10° células/cavidade. As placas foram incubadas em estufa a
37°C e 5% de CO2 durante 24h.

Ap0s incubacéo, as cavidades foram lavados 2 vezes com PBS e em seguida
foi adicionada uma solugao fixadora (3 partes de metanol para 1 de acido acético
glacial) diluida em PBS gelado (entre 4 °C e 8 °C) na proporgao de 1:1. A solugéo
fixadora foi mantida em contato durante 10 min, em geladeira. Apds o tempo previsto,
as cavidades foram lavados 2 vezes com PBS e foram acrescentados 300 pL de
solugao de uso de Hoeschst, a qual foi mantida em contato por mais 10 min, protegido
daluzeaTA.

Posteriormente, o corante foi aspirado e a placa foi observada em microscopio
invertido de fluorescéncia (Olympus IX71, filtros de 330-380 nm excitagao e 440 nm
emissao). Foi realizada inspecgao visual das culturas para identificacdo de estruturas
filamentosas e/ou em forma de cocos, as quais apresentam coloracdo azul
fluorescente em caso de contaminagdo positiva com micoplasma. Em caso de
infecgao positiva por micoplasma, as células em cultivo devem ser descartadas, os
experimentos interrompidos e/ou refeitos e a desinficagao/esterilizagao de cabines,

estufas e pipetadores deve ser realizado.
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6.5.4 Congelamento celular

Para o congelamento celular, foi preparado 1,8 mL de meio de congelamento
para cada criotubo, sendo 0 mesmo mantido em um recipiente com gelo. O meio de
congelamento é composto por 50% de DMEM, 40% de SFB e 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich). Para o congelamento, o tapete celular foi lavado 3 vezes
com PBS e, posteriormente, as células foram enzimaticamente removidas dos frascos
com volume apropriado de tripsina até que se observasse o descolamento celular no
microscopio invertido. A tripsina foi neutralizada com volume apropriado de meio
DMEM suplementado com 10% de SFB.

A suspenséo celular foi entdo transferida para um tubo tipo Falcon estéril de
15mL, o qual foi centrifugado a 1000 rpom durante 4 min. Em seguida, o sobrenatante
foi aspirado e as células ressuspendidas em 1,8 mL de meio de congelamento
(mantido em recipiente com gelo). Se necessario, um volume de meio de
congelamento proporcional ao numero de criotubos foi utilizado. Os criotubos
(previamente identificados com as informacgdes sobre linhagem, passagem, data e
operador) foram acondicionados no dispositivo Mr. Frosty® (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA), permanendo no freezer -80°C por no minimo 12h e
no maximo 24h. Decorrido o tempo previsto, os criotubos foram transferidos para um

botijao criogénico, mantidos em nitrogénio liquido a uma temperatura de -196°C.

6.5.5 Descongelamento e cultivo celular

Para o descongelamento celular, os criotubos foram removidos do botijao
criogénico, acondicionados em um recipiente com gelo e rapidamente levados ao
banho-maria a 37°C. Apds o descongelamento rapido, foram retirados 20 uL para
avaliagao de viabilidade celular. O restante do conteudo foi transferido para um tubo
tipo Falcon estéril de 15 mL, ao qual foi adicionado meio DMEM suplementado com
10% de SFB, o qual foi centrifugado a 1000 rpm durante de 4 min. O sobrenatante foi
aspirado, as células novamente ressuspendidas meio DMEM suplementado com 10%
de SFB, e transferida para frascos de cultura, sendo mantidas em estufa a 37°C e 5%
de COa.
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6.6 Resultados complementares (Capitulo Il)

Nesta se¢ao, sdo apresentadas informagdes complementares sobre o efeito do
solvente (DMSO) em diferentes concentragdes sobre as linhagens celulares em

estudo.

6.6.1 Ensaio de citotoxicidade

6.6.1.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para a linhagem CAL27, o solvente (DMSO) foi testado em diferentes
concentragodes (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) nos tempos experimentais de 24h, 48h
e 72h. Na Tabela 21, estdo apresentadas as estatisticas descritivas e suas

respectivas medidas de dispersdo em relagcdo ao percentual de crescimento celular.

Tabela 21 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana)
e respectivas medidas de dispersédo (desvio padréo e intervalo interquartil) relativas
ao percentual de crescimento celular considerando o controle negativo (DMEM) e o

solvente (DMSO) em diferentes tempos experimentais (24h, 48h e 72h).

DMEM DMSO DMSO DMSO DMSO
(controle) (0.125%) (0.25%) (0.5%) (1.0%)
Média (DP) 100 (8,1) 98,9 (16,6) 99,44 (9,51) 84,5 (10,8) 68 (7,7)

24h

Mediana [IQR] 99,62[581]  98,79[10,72]  99,01[17,37] 87,35[13,84]  65,61[11,68]

Média (DP) 100 (7.7) 105,1(8,7) 99,49 (14,66) 80,6 (6,8) 52,6 (14,2)

48h

Mediana [IQR] 98,82[12,93] 105,08[16,04] 99,44 [1544]  81,11[8,14]  52,52[10,49]

Média (DP) 100 (5,5) 110,4 (11) 109,36 (9,6) 85,5 (9,1) 39 (23,7)

72h

Mediana [IQR] 100,01 [4,72] 106,79 [7,96] 107,58 [14,79] 82,74 [11,55] 39,44 [37,13]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

De modo geral, diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em

comparagao com o controle (DMEM) foram observadas nas concentragdes de 0,5% e
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1,0% nos tempos experimentais avaliados (Figura 33). As concentragdes de 0,125%
e 0,25% nao demonstraram efeitos citotoxicos significativos (p>0,05), indicando que
os efeitos citotoxicos observados em relagdo aos compostos miméticos de BH3 néo

podem ser atribuidos ao solvente em concentracbes menores que 0,25%.

Figura 33 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o
percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSQO) em diferentes

concentragdes para cada tempo experimental (24h, 48h e 72h).
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparagdes

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni).

6.6.1.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

Para a linhagem de HGF n&o-senescentes, o solvente (DMSO) foi testado em
diferentes concentragdes (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) e no tempo experimental de
72h. As estatisticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersdo em relacao

ao percentual de crescimento celular estdo dispostas na Tabela 22.
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Tabela 22 - Ensaio de citotoxicidade (HGF nao-senescentes). Medidas sumarias
(média e mediana) e respectivas medidas de dispersédo (desvio padréo e intervalo
interquartil) relativas ao percentual de crescimento celular considerando o controle
negativo (DMEM) e o solvente (DMSO) no tempo de 72h.

DMEM DMSO DMSO DMSO DMSO
(controle) (0,125%) (0,25%) (0,5%) (1,0%)
Média (DP) 100 (4,05) 106,08 (8,63) 100,58 (5,25) 87,63 (13,79) 72,03 (13,92)

72h

Mediana [IQR] 100,09 [6,05] 103,78 [13,39] 100,01 [7,27] 88,13 [27,39] 73,97 [18,53]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em comparagdo com o
controle (DMEM) foram observadas somente na concentracdo de 1,0%. As
concentragbes de 0,125%, 0,25% e 0,5% n&o demonstraram efeitos citotdxicos
significativos (Figura 34). Comparagbes entre as concentragdes, no entanto,
demonstraram que os efeitos citotdxicos da concentracdo de 1,0% foram
significativamente (p<0,05) maiores do que as de 0,125% e 0,25%, mas nédo de 0,5%

(p>0,05), indicando um potencial efeito citotdxico desta ultima.
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Figura 34 - Ensaio de citotoxicidade (HGF nao-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSO)

em diferentes concentragdes no tempo experimental de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

6.6.1.3 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes)

Para a linhagem de HGF com fendétipo senescente, o solvente (DMSO) foi
testado em diferentes concentragdes (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) e no tempo
experimental de 72h. Na Tabela 23 constam as estatisticas descritivas e suas

respectivas medidas de dispersdo em relacdo ao percentual de crescimento celular.
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Tabela 23 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Medidas sumarias (média e
mediana) e respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil)
relativas ao percentual de crescimento celular considerando o controle negativo
(DMEM) e o solvente (DMSO) no tempo de 72h.

DMEM DMSO DMSO DMSO DMSO
(controle) (0,125%) (0,25%) (0,5%) (1,0%)
Média (DP) 100 (5,31) 104,22 (7,5) 100,12 (11,2) 86,33 (10,76) 74,29 (17,86)

72h

Mediana [IQR] 99,57 [8,62] 101,83 [6,31] 99,92 [17,66] 88,19 [6,92] 67,85 [17,67]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Similarmente aos HGF nao-senescentes, diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) em comparagao com o controle (DMEM) foram observadas
somente na concentragdo de 1,0% (Figura 35). A concentragdo de 0,5% foi
ligeiramente mais citotoxica se comparado aos HGF ndo-senescentes, uma vez que
uma diferenga significativa (p<0,05) foi observada também se comparado com a

concentragao de 0,125%.
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Figura 35 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSO)

em diferentes concentragdes no tempo experimental de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

6.6.2 Ensaio de proliferagao celular

6.6.2.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para o ensaio de proliferacéo, foi testada somente a concentracéo de solvente
(DMSO) mais proxima da concentragdo maxima utilizada para solubilizacdo dos
compostos (0,25%), nos mesmos tempos experimentais previamente descritos. Os

dados descritivos podem ser encontrados na Tabela 24.
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Tabela 24 - Ensaio de proliferacdo (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana) e
respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil) em relagao
ao numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e para o

solvente (DMSO) na concentragao de 0,25% e no tempo de 72h.

Oh 72h
DMEM (controle) DMEM (controle) DMSO (0,25%)
Média (DP) 14.257,14 (1082,69) 18.364,91 (3.245,32) 17.422,64 (4711,13)
Mediana [IQR] 14.143,80 [1.750,72] 16.918,43 [4.868,98] 17.065,59 [7949,54]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Na concentracdo de 0,25% e considerando o tempo experimental de 72h, o
solvente DMSO n&o exibiu efeitos inibitorios significativos (p>0,05) sobre a linhagem
de CEB investigada (Figura 36). Esses resultados sugerem que os efeitos observados
no ensaio de proliferacdo envolvendo os compostos miméticos de BH3 n&o estao

relacionados ao efeito solvente.

Figura 36 - Ensaio de proliferacdo (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o numero
de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e para o solvente DMSO
(0,25%) no tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.
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6.6.2.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

Para células de HGF n&o-senescentes, foi utilizada a mesma concentragao de
solvente (0,25%) e o ensaio foi realizado nos mesmos tempos experimentais
previamente descritos para a linhagem de CEB. A Tabela 25 apresenta os dados

descritivos acerca do efeito do solvente sobre os HGF nao-senescentes.

Tabela 25 - Ensaio de proliferagdo (HGF). Medidas sumarias (média e mediana) e
respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil) em relagao
ao numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h e para o

solvente (DMSO) na concentragéo de 0,25% e no tempo de 72h.

Oh 72h
DMEM (controle) DMEM (controle) DMSO (0,25%)
Média (DP) 9.960,91 (941,38) 12.187,52 (1.433,14) 11.659,96 (1.293,14)
Mediana [IQR] 9.768,16 [1.704,93] 11.949,05 [1.132,99] 11.884,37 [2.112,9]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

De modo similar as células de CEB, o solvente DMSO n&o exibiu efeitos
inibitorios significativos (p>0,05) sobre HGF n&o-senescentes na concentragado de
0,25% considerando o tempo experimental de 72h (Figura 37). Esses resultados
sugerem que os efeitos observados no ensaio de proliferacdo envolvendo os

compostos miméticos de BH3 n&o estao relacionados ao efeito solvente.
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Figura 37 - Ensaio de proliferacdo (HGF nao-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o numero de células para o controle (DMEM) nos tempos de Oh e 72h
e para o solvente DMSO (0,25%) no tempo de 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.

6.6.3 Ensaio de migragao celular

6.6.3.1 Linhagem de CEB (CAL27)

Para a linhagem de CEB, foi testada a concentragao de solvente de 0,25%, nos
mesmos tempos experimentais previamente descritos. Os dados descritivos podem

sao apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26 - Ensaio de migracdo (CAL27). Medidas sumarias (média e mediana) e
respectivas medidas de disperséo (desvio padrao e intervalo interquartil) relativas ao
percentual de fechamento da area da ferida considerando o solvente DMSO (0,25%)

e os tempos experimentais de 24h e 48h.

DMEM (controle) DMSO (0,25%)
< Media (DP) 65,94 (11,16) 61,16 (5,97)
S Mediana [IQR] 63,67 [8,88] 62,46 [8,04]
< Media (DP) 100 (0) 100 (0)
< Mediana [IQR] 100 [0] 100 [0]

Legenda: DP: desvio padréo; IQR: intervalo interquartil.

Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) em relagcao ao controle
(DMEM nos tempos de 24h e 48h (Figura 38). Desse modo, qualquer efeito inibitorio
na migracao das células de CEB considerando os compostos miméticos de BH3 n&o
pode ser atribuido ao efeito do solvente DMSO em concentragdes menores que
0,25%.

Figura 38 - Ensaio de migracéo (CAL27). Grafico Box-Plot apresentando o percentual
de fechamento da area da ferida para o controle negativo (DMEM) e o solvente DMSO
(0,25%) nos tempos de 24h e 48h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.
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6.6.3.2 Linhagem de fibroblastos ndo-senescentes (HGF)

Para a linhagem de HGF nao-senescentes, foi testada a concentracéo de
solvente de 0,25% nos tempos de 24h, 48h e 72h, de acordo com os tempos descritos
para os miméticos de BH3 investigados. Os dados descritivos estdo apresentados na
Tabela 27.

Tabela 27 - Ensaio de migragdo (HGF ndo-senescentes). Medidas sumarias (média e
mediana) e respectivas medidas de dispersao (desvio padrao e intervalo interquartil)
relativas ao percentual de fechamento da area da ferida considerando o solvente
DMSO (0,25%) e os tempos experimentais de 24h, 48h e 72h.

DMEM (controle) DMSO (0,25%)
= Média (DP) 15,87 (6,95) 11,2 (9,73)
S Mediana [IQR] 15,69 [6,02] 8,02 [11,97]
= Média (DP) 45,72 (10,52) 41,6 (18,73)
3 Mediana [IQR] 44,84 [18,36] 38,68 [30,72]
= Média (DP) 91,49 (7,4) 87,32 (13,6)
~ Mediana [IQR] 93,88 [7,21] 93,1 [18,39]

Legenda: DP: desvio padrao; IQR: intervalo interquartil.

Similarmente as células de CEB, ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) em relacdo ao controle (DMEM) em nenhum dos tempos
experimentais (24h, 48h e 72h) (Figura 39).
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Figura 39 - Ensaio de migracdo (HGF n&o-senescentes). Grafico Box-Plot
apresentando o percentual de fechamento da area da ferida para o controle negativo
(DMEM) e o solvente DMSO (0,25%) nos tempos de 24h, 48h e 72h.
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Legenda: n.s.: ndo significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.
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7 DISCUSSAO GERAL

Os achados do presente estudo in-vitro corroboram dados prévios da literatura
no que tange potenciais efeitos anticancer dos compostos miméticos de BH3
(BILLARD, 2013). No contexto de células de CEB, em particular, os compostos
Navitoclax e Venetoclax apresentaram efeitos citotdxicos relevantes, além da
capacidade de inibigdo da proliferacdo e migragao celular. Esses efeitos ndo foram
observados em células saudaveis do tecido conjuntivo, representadas no presente
estudo pelos fibroblastos gengivais, o que corrobora um efeito seletivo dos compostos
miméticos de BH3 sobre células dependentes de mecanismos como a
superexpressao de determinadas proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2 para
evasao de estimulos apoptéticos e manutengao da viabilidade celular (FERNALD e
KUROKAWA, 2013).

Além disso, é proposto na literatura que o mecanismo de acdo dos compostos
miméticos de BH3 seja independente da via p53, o que pode representar uma
vantagem terapéutica comparando com terapias anticancer p53-dependentes (como
acisplatina) (HIENTZ et al., 2017), uma vez que, em carcinomas de cabega e pescoco,
mutagdes do gene TP53 e consequente disfungdo da proteina p53 sdo eventos
celulares extremamente comuns (GASCO e CROOK, 2003). Nesse contexto, a
linhagem utilizada no presente estudo (CAL27) foi previamente caracterizada como
portadora de mutagdes do tipo "missense" no gene TP53, o que pode resultar em
disfungdo da proteina p53 (MARTIN et al., 2014). No presente estudo in-vitro, os
compostos Navitoclax e Venetoclax demonstraram acao citotdxica relevante sobre a
linhagem de CEB investigada, o que corrobora uma agao anticancer independente da
via p53. Ainda, estudos prévios também sugeriram que compostos miméticos de BH3
em estudo apresentaram efeitos anticancer sobre células de carcinoma de cabecga e
pescogo, independentemente do status funcional da proteina p53 (BRITT et al., 2019;
TUOMAINEN et al., 2021).

Os miméticos de BH3 também podem atuar de modo sinergistico com terapias
anticancer convencionais (como radioterapia e quimioterapia) através da
sensibilizagado das células tumorais aos estimulos apoptoticos (LI et al., 2009; LI e
CUI, 2016). A sensibilizagdo aos estimulos apoptéticos €& uma estratégia
particularmente importante para cénceres que apresentem resisténcia aos

tratamentos convencionais, uma vez que uma combinagdo com miméticos de BH3
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pode contribuir para que a dose e toxicidade das terapias anticancer sejam reduzidas,
apresentando eficacia e efetividade equivalentes ou superiores (GUY et al., 2021).

Entretanto, algumas ressalvas devem ser feitas no que tange a toxicidade dos
miméticos de BH3 propriamente ditos. No presente estudo in-vitro, apesar das células
saudaveis investigadas (fibroblastos gengivais) ndo terem apresesentado redugdo em
nenhum dos parametros bioldgicos investigados (viabilidade, proliferagdo e
migracgao), esse resultado ndo deve ser extrapolado para outros tipos celulares. Nesse
contexto, tem sido proposto na literatura que miméticos de BH3 que tenham como
alvo molecular a proteina BCL-XL podem apresentar um efeito citotéxico em
plaquetas, o que pode acarretar em uma trombocitopenia dose-dependente (KAEFER
et al., 2014). Como o composto Navitoclax tem como alvos moleculares as proteinas
BCL-2, BCL-XL e BCL-W (VELA e MARZO, 2015), os efeitos sobre plaquetas devem
ser levados em consideragcdo, de modo a viabilizar a translacdo das concentracdes
citotdxicas propostas em estudos in-vitro para concentragdes plasmaticas seguras em
estudos com modelos animais e em ensaios clinicos.

Até o presente momento, apesar de estudos clinicos ndo terem sido conduzidos
considerando miméticos de BH3 validados no tratamento de canceres de cabeca e
pescoco, estudos clinicos de fase | e Il considerando canceres em outros sitios
anatébmicos tém sugerido um efeito anticancer promissor no que tange o Navitoclax,
em particular, e que esse efeito € dependente da origem e estagio do desenvolvimento
do tumor (GANDHI et al., 2011; KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015; TOLCHER
et al.,, 2015b). Entretanto, a consistente ocorréncia de trombocitopenia dose-
dependente (RUDIN et al., 2012; ROBERTS et al., 2015) tém sugerido que o
Navitoclax, como monoterapia, pode ter uma aplicabilidade limitada para tratamento
de tumores solidos, mas que combinagdes com outras terapias devem ser
encorajadas (RUDIN et al., 2012).

De modo geral, tem sido proposto que o composto Navitoclax € bem tolerado
pela maioria dos pacientes em doses diarias de até 225 mg, ndo resultando em
eventos adversos clinicamente significantes (XIONG et al.,, 2014). Em doses
superiores, entretanto, uma trombocitopenia dose-dependente é frequentemente
relatada, sendo recomendada uma diminuicdo na dose diaria ou interrup¢cdo do
tratamento em pacientes nos quais esses eventos sao observados para minimizar o
risco de sangramentos acentuados (GANDHI et al., 2011; JOLY et al., 2022).
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Nesse contexto, estudos clinicos recentes tém investigado combinagdes entre
doses reduzidas de Navitoclax (até 150 mg por dia) com outras terapias, tais como
erlotinib (TOLCHER et al., 2015a), irinotecan (TOLCHER et al., 2015b), rituximab
(KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015) e docetaxel (PUGLISI et al., 2021).
Estudos pré-clinicos também tém proposto a incorporacdo do Navitoclax em
nanovesiculas poliméricas sensiveis ao pH, as quais possibilitam um maior controle
sobre a liberagdo do composto, que pode ocorrer somente apos a incorporagao das
nanovesiculas no compartimento lisossomal com pH acidico das células tumorais
(DING et al., 2020).

Outra alternativa recentemente proposta € o uso da tecnologia quimera de
direcionamento de protedlise (PROTAC), através da qual o Navitoclax pode ser
convertido em moléculas heterobifuncionais como a PZ15227, a qual resulta na
degradagao da proteina BCL-XL via proteassomas (HE et al., 2020). Nesse contexto,
a inibicdo da proteina BCL-XL passa a ocorrer através da ligagdo da molécula
PZ15227 a proteina cereblon (componente do complexo E3 ubiquitina ligase), que é
pobremente expressa em plaquetas; isso resulta na manutengdo da acao
proapoptética em tipos celulares susceptiveis a acdo do Navitoclax, mas minimizando
a trombocitopenia dose-dependente relacionada a ligagéo direta desse composto a
proteina BCL-XL (NEGI e VOISIN-CHIRET, 2022).

O composto Venetoclax, por ser um inibidor monoseletivo da proteina BCL-2,
nao apresenta efeitos citotoxicos em plaquetas, constituindo uma estratégia
terapéutica importante para canceres nos quais ja existe uma trombocitopenia
previamente estabelecida, como em leucemias (TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019).
Por esse motivo, o Venetoclax vem sendo amplamente investigado em estudos pré-
clinicos e clinicos e constitui o primeiro mimético de BH3 a ser aprovado pela FDA
para uso em larga escala (REX et al.,, 2022). Em tumores sélidos, entretanto, a
expressao das multiplas proteinas antiapoptoéticas da familia BCL-2 é bastante
variavel e, portanto, a eficacia e efetividade do Venetoclax pode ser mais limitada
quando comparado as neoplasias linfoides (CARTER et al., 2019).

No presente estudo in-vitro, o composto Venetoclax foi, de maneira geral,
comparavel ao Navitoclax em concentragdes entre 10 uM e 20 yM, mas ndo em 5 uM,
concentragdo na qual o composto Navitoclax demonstrou efeitos citotdoxicos
significativamente superiores. No estudo de XIONG et al. (2016), a linhagem celular

CAL27 apresentou a menor expressao da proteina BCL-2 dentre as linhagens de
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carcinoma investigadas, o que pode estar relacionado ao efeito citotoxico menos
proeminente observado no presente estudo in-vitro no que tange particularmente o
composto Venetoclax.

Vale ressaltar, entretanto, que linhagens celulares de carcinoma com menor
expressao da proteina BCL-2 podem fornecer dados mais acurados em relagao ao
potencial efeito anticancer do composto Venetoclax para carcinomas de cabeca e
pescogo no contexto de estudos clinicos. De maneira geral, resultados conflitantes
sao observados na literatura em relagao particularmente a expressao da proteina
BCL-2 entre linhagens celulares e amostras de tumores de cabega e pescogo. Em
estudos in-vitro, a proteina BCL-2 é usualmente superexpressa entre diferentes
linhagens celulares de carcinomas de cabega e pescogo (SALO et al., 1997,
KAWAKAMI et al., 1999), ao passo que, em estudos com amostras de pacientes
portadores de tumores de cabecga e pescogo, uma superexpressao da proteina BCL-
2 é encontrada em apenas 15 a 25% dos casos (PENA et al., 1999; TRASK et al.,
2002; REDONDO et al., 2006).

A variabilidade na expressao das proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2
entre diferentes tumores € uma das principais dificuldades no que tange a resisténcia
aos efeitos dos compostos miméticos de BH3, especialmente os monoseletivos como
o Venetoclax (MAJI et al., 2019). Ainda, apesar do composto Navitoclax ter como alvo
multiplas proteinas da familia BCL-2, esse composto nao possui afinidade a proteina
MCL-1, sendo uma das principais razbes para a resisténcia tumoral a esse composto
(DELBRIDGE e STRASSER, 2015). No presente estudo in-vitro, apesar de efeitos
citotoxicos relevantes terem sido observados para ambos os compostos
experimentais, possiveis associagdées com mimeticos de BH3 com alvos moleculares
complementares (por exemplo inibidores da proteina MCL-1, tais como os compostos
A1210477 e S63845) podem contribuir para que um mesmo efeito seja alcangado
através do uso de menores concentragdes (OW et al., 2019), o que pode contribuir
para a reducao de efeitos adversos em estudos in-vivo. Desse modo, futuros estudos
no contexto de carcinomas orais sdo encorajados no que tange a investigacédo de
combinagdes terapéuticas entre multiplos miméticos de BH3 com alvos moleculares
complementares.

Vale ressaltar, entretanto, que a heterogeneidade na expressao das proteinas
BCL-2 (e consequente variabilidade na resposta dos tumores sélidos aos diferentes

miméticos de BH3) pode compor um obstaculo considerando o delineamento de quais
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possiveis associagdes terapéuticas seriam plausiveis em termos de efeito sinergistico.
Nesse contexto, o ensaio de "BH3-profiling" assume um papel importante, uma vez
que pode identificar a dependéncia celular em relagao as proteinas da familia BCL-2,
indicando quais sao as principais responsaveis pela manutengdo da viabilidade
(DENG et al.,, 2007). Esse ensaio apresenta, ainda, uma capacidade preditora
importante no que tange os miméticos de BH3, podendo guiar o delineamento de quais
associagbes podem apresentar um potencial efeito sinergistico, contribuindo,
portanto, para o refinamento e otimizacao de estratégias terapéuticas.

Combinagdes com alvos moleculares complementares podem, ainda, resultar
em um maior efeito no que tange a indugdo especificamente da morte celular por
apoptose. No presente estudo in-vitro, apesar do composto Venetoclax ter exibido
efeitos citotoxicos e capacidade de inibicdo da proliferacdo e migracédo celular
relevantes, ndo foi observado um aumento significativo dos marcadores especificos
de morte celular (anexina V e iodeto de propidio). O composto Navitoclax, por outro
lado, apresentou uma fragao significativa das células em processo de apoptose
precoce (marcagao isolada de anexina V), indicando que a a inibicado das proteinas
antiapoptoticas complementares (BCL-XL e BCL-W) desempenharam papel
importante nesse processo.

Ainda no que tange o composto Venetoclax e a indugdo de morte celular por
apoptose, vale ressaltar que resultados conflitantes foram observados entre o
presente estudo in-vitro e o estudo de XIONG et al. (2016). No estudo prévio, os
autores observaram um aumento estatisticamente significativo do marcador anexina
V para linhagem CAL27, o que nao foi observado no presente estudo in-vitro. Essa
heterogeneidade nas estimativas de efeito pode estar relacionada aos diferentes
métodos e tempos experimentais aplicados. No presente estudo in-vitro, o tempo de
48h foi investigado, de modo que a fragao de células com marcagéo unica de anexina
V fosse observavel, independentemente da dupla marcacao tardia com iodeto de
propidio, que ocorre tanto em células em processo de apoptose tardia quanto em
células necréticas (OANCEA et al., 2006). No estudo de XIONG et al. (2016), o
marcador iodeto de propidio ndo foi utilizado e os autores avaliaram o efeito do
Venetoclax no tempo de 72h. Entretanto, recomenda-se cautela na interpretacao
desses achados uma vez que a auséncia do marcador iodeto de propidio limita a
capacidade de discriminacdo entre células em processo de apoptose precoce,
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apoptose tardia ou necrose. Desse modo, para a validacdo desses achados, futuros
estudos com multiplos tempos experimentais s&o encorajados.

Além dos efeitos biolégicos ja apresentados, tem-se proposto, ainda, que as
proteinas da familia BCL-2 podem atuar além da regulagdo de mecanismos de morte
celular, com possiveis efeitos na capacidade de migracdo e invasdo de células
tumorais (UM, 2016). No presente estudo in-vitro, apesar de diferengas
estatisticamente significativas ndo terem sido observadas entre os compostos
Venetoclax e Navitoclax, o composto Venetoclax inibiu de modo significativo a
migragao celular em relagéo ao controle (tempo de 24h e concentragdo de 10 uM),
diferenca a qual ndo foi observada considerando o Navitoclax nos mesmos
parametros experimentais. Esse resultado pode sugerir um papel relevante da
proteina BCL-2, em particular, na capacidade de migracao das células de CEB
investigadas. Nesse contexto, um estudo prévio investigando a capacidade de
migragéo e invasao de células de carcinoma colorretal indicou que houve redugao
significativa na capacidade de migragdo frente ao knockdown (através de &acido
ribonucleico [RNA, do inglés ribonucleic acid] silenciador) das proteinas BCL-2, BCL-
XL e MCL-1; dentre elas, o knockdown da proteina BCL-2 resultou na inibicdo mais
proeminente da capacidade de migracao (KOEHLER et al., 2013).

Os efeitos das proteinas da familia BCL-2 sobre as capacidades de migracao
e invasao celular ainda s&o pouco compreendidos na literatura, entretando, tem-se
proposto que elas possam estar envolvidas na regulagido da respiragao mitocondrial
e produgéo de ROS pelas células tumorais (UM, 2016). Uma produ¢do aumentada de
ROS tem sido relacionada ao rearranjo do citoesqueleto, regulagdo de vias de
sinalizacao e atividades transcricionais que podem favorecer a migracao e invasao
celular (TOCHHAWNG et al., 2013). Nesse contexto, tem-se sugerido que compostos
miméticos de BH3 possam atuar como supressores da producédo de ROS através da
ativagdo das proteinas BAX/BAK, as quais apresentam efeitos inibitérios sobre a
atividade do complexo-l da cascata respiratéria da mitocdndria, o qual € uma das
principais fontes de produ¢do de ROS em células tumorais (KIM et al., 2014).

Similarmente, vale destacar que a evidéncia cientifica atual acerca do papel
das proteinas BCL-2 sobre a regulagao da capacidade de proliferagao celular ainda é
incipiente. Nesse contexto, o presente estudo in-vitro demonstrou que os compostos
Navitoclax e Venetoclax apresentaram capacidade de inibir a proliferacdo celular

comparado ao controle no tempo de 72h. Apesar de metodologias distintas para
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quantificacdo da proliferacdo celular, resultados similares foram observados em
estudos prévios considerando linhagens de carcinoma de cabega e pescogo tanto
para o composto Navitoclax (TUOMAINEN et al., 2021) quanto Venetoclax (XIONG et
al., 2016). Esse é um efeito paradoxal dos compostos miméticos de BH3 uma vez que
a literatura sugere que as proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2, em
circunstancias fisiologicas, exercem uma fungdo antiproliferativa através do
prolongamento das fases G0-G1 do ciclo celular (JANUMYAN et al., 2003).

E possivel sugerir, portanto, que a inibicdo da proliferacdo celular pelos
miméticos de BH3 possa estar relacionada a outros mecanismos, tais como supressao
da producédo de ROS, um mecanismo ja discutido no que tange a inibicdo da migragéo
celular. Entretanto, considerando a proliferacao celular, tem-se sugerido que uma alta
concentracdo endoégena de ROS em células tumorais possa estar relacionada a
ativagcdo das vias proteino-quinases ativadas por mitdgenos (MAPK, do inglés
mitogen-activated protein kinase) e quinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK
1/2, do inglés extracellular-regulated kinase 1/2), as quais estédo relacionadas a um
aumento da capacidade de proliferagao celular (LIOU e STORZ, 2010). Vale ressaltar
que esses mecanismos ainda sao pouco explorados e futuros estudos sdo sugeridos
para elucidar as vias pelas quais os miméticos de BH3 possam atuar sobre a
capacidade de migragao e proliferacao de células tumorais.

Além dos efeitos anticancer diretos sobre células tumorais, potenciais efeitos
anticancer indiretos tém sido propostos considerando a acdo de determinados
miméticos de BH3 sobre componentes do microambiente tumoral, especialmente
células que expressam um fendtipo senescente (SCHOSSERER, GRILLARI e
BREITENBACH, 2017). Os potenciais efeitos senoliticos dos miméticos BH3 sobre
células senescentes pode estar relacionado a dependéncia dessas células
considerando a superexpressao de proteinas da familia BCL-2 para manutencio da
viabilidade celular (GHOLIZADEH et al., 2016; YOSEF et al., 2016). Estudos prévios
tém sugerido que o composto Navitoclax possa exibir um potente efeito senolitico
sobre células senescentes de diferentes origens (ZHU et al., 2016). Entretanto, no
presente estudo in-vitro, os fibroblastos orais senescentes nao apresentaram
susceptibilidade aos compostos Navitoclax e Venetoclax nas concentracbes
citotoxicas para células de CEB, sugerindo que mecanismos de resisténcia

subjacentes possam estar presentes nessas células.
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Nesse contexto, tem-se sugerido que, assim como em tumores sélidos, a
expressao das multiplas proteinas BCL-2 em células senescentes é variavel, podendo
conferir resisténcia aos miméticos de BH3 em decorréncia da superexpressao de
proteinas fora-do-alvo (HU et al., 2022). Resultados da literatura corroboram essa
hipotese, uma vez que o composto Navitoclax se apresenta como um potente agente
senolitico para fibroblastos senescentes originados do pulméao (ZHU et al., 2016),
porém nao exibe efeitos citotoxicos sobre fibroblastos senescentes originados do
prepucio (CHO et al., 2020), sugerindo que a heterogeneidade na expressdo das
proteinas BCL-2 pode estar relacionada ao tecido de origem. Nesse contexto, com
base nos achados do presente estudo in-vitro, uma das hipdteses € que fibroblastos
senescentes originados da cavidade oral possam apresentar relagao de dependéncia
com a proteina MCL-1, uma vez que nao € um alvo molecular dos compostos
Navitoclax ou Venetoclax.

Vale ressaltar que, além da possivel influéncia do tecido de origem, o método
de inducdo de senescéncia em estudos in-vitro também pode ser um fator que
contribui para a heterogeneidade na expressao das proteinas BCL-2. Um estudo
prévio identificou que diferentes métodos de indugéo de senescéncia (p. ex. exaustao
replicativa, indugdo por oncogenes e tratamento com etoposideo [agente indutor de
dano ao DNA]) resultaram em diferentes expressdes das proteinas da familia BCL-2,
especialmente da proteina MCL-1 (YOSEF et al., 2016). A indugdo da senescéncia
por estresse oxidativo nao foi avaliada nesse estudo prévio, entretanto, com base nos
achados do presente estudo in-vitro, € possivel hipotetizar que a indugdo da
senescéncia por meio de tratamento com peroxido de hidrogénio possa estar
associada a um aumento de expressao da proteina MCL-1 em fibroblastos orais,
conferindo, assim, a resisténcia aos compostos Navitoclax e Venetoclax observada.

Tem-se proposto, entretanto que outras vias podem estar envolvidas no
mecanismo de resisténcia a morte celular pelas células senescentes, incluindo a
participagdo de componentes pds-mitocondriais, como uma disfun¢do na cascata de
caspases, em particular a perda de atividade da caspase-3 (MARCOTTE, LACELLE
e WANG, 2004). Esses achados sugerem que a resisténcia a morte celular presente
em células senescentes pode nao ser unicamente dependente da superexpressao de
proteinas antiapoptéticas da familia BCL-2, o que pode afetar diretamente a
susceptibilidade aos miméticos de BH3 e outras terapias com agdo em componentes
pré- ou trans-mitocondriais (HU et al., 2022). Desse modo, futuros estudos séao
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indicados visando aprofundar os conhecimentos acerca dos mecanismos moleculares
que conferem resisténcia a morte celular (e aos miméticos de BH3 investigados) no
contexto dos fibroblastos senescentes originados da cavidade oral.

Vale apontar que o presente estudo apresenta determinadas limitagdes. Apesar
dos efeitos anticancer relevantes de ambos os compostos sobre linhagem de CEB
investigada, a dependéncia celular em relagdo a expressao da proteina MCL-1, em
particular, ndo foi explorada. A mesma limitagcdo se aplica aos HGF com fendtipo
senescente, os quais podem ter apresentado resisténcia aos efeitos dos miméticos de
BH3 investigados através da superexpressédo da proteina MCL-1. Uma associagao
com compostos inibidores dessa proteina pode, portanto, apresentar um efeito
sinergistico importante, tanto para células de CEB quanto para HGF senescentes.
Uma maior elucidagao acerca da expressao das proteinas BCL-2 frente aos diferentes
meétodos de indugao da senescéncia também é encorajada no contexto de fibroblastos
orais.

No que tange as limitagbes em relagao aos ensaios realizados, destaca-se que,
apesar da técnica "serum starvation" minimizar o efeito da proliferagdo celular no
ensaio de migragao, o uso de inibidores de proliferagdo, como a Mitomicina C, pode
resultar em resultados mais acurados, especialmente em tempos de
acompanhamento mais longos (GRADA et al., 2017). Ainda, considerando a linhagem
CAL27, em particular, uma vez que a CC50 dos compostos Navitoclax e Venetoclax
€ de aproximadamente 20 uM em 48h, destaca-se que o efeito observado nessa
concentracao e tempo pode ser atribuido, em parte, a citotoxicidade dos compostos.

Por ultimo, ressalta-se que, no presente estudo, foram utilizados fibroblastos
orais obtidos a partir de cultura primaria. O uso de culturas primarias apresenta
determinadas vantagens comparado a linhagens imortalizadas, tais como uma
resposta biolégica mais comparavel aos modelos in-vivo frente a intervencbes
farmacolégicas (PAN et al., 2009). No entanto, linhagens primarias apresentam baixa
reprodubilidade entre diferentes estudos e, apesar do processo de imortalizacdo poder
desencadear alteragdes fenotipicas e em determinadas vias moleculares (ALGE et al.,
2006), a investigacao de linhagens imortalizadas também é encorajada tendo em vista
o0 maior potencial de replicabilidade e comparabilidade dos achados entre diferentes

grupos de pesquisa.
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8 CONCLUSAO GERAL

A partir da analise de estudos da literatura, concluiu-se que os compostos
miméticos de BH3 apresentaram uma proeminente capacidade de indugdo da morte
celular e inibicado do crescimento tumoral em pesquisas pré-clinicas. Alguns desses
compostos apresentaram efeitos anticancer fora-de-alvo considerando o mecanismo
de agdo dos miméticos de BH3 (tais como indu¢cdo de autofagia), devendo ser
considerados, portanto, miméticos de BH3 putativos. Outros, como ABT-737,
Navitoclax e Venetoclax, foram considerados como miméticos de BH3 validados,
exibindo efeitos anticancer proeminentes, especialmente através da inducdo da
apoptose de células tumorais.

Considerando o estudo in-vitro realizado, concluiu-se que tanto o composto
Navitoclax quanto o Venetoclax demonstraram efeitos citotoxicos relevantes
considerando a linhagem de CEB investigada. Ainda, esses compostos apresentaram
substancial inibicdo da capacidade de proliferagédo e migragdo dessas células. Esses
efeitos bioldgicos ndo foram observados em HGF nao-senescentes, sugerindo que o
efeito dos miméticos de BH3 investigados foi seletivo as células tumorais em estudo.

Ainda, o composto Navitoclax apresentou capacidade relevante de induzir
morte celular pelo mecanismo de apoptose. Apesar do composto Venetoclax nao ter
apresentado aumento significativo dos marcadores de morte celular, ndo se pode
desconsiderar outros potenciais efeitos anticancer observados. No que tange os HGF
com fendtipo senescente, nenhum dos compostos investigados apresentou efeito
citotéxico relevante, o que foi corroborado pela auséncia de marcadores de morte
celular. Esses achados sugerem que HGF com fendtipo senescente podem
apresentar expressdao aumentada de proteinas da familia BCL-2 que nao sao alvos
moleculares dos compostos em estudo (como a MCL-1) ou, ainda, depender
majoritariamente de mecanismos distintos de resisténcia a morte celular, como uma
perda de atividade de determinadas caspases.

Recomendam-se, portanto, futuros estudos para a validacdo desses achados
e também para aprofundar o conhecimento cientifico acerca dos mecanismos de

resisténcia a morte celular dos fibroblastos orais com fenétipo senescente.
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APENDICES

Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
UF S(C DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa intitulada “Estabelecimento de
cultura primaria de fibroblastos humanos a partir de tecido gengival“. Este documento
visa providenciar informagbes sobre a pesquisa a qual vocé estd sendo convidado (a) a
participar. Além disso, visa firmar um acordo, por escrito, mediante o qual vocé autoriza a
participacdo com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos, sem qualquer coacao.
Sua participagao nesse estudo € importante, mas a decisao de participar € voluntaria, o que
significa que vocé tera o direito de decidir se deseja ou ndo participar. Vocé podera retirar seu
consentimento de participagdo a qualquer momento, sem prejuizos de qualquer natureza,
bastando para isso fazer contato por e-mail e/ou telefone que estao no fim deste termo.

OBJETIVO DO ESTUDO

Esta pesquisa visa estabelecer uma cultura primaria de fibroblastos humanos a partir de tecido
gengival. A sua participagdo na pesquisa ocorrera através da doagao do tecido proveniente de
cirurgia de cunha distal, gengivectomia ou qualquer outra cirurgia bucal com necessidade
previamente determinada e que resultard em tecido gengival que seria descartado ao final do
procedimento. O tecido removido sera processado no Laboratério de Virologia Aplicada (LVA)
para que os fibroblastos (células que estao presentes em abundancia na gengiva) sobrevivam
em meio de cultura e sejam congelados para serem empregados em pesquisas futuras.

PROCEDIMENTOS

e localizar pacientes com necessidade de procedimento cirurgico de cunha distal,
gengivectomia ou outros na clinica de pés-graduacao do Centro de Ensino e Pesquisa em
Implantes Dentérios (CEPID), Departamento de Odontologia, Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC).

e Explicar os propositos da presente pesquisa aos voluntérios, convidando-os a participar.

e Solicitar a leitura e preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

* Processar o tecido gengival humano explantado em condigoes adequadas.

« Estabelecer uma cultura primaria de fibroblastos a partir do tecido explantado.

e Cultivar a linhagem de cultura primaria dos fibroblastos humanos até a sexta passage.

e Congelar as células da cultura priméria estabelecida em condi¢ées adequadas.

RISCOS E DESCONFORTOS

Esta pesquisa ndo envolve riscos ou desconforto fisicos ADICIONAIS, uma vez que a
necessidade de cirurgia foi previamente determinada. Caso vocé sinta algum desconforto,
pedimos que use a medicagao prescrita pelo cirurgiao-dentista que realizou o procedimento
cirrgico e nos comunique para gue possamos ouvi-lo. Garantimos que sera mantida a
confidencialidade e o anonimato das informagodes, portanto, o seu nome nao sera divulgado
nas publicagcdes em eventos cientificos e/ou artigos oriundos da pesquisa. Existe, entretanto, o
risco de quebra de sigilo, ainda que involuntario e ndo intencional.

ARMAZENAMENTO DO MATERIAL BIOLOGICO

Informamos que estamos seguindo todas as orientagoes da Resolucéo 441/2011 do Conselho
Nacional de Saude (CNS) no que diz respeito ao armazenamento e a utilizacdo de material
biolégico humano com finalidade de pesquisa. Os dados fornecidos, coletados e obtidos a
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partir deste projeto poderdo ser utilizados em pesquisas futuras. O material biolégico coletado
sera armazenado em local de acesso restrito, nas dependéncias do LVA, localizado no Centro
de Ciéncias Biologicas da UFSC. As informagdes que poderdo ser obtidas a partir da utilizagao
do material biolégico estdo relacionadas ao estudo de eventos/respostas celulares e da
expressdo de genes/proteinas. Sera garantido o seu acesso aos resultados das pesquisas
mediante contato com o pesquisador responsavel conforme descrito ao final deste termo. A
cessao dos direitos sobre o material armazenado poderd ser realizada em qualquer tempo por
vocé ou, em caso de obito/condigdo incapacitante, por seus sucessores ou outros por vocé
indicados.

ASPECTOS ETICOS

Informamos que todas as orientagdes da Resolucao 466/2012 do CNS estao sendo seguidas.
A sua participacédo no estudo ndo acarretard custos para o (a) senhor (a) e nao sera
disponibilizada nenhuma compensacdo financeira adicional. Diante de envetuais custos
adicionais e/ou danos decorrentes da pesquisa, desde que devidamente comprovados, vocé
sera ressarcido e/ou indenizado conforme garante a Resolugdo 466/2012. Este documento
sera elaborado em duas vias e vocé recebera uma cdpia deste termo assinado e rubricado em
todas as suas folhas.

INFORMACOES PARA CONTATO

Em qualquer momento, vocé poderd entrar em contato com a pesquisadora responsavel
(Ariadne Cristiane Cabral da Cruz) pelo telefone (48) 98406-1859, pelo e-mail
ariadnecruz@hotmail.com ou pelo endere¢co Campus Florianépolis, Delfino Conti, s/n —
Trindade, Departamento de Odontologia, Florianépolis-SC. Duvidas sobre a pesquisa
envolvendo principios éticos poderdo ser questionadas ao Comité de Etica em Pesquisa da
UFSC localizado no Prédio Reitoria Il, 4° andar, sala 401, Rua Desembargador Vitor Lima, n°
222, Trindade, Floriandpolis/SC.  Telefone  para  contato  (48) 3721-6094,
cep.propesq@contato.ufsc.br. Horario de funcionamento de 22 a 62 feira das 10h00 as 12h00 e
das 16h00 as 18h00.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu, , portador do RG de numero
, fui informado (a) dos objetivos da pesquisa de maneira
clara e detalhada e esclareci minhas dividas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar
novas informacées e modificar minha decisao se assim o desejar. Em caso de duvidas, poderei
fazer contato com a pesquisadora Ariadne Cristiane Cabral da Cruz. Recebi uma cépia deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dado a oportunidade de ler a esclarecer as
minhas dlvidas. Declaro que concordo em participar deste estudo. Se nao ha qualquer duvida
em relagao a esta pesquisa e se concorda em participar, solicitamos que assine este Termo de
Consentimento. Agradecemos a sua atengdo e sua colaboragdo, colocamo-nos a sua
disposigéo para quaisquer esclarecimentos.

Floriandpalis, de de

Assinatura do Participante da Pesquisa/Responsavel Legal

Ariadne Cristiane Cabral da Cruz — Pesquisadora/Docente de Odontologia
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ANEXOS

Anexo A - Aprovagéo do projeto no comité de ética (CEPSH-UFSC)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estabelecimento de cultura priméria de fibroblastos humanos a partir de tecido
gengival.

Pesquisador: ARIADNE CRISTIANE CABRAL DA CRUZ

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 22712619.5.0000.0121

Instituicdo Proponente: Departamento de Odontologia

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.700.997

Apresentacao do Projeto:

" Estabelecimento de cultura primaria de fibroblastos humanos a partir de tecido gengival.". A pesquisa se
baseia na obtencao de amostras de tecido gengival e estabelecimento de culturas primarias de fibroblastos
humanos a partir de tecido de dez voluntarios, ndo havendo necessidade de cegamento ou desenhos
experimentais. O emprego das técnicas de cultivo celular apresenta indmeras vantagens, como a
possibilidade de controlar o ambiente fisico-quimico da andlise, tais como pH, temperatura e osmolaridade;
controlar as condicdes fisioldgicas, através do controle das concentracdes de nutrientes; permitir
homogeneidade da linhagem celular, utilizando-se meios seletivos; realizar a caracterizagéo celular, através
de métodos enzimaticos e citoquimicos; conservar as células mantendo-as em nitrogénio liquido;
economizar reagentes; controlar a concentragdo e o tempo, definindo-se assim doses terapéuticas; e
principalmente reduzir o uso de animais, ja que algumas vezes o teste em cultura celular mostra que nao é
interessante proceder a testes posteriores, como andlise em animais e humanos, além de que certos tipos
de teste podem substituir o emprego de animais

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
Estabelecer culturas priméarias de fibroblastos a partir de tecido gengival humano.

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n® 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesg@contato.ufsc.br
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SANTA CATARINA - UFSC 29‘013

Continuacao do Parecer: 3.700.997

Objetivo Secundario:

Etapa 1:

- Localizar dez pacientes na clinica de P6s-graduacgéo do Centro de Ensino e Pesquisa em Implantes
Dentarios (CEPID), Departamento de Odontologia, Centro de Ciéncias da Salde, que necessite de um
procedimento de cunha distal;

- Explicar aos pacientes os objetivos e etapas da

presente pesquisa e solicitar que ele autorize a utilizagao deste tecido removido da cunha distal (explante),
que seria descartado;- Obter as amostras

de tecido gengival humano.

Etapa 2:

- Processar os tecidos (explantes) em condigées adequadas para estabelecer culturas primarias de
fibroblastos;

- Cultivar as linhagens de cultura priméria de fibroblastos humanos até a sexta passagem.

Etapa 3:

- Congelar os fibroblastos humanos da cultura

primaria estabelecida e utiliza-los posteriormente para avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade de produtos
e compostos em fase experimental.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa ndo envolve riscos nem desconfortos ADICIONAIS ao paciente, uma vez que o tecido gengival
humano que serd empregado para estabelecer a cultura primaria sera obtido de procedimentos cirtirgicos,
em pacientes que necessitem deste procedimento e no qual este tecido seria posteriormente descartado.

Beneficios:

As culturas primarias estabelecidas poderdao ser empregadas futuramente em ensaios de citotoxicidade e
genotoxicidade preliminares, reduzindo e em alguns casos eliminando a utilizacdo de animais nas
pesquisas. Além disso, a utilizagdo dessas células em pesquisas pode contribuir

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n? 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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para o conhecimento generalizavel acerca dos ensaios realizados, especialmente no que tange o uso de
produtos e farmacos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquisa da Profa. Dra. Ariadne Cristiane Cabral da Cruz do
Departamento de Odontologia da UFSC. Projeto que visa estudar técnicas de cultivo celular, empregadas
para varios propésitos dentro da area biotecnoldgica, sendo um deles os testes de citotoxicidade e
genotoxicidade de produtos e farmacos. A realizacao deste trabalho permitira o estabelecimento de uma
cultura primaria de fibroblastos a partir do tecido gengival humano. A linhagem celular estabelecida podera
ser empregada para testes de citotoxicidade e genotoxicidade de produtos e farmacos, diminuindo e em
alguns casos eliminando o uso de animais em pesquisas desta natureza. O tema tem relevancia cientifica
para a area, entretanto ndo se encontra devidamente constituido uma vez que o propésito da pesquisa é
cultivo de células a partir de amostras de tecido gengival de dez voluntérios para posterior armazenamento e
utilizagao em pesquisas futuras. O tema tem relevancia cientifica, a documentagao esta completa e o TCLE
apresentado além de cumprir todas as exigéncias da Resolucdo CNS n%466/12 e suas complementares,
também atende a Resolugao CNS n?41/12 que trata do uso de materiais bioldgicos para posterior
armazenamento em Bio Banco e seu uso em pesquisas futuras. Assim, recomendamos a sua aprovagao.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Foram apresentados os seguintes documentos obrigatoérios:
1) PB - INFORMAGOES BASICAS DO PROJETO;

O TCLE atende na integra as Resolugdes CNS n°466/12 e n°441/12.

Recomendacoes:

Por recomendacéo da CONEP, retirar do TCLE a palavras doacéo do tecido , substituindo ceder ou fornecer
o material proveniente de cirurgia de cunha distal, ou qualguer outra cirurgia bucal. Cabe esclarecer que a
legislacdo brasileira tem regras bem definidas para a doacéo de células, tecido e

Enderego: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n? 222, sala 401

Bairro: Trindade CEP: 88.040-400
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6rgaos para a assisténcia a saude, mas nao para o cenario da pesquisa. Desta forma, o participante de
pesquisa néo “doa” o material biolégico, mas o cede ou o fornece para a pesquisa (consultar o MANUAL DE
ORIENTAGAQ: PENDENCIAS FREQUENTES EM PROTOCOLOS DE PESQUISA CLINICA).

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Néo foram detectadas pendéncias ou inadequagdes neste projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 24/10/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1437266.pdf 08:37:34
Outros RESPOSTA_AS_PENDENCIAS.docx 24/10/2019 |ARIADNE Aceito

08:35:51 |CRISTIANE CABRAL
TCLE / Termos de | TCLE.doc 24/10/2019 |ARIADNE Aceito
Assentimento / 08:35:29 |CRISTIANE CABRAL
Justificativa de DA CRUZ
Auséncia
Projeto Detalhado / | projeto_pesquisa.docx 24/10/2019 |ARIADNE Aceito
Brochura 08:35:15 |CRISTIANE CABRAL
Investigador DA CRUZ
Declaragéo de Declaracao_pesquisadores.doc 26/09/2019 |ARIADNE Aceito
Pesquisadores 15:49:19 |CRISTIANE CABRAL|
Folha de Rosto Folha_Rosto.pdf 26/09/2019 |ARIADNE Aceito
15:46:25 |CRISTIANE CABRAL

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

FLORIANOPOLIS, 12 de Novembro de 2019

Assinado por:
Maria Luiza Bazzo
(Coordenador(a))

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina, Prédio Reitoria Il, R: Desembargador Vitor Lima, n? 222, sala 401
Bairro: Trindade CEP: 88.040-400

UF: SC Municipio: FLORIANOPOLIS

Telefone: (48)3721-6094 E-mail: cep.propesq@contato.ufsc.br
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Anexo B - Artigos cientificos aceitos ou publicados durante o periodo do doutorado
(agosto de 2018 até agosto de 2022).

Dentomaillofacial Radiology (2018) 47, 20180112
© 2018 The Authors. Published by the British Institute of Radiology

birpublications.org/dmfr

SYSTEMATIC REVIEW
Prevalence of radiographic findings on jaws exposed to
antiresorptive therapy: a meta-analysis

'Kamile Leonardi Dutra, 'Leticia Fernanda Haas, °Glaucia S Zimmermann, 'Gilberto Melo,

*Mariana Comparotto Minamisako, “Carlos Flores-Mir and *Marcio Corréa

School of Dentistry, Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina, Brazil; > Department of Dentistry,
Federal University of Santa Catarina, Florianopolis, Santa Catarina, Brazil; JCEPON, Oncological Research Center, Floriandpolis,
Santa Catarina, Brazil; *School of Dentistry, Faculty of Medicine and Dentistry, University of Alberta, Edmonton, AB, Canada

Objectives: Determine the prevalence of radiographic findings (RF) on both jaws among
patients receiving antiresorptive bone therapy.

Methods: Six clectronic databases and partial grey literature were searched. Data was
collected based on predetermined criteria. The key features from the included studies were
extracted. The MAStARI tool assessed the potential risk of bias (RoB) among the studies,
while the GRADE approach determined the level of evidence.

Results: 29 studies were identified and included in the qualitative analysis, totalling 1133
patients. 27 studies had sufficient data to be included in a series of meta-analysis reporting
12 types of radiographic findings, and were split in two groups based on their study design.
G1 comprised descriptive observational studies and G2 analytical cross-sectional studies. Two
studies presented a high RoB, 16 had a moderate RoB, and 11 had low RoB. The overall
level of evidence identified was very low. The most frequent RF were mixed lytic-sclerotic
areas (73.88%), followed by osteolytic changes (66.18%), osteosclerosis (65.75%), cortical bone
crosion (50.83%), persisting alveolar socket (45.77%), periodontal ligament (PDL) widening
(44.69%), and inferior alveolar canal (IAC) involvement (43.40%). Less frequent, but equally
important, were the periosteal reaction (34.27%), lamina dura thickening (32.97%), seques-
trum (29.94%), pathologic fracture (20.90%), and density confluence of cortical and cancel-
lous bone (16.61%). 20 patients reported no signs.

Conclusions: RF prevalence was high and mainly included mixed lytic-sclerotic areas, osteol-
ysis, osteosclerosis, cortical bone erosion, persisting alveolar socket, PDL-widening, [AC-in-
volvement. Due to the very low level of evidence (GRADE) caution should be exercised when
considering these findings.

Dentomaxillofacial Radiology (2018) 47, 20180112. doi: 10.1259/dmfr.20180112

Cite this article as: Dutra KL, Haas LF, Zimmermann GS, Melo G, Minamisako MC,

Flores-Mir C, et al. Prevalence of radiographic findings on jaws exposed to antiresorptive
therapy: a meta-analysis. Dentomaxillofac Radiol 2018; 47: 20180112.

Keywords: antiresorptive Agents; dental radiography; jaw; systematic review
Introduction

Antiresorptive bone therapy consists of regu-  myeloma, bone metastasis of solid tumors, osteitis

larly administration of antiresorptive drugs, such
as bisphosphonates (BP). BP are synthetic drugs
commonly prescribed intravenously for treating many
osseous diseases involving lytic bone, such as multiple
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deformans (Paget’s disease), and osteogenesis imper-
fecta, as well as prescribed orally for treatment and
prevention of osteoporosis."? These drugs are potent
inhibitors of osteoclast-mediated bone resorption
acting through the inhibition of bone remodeling
capability, and indirectly preventing the loss of bone
mass, pathologic fractures, pain or hypocalcemia; all
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Abstract

Background: To investigate the prevalence of malignant and potentially malignant lesions of the lip in an oral pa-
thology service and to compare these data with a literature review.

Material and Methods: A total of 3173 biopsy reports and histopathological records were analyzed. Cases with a
histological diagnosis of actinic cheilitis (AC) with or without epithelial dysplasia, in situ carcinoma, or lip squa-
mous cell carcinoma (LSCC) were included. A comprehensive literature review was conducted to investigate the
prevalence of AC and/or LSCC.

Results: 124 cases (3.91%) were included, 75 (60.5%) had some degree of epithelial dysplasia and 31 (25.0%) were
LSCC. Clinically, most of the lesions were diagnosed as AC (50.8%); however, eight cases clinically reported as
AC were histologically diagnosed as LSCC. Regarding clinical characteristics, most individuals were fair-skinned
male, with mean age of 54.3+12.3 years, and with a history of long-term solar exposure. Furthermore, 18 articles
were selected from the literature, showing that the lower lip was predominantly affected and that most individuals
were males, fair-skinned, and older than 40 years.

Conclusions: Since most of the cases diagnosed clinically as AC presented some degree of epithelial dysplasia, it is
important to emphasize the value of biopsy and the histological evaluation of this lesion.

Key words: Actinic cheilitis, Precancerous conditions, In situ carcinoma, Oral diagnosis, Mouth neoplasms.

Introduction furthermore, the survival rate of this disease is approxi-
Oral cancer is one of the most frequent malignant neo- mately 50% in five years (2). Considering only lip squa-
plasia among Brazilian individuals, this malignancy is mous cell carcinoma (LSCC), the survival rate increases;
the fifth more frequent among Brazilian males and the however, the treatment can have several consequences,
twelfth among Brazilian females (1). In 2018, 11.2 new especially whenever surgery is necessary, since it can
cases were estimated per 100.000 male Brazilians (1); cause deformation and, consequently, affect the patient’s
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1 | INTRODUCTION

| André Luis Porporatti':? | Graziela De Luca Canto'"?

Objective: To assess the prevalence of oral mucosal disorders during pregnancy.
Methods: Observational studies were selected by two reviewers in a two-phase pro-
cess. Search strategies were applied at CINAHL, LILACS, LIVIVO, PubMed, Scopus,
Web of Science, Google Scholar, OpenGrey, and ProQuest. The risk of bias was as-
sessed using the Joanna Briggs Institute's Critical Appraisal Checklist for Studies
Reporting Prevalence Data. Synthesis of results was calculated by the software R
Statistics version 3.5.1 (The R Foundation, Vienna, Austria). Confidence in cumula-
tive evidence was assessed by using the Grading of Recommendations Assessment,
Development, and Evaluation (GRADE) criteria.

Results: Fifteen studies met the eligibility criteria and were selected for qualitative
synthesis and meta-analysis, of which 5935 participants were enrolled. The overall
prevalence of oral mucosal disorders was 11.8%. Gingival hyperplasia (17.1%), morsi-
catio buccarum (10%), oral candidiasis (4.4%), pyogenic granuloma (3%), and benign
migratory glossitis (2.8%) were the most prevalent lesions. The overall risk of bias
was considered moderate, and the quality of evidence was very low.

Conclusion: Disorders of the oral mucosa were present in approximately 1 out of 10
pregnant women. Gingival hyperplasia was the most prevalent lesion. Further studies
should apply homogeneous methodology to improve the quality of evidence.

KEYWORDS
evidence-based dentistry, oral disorders, pregnancy, systematic review

may lead to a proinflammatory state.* The association between in-
crease of hormonal levels and chemical factors can lead to modifi-

During pregnancy period, female's body passes through many alter-
ations for the fetus development. Some of these changes increase
the susceptibility of disorders in the organism. Oral complications
are mostly related to immune and hormonal changes.1

The innate immune defense of periodontal tissues is affected by
the reduction of peripheral neutrophils activity, thereby facilitating
theinflammatory state of oral mucosa.? Progesterone, estrogen, and
chorionic gonadotropin are related to increased vascular permeabil-
ity and proliferation.® Augmented concentration of chemical media-
tors, such as prostaglandins, and changes in the fibrinolytic system

cations in vascular response and connective tissue turnover of the
periodontium that can explain a higher inflammation during preg-
nancy.zAugmented hormonal levels can be related to changesin the
oral microbiota during pregnancy, with an increased proportion of
anaerobic and aerobic bacteria, such as Bacteroidesmelaninogenicus,
Prevotellaintermedia, and Porphyromonasgingivalis.'-

Stress and anxiety during pregnancy contribute to poor oral hygiene,
potentially resulting in an increase in the number of intraoral lesions.®’

The most prevalent oral lesions during pregnancy cited in
the literature are pyogenic granuloma, gingival hyperplasia, oral

270 | © 2019 John Wiley & Sons A/S.
Published by John Wiley & Sons Ltd

wileyonlinelibrary.com/journal/jop

J Oral Pathol Med. 2019:48:270-277.

203



Received: 6 August 2018

Revised: 2 January 2019

Accepted: 21 February 2019

DOI: 10.1111/joor. 12785

REVIEW

WILEY

Association between sleep bruxism and anxiety symptoms in
adults: A systematic review

Helena Polmann!

Juliana Stuginski-Barbosa?®

Bruce D. Dick* | Carlos Flores-Mir*

!Department of Dentistry, Brazilian Centre
for Evidence-Based Research, Federal
University of Santa Catarina (UFSC),
Florianépolis, Brazil

2Bauru School of Dentistry, University of
S3o Paulo (USP), Sdo Paulo, Brazil

SLaboratory of Oral Histopathology, Health
Sciences Faculty, University of Brasilia
(UnB), Brasflia, Brazil

“Faculty of Medicine and
Dentistry, University of Alberta, Edmonton,
Alberta, Canada

Correspondence

Helena Polmann, Department of Dentistry,
Brazilian Centre for Evidence-Based
Research, Federal University of Santa
Catarina (UFSC), Florianépolis, Brazil.
Email: hpolmann@hotmail.com

Funding information

Helena Polmann is supported by CAPES
(Coordination for the Improvement of
Higher Education Personnel), Ministry of
Education, Brazil, under the grant number
1804059. Gilberto Melo is supported by
FAPESC (Fundacao de Amparo a Pesquisa
e Inovacao do Estado de Santa Catarina),
Ministry of Education, Brazil, under the
grant number 88887.200723/2018-00.

| Eliete Neves da Silva Guerra®

| Fabio Luiz Domingos® | Gilberto Melo!® |

| André Luis Porporattil |

| Graziela De Luca Canto®

Summary

Background: The purpose of this systematic review was to evaluate the association
between sleep bruxism (SB) and anxiety symptoms in adults.

Methods: A systematic review was performed and studies assessing SB by means of
questionnaires, clinical examination and/or polysomnography (PSG), and validated
questionnaires to assess anxiety, were included. Search strategies were developed
for seven main electronic databases. Risk of bias was assessed using the Joanna
Briggs Institute Critical Appraisal Checklist for Analytical Cross-Sectional Studies,
and confidence in cumulative evidence was evaluated using the Grading of
Recommendations Assessment, Development and Evaluation criteria.

Results: Eight cross-sectional studies were included, of which five were judged with
low and three with moderate risk of bias. No association with SB was observed in
three studies that investigated generic levels of anxiety, while other two papers that
evaluated generic anxiety levels through the State-Trait Anxiety Inventory (STAI)
found a positive association with probable and definite SB in both STAI-1 and STAI-2
subscales. Only one study evaluated dental anxiety in particular and an association
with probable SB was observed regarding very anxious or extremely anxious scores.
Two studies assessed specific symptoms of anxiety using the panic-agoraphobic
spectra evaluation (PAS-SR) questionnaire. Significantly higher PAS-SR total scores
were observed in both studies with regard to SB. No study with definitive assess-
ment of SB was identified.

Conclusion: Current literature is controversial regarding an association between SB
and generic symptoms of anxiety in adults. It seems that some specific symptoms of

the anxiety disorders spectrum might be associated with probable SB.

KEYWORDS
anxiety, evidence-based dentistry, sleep bruxism, systematic review

482 | © 2019 John Wiley & Sons Ltd
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Purpose: This systematic review aimed to investigate the prevalence of odontogenic cysts and tumors
associated with impacted third molars (ITM).

205

Methods: Only studies that performed histopathological diagnosis of lesions were eligible for inclusion.
Five main electronic and three grey literature databases were searched. Risk of bias (RoB) of included
articles was assessed using the Joanna Briggs Institute Critical Appraisal Checklist for Studies Reporting

Available online 30 March 2019

Keywords: Prevalence Data.

]'Y:ﬁ]l_zr Results: From 1,300 studies identified, 16 met the inclusion criteria. Seven studies were classified as high,
Pathology seven as moderate, and two as low RoB. The prevalence of odontogenic cysts and tumors associated with
Jaw cysts ITM was 5.3% (95%Cl: 3.1%—8.1%) of ITM. Odontogenic cysts in particular were found in 4.4% (95%Cl: 2.5

—6.8%) of the extracted ITM, whilst odontogenic tumors in 0.5% (95%Cl: 0.2—0.9%). The dentigerous cyst
was mentioned in eleven studies with a pooled prevalence of 2.1% (95%Cl: 1.4—3.1%). The odontogenic
keratocyst was cited by nine studies and had a prevalence of 0.5% (95%Cl: 0.2—0.7%). The radicular cyst
was mentioned only in three articles and the pooled prevalence was 4.7% (95%Cl: 0.0—19.4%)

Conclusion: Odontogenic cysts and tumors were found in 5.3% of ITM extracted. The most common le-

Jaw neoplasms
Systematic review

sions were the radicular cyst, dentigerous cyst, and odontogenic keratocyst.
© 2019 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights

reserved.

1. Introduction

Tooth impaction is a frequent dental condition with prevalence
rates ranging from 0.8 to 3.6% in the general population (Kaszor-
Urbanowicz et al, 2016). Impacted teeth can be classified as
entirely or partially unerupted teeth (Shoshani-Dror et al, 2018).
The most common impacted teeth are the third molars since they
are the last to erupt and usually remain impacted due to the lack of
space in the dental arch (Kaszor-Urbanowicz et al., 2016). Partially
erupted impacted third molars (ITM) have been associated with

* Corresponding author. Department of Pathology, Center of Health Sciences,
Federal University of Santa Catarina, University Campus, Trindade, Floriandpolis,
88040-370, Santa Catarina, Brazil.

E-mail addresses: fernanda.wmello@gmail.com (FW. Mello), melo.gilberto@
hotmail.com (G. Melo), pedrovkammer@gmail.com (PV. Kammer), p.speight@
sheffield.ac.uk (P.M. Speight), riet.elena@gmail.com (E.R.C. Rivero).

https://doi.org[10.1016/j.jcms.2019.03.026

odontogenic infections, such as caries, periodontal diseases, and
pericoronitis. Due to difficulties in reaching partially erupted teeth
during oral hygiene, dental caries and endodontic illnesses are
more frequently observed in comparison to entirely unerupted
teeth (Shoshani-Dror et al., 2018). On the other hand, non-
inflammatory conditions such as the dentigerous cysts (DC),
odontogenic keratocysts (OKC), and ameloblastomas are mostly
related to entirely unerupted ITM (Rakprasitkul, 2001).

In the United States, approximately 3 billion dollars are spent
yearly on the extraction of third molars (Friedman, 2007). The
prophylactic removal of asymptomatic ITM is a commonly per-
formed procedure in oral surgery clinics worldwide (Rafetto,
2015; Alves-Pereira et al,, 2017). Reasons for extracting ITM
include the risk of developing dental caries, pericoronitis, peri-
odontal defects, crowding, and occurrence of different odonto-
genic cysts and tumors (Steed, 2014). However, there is a lack of
substantial evidence supporting the extraction of asymptomatic

1010-5182/@ 2019 European Association for Cranio-Maxillo-Facial Surgery. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Abstract

Objectives: To synthesise available knowledge about both sleep (SB) and awake
bruxism (AB) as depicted by previous published systematic reviews (SR).

Methods: SR investigating any bruxism-related outcome were selected in a two-
phase process. Searches were performed on seven main electronic databases and
a partial grey literature search on three databases. Risk of bias of included SR was
assessed using the “University of Bristol's tool for assessing risk of bias in SR”.
Results: From 1038 studies, 41 SR were included. Findings from these SR suggested
that (a) among adults, prevalence of AB was 22%-30%, SB (1%-15%), and SB among
children and adolescents (3%-49%); (b) factors consistently associated with bruxism
were use of alcohol, caffeine, tobacco, some psychotropic medications, oesopha-
geal acidification and second-hand smoke; temporomandibular disorder signs and
symptoms presented a plausible association; (c) portable diagnostic devices showed
overall higher values of specificity (0.83-1.00) and sensitivity (0.40-1.00); (d) bruxism
might result in biomechanical complications regarding dental implants; however, evi-
dence was inconclusive regarding other dental restorations and periodontal impact;
(e) occlusal appliances were considered effective for bruxism management, although
current evidence was considered weak regarding other therapies.

Conclusions: Current knowledge from SR was mostly related to SB. Higher preva-
lence rates were found in children and adolescents than in adults. Associated factors
and bruxism effects on stomatognathic structures were considerably heterogeneous
and inconsistent. Overall good accuracy regarding portable diagnostic devices was
found. Interventions' effectiveness was mostly inconclusive regarding the majority

of available therapies, with the exception of occlusal appliances.

KEYWORDS
awake bruxism, bruxism, evidence-based dentistry, sleep bruxism, systematic review,
umbrella review
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Abstract

Objectives This systematic review (SR) aimed to summarise and critically appraise available evidence about the association
between the synergistic consumption of alcohol and tobacco and the occurrence of oral squamous cell carcinoma (OSCC).
Materials and methods Observational studies investigating the association between the synergistic consumption of alcohol and
tobacco and OSCC occurrence were included. Studies were selected in a two-phase process and searches were conducted on five
main electronic databases, complemented by three grey literature databases.

Results From 3260 records identified, 33 articles were included for qualitative analysis, of which 15 were included in the meta-
analyses. Overall, the synergistic consumption was positively associated with the occurrence of OSCC (odds ratio [OR] =5.37;
95% confidence interval [95%CI] = 3.54-8.14). Increased odds for OSCC occurrence were observed regarding the synergistic
consumption of alcohol and smoked tobacco (OR =4.74; 95%CI = 3.51-6.40), alcohol and smokeless tobacco (OR =7.78;
95%CI=2.86-21.14), and alcohol, smoked tobacco, and smokeless tobacco (OR =16.17; 95%CI = 7.97-32.79).

Conclusions According to the results of this SR, the synergistic consumption of alcohol and tobacco (both smoked and smoke-
less) significantly increased the odds for the occurrence of OSCC.

Clinical relevance The knowledge provided by this SR may be useful for a better understanding of differences in the effect of
synergistic consumption of alcohol and tobacco products in OSCC development. These data might aid healthcare authorities to
develop measures for tobacco and alcohol control considering the needs of their population.

Keywords Tobacco - Alcohol-related disorders - Mouth neoplasm - Systematic review
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Background: Hip osteoarthritis is one of the major causes of disability worldwide, and although total hip ar-
throplasty is considered effective in the management of this condition, its effects on postural balance remain
unclear.

Research Question: What are the effects of total hip arthroplasty for primary hip osteoarthritis on the postural
balance compared to preoperative status and/or to healthy controls?.

Method: A systematic review was conducted, and the Embase, Latin American and Caribbean Health Sciences
(LILACS), PubMed, Scopus, The Cochrane Library, and Web of Science databases were searched. Randomized
and non-randomized studies were considered eligible for inclusion. The risk of bias of included studies was
assessed using the Joanna Briggs Institute critical appraisal tools.

Results: Among the 41 potentially eligible studies, 13 studies were included for qualitative synthesis—8 studies
had low risk of bias and 5 had moderate risk of bias. Ten studies compared the effects of total hip arthroplasty on
the postural balance in healthy controls. Meanwhile, the remaining 3 studies compared such effects to the
preoperative status only. Comparable results on the postural balance between the intervention and control
groups were observed in 5 studies, whereas 3 studies showed better scores among healthy controls. The other 2
studies reported that postural balance could still be impaired at 6 months to 3 years postoperatively. All 3 studies
with no healthy controls reported an improvement in the postural balance compared to the preoperative status.
Conclusions: Major post-surgical improvements were consistently observed compared to preoperative status,
although postural balance impairment was still noted compared to healthy controls.

Significance: The results of this study might be a useful guide for clinicians on the extent of the therapeutic
effects of hip arthroplasty on postural balance. Furthermore, the standardization of balance assessment tools
could strengthen the certainty of cumulative evidence in future studies.

1. Introduction

[2]. Problems with balance and postural stability are likely to occur in
patients with hip OA due to several reasons. Firstly, damage to joint

Hip osteoarthritis (OA) is a chronic disease with a multifactorial
etiology, and it is generally characterized by cartilage loss, stiffness,
and pain, which might often lead to disability [1]. According to the
Global Burden of Disease Study 2010, which aimed to estimate the
epidemiological levels of 291 diseases across 187 countries, hip and
knee OA was ranked as the 11th highest contributor to global disability

capsule receptors that control posture might occur in an arthritic con-
dition [3]. In addition, since degenerative disorders are usually uni-
lateral in most patients, the position of the pelvis and spine might be
affected in individuals with hip OA, resulting in asymmetric loading of
the lower limbs [4]. Moreover, individuals with hip OA often present
muscular strength loss in the affected limb, which may lead to

= Corresponding author at: Department of Surgery, Federal University of Santa Catarina, University Campus, Mailbox 476 — Trindade, Florianépolis, Santa Catarina,

88040900, Brazil.
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Abstract

Background/Aim: Combat sports might result in injuries to the face and teeth.
However, it is unclear how often they occur and which sports presents the highest
rates. The aim of this study was to investigate the prevalence of dentofacial injuries
in combat sports participants.

Material and Methods: A systematic review was performed. Six main electronic
databases and three grey literature databases were searched. Studies were blindly
selected by two reviewers based on pre-defined eligibility criteria. Studies that
evaluated the prevalence of dentofacial injuries (teeth, alveolar bone, jaw, lips, and/
or cheekbones) among combat sports participants were considered eligible. Risk
of bias was assessed using the Joanna Briggs Institute Critical Appraisal Checklist.
The software r sTaTIsTICS version was used to perform all meta-analyses. Cumulative
evidence of the included articles was evaluated using GRADE criteria (Grading of
Recommendations Assessment, Development and Evaluation).

Results: From 1104 articles found on all databases, 27 were finally included. Eighteen
studies were judged at low, seven at moderate, and two at high risk of bias. The following
sports were investigated: boxing, capoeira, fencing, jiu-jitsu, judo, karate, kendo, kick-
boxing, kung fu, muay thai, sumo, taekwondo, wrestling, and wushu. Results from the
meta-analysis suggested a dental pooled prevalence of 25.2% (12.3%-40.8%, i* = 100%)
and dentofacial pooled prevalence of 30.3 (18.1%-44.1%, i2 = 100%). Considering the
sports' categories individually, jiu-jitsu had the highest pooled prevalence of dentofa-
cial injuries (52.9% [37.9%-67.8%, i2 = 92%)]), while judo was the sport with the lowest
pooled prevalence (25.0% [7.6%-48.2%, i2 = 98%]). Among Panamerican sports, box-
ing had the highest prevalence of dental injuries (73.7% [58.7%-86.3%, i> = 0%]). For
dentofacial injuries, the GRADE criteria were considered low.

Conclusions: Overall pooled prevalence of dentofacial injuries in combat sports was
approximately 30%. Raising awareness regarding the frequency of these injuries
might encourage the use of protective devices and reduce complications related to

these incidents.

Dental Traumatology. 2019;00:1-17.
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Abstract

Background: the aim of this study was to systematically review the literature for studies that investigated the effects
of sclerosing agents on head and neck hemangiomas.

Material and Methods: clinical trials, cohort studies, and descriptive studies were considered eligible and selected
in a two-phase process. Six main electronic databases, in addition to three grey literature databases, were searched.
Risk of bias (RoB) was assessed using the “Meta-Analysis of Statistics Assessment and Review Instrument” chec-
klist. From fifty-six considered eligible, five were finally included.

Results: one article were judged at low, one at moderate, and three at high RoB. The sclerosing agents investigated
were sodium tetradecyl sulphate (n=2), ethanolamine oleate (n=1), pingyangmycin (n=1) and bleomycin (n=1). Ove-
rall, good results were achieved on the treatment of head and neck hemangiomas with intralesional sclerotherapy.
Most commonly reported adverse effects included pain, swelling, fever, necrosis, transient facial palsy, and anorexia.
Conclusions: considering the limited number of included studies, intralesional sclerotherapy on the management of
HN hemangiomas presented overall good results with minor adverse reactions, especially in regards to smaller lesions.

Key words: Sclerotherapy, sclerosing solutions, vascular neoplasms, hemangioma.

Introduction

Vascular anomalies comprise a heterogeneous group of
lesions that have been classified by the International So-
ciety for the Study of Vascular Anomalies (ISSVA) into
vascular malformations and vascular tumors (1). He-
mangioma is a common type of benign vascular tumor

that usually affects newborns and infants, although in
some cases it might persist into adulthood (2). It should
be mentioned that misdiagnosed of vascular tumors and
vascular malformations is still recurrent and this can
lead to misconduct, therefore, caution should be exerci-
sed regarding assessment of these conditions.
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Abstract

Objectives To evaluate therapeutic effects of laser therapy on patients with recurrent aphthous stomatitis assessing evidences
from previously published systematic reviews.

Materials and methods An overview of systematic reviews was conducted based on PRISMA checklist. Search strategies were
developed and adapted for six different electronic databases and a gray literature search was also performed. The methodology
quality of the included systematic reviews was assessed by the Measurement Tool to Assess the Methodological Quality of
Systematic Reviews 2 (AMSTAR 2).

Results Afier a two-step selection, five systematic reviews were included. Methodology quality was considered as a high risk of
bias in two systematic reviews, while in the other three were graded as moderate. The systematic reviews’ conclusions demon-
strated that all included systematics reviews showed positive effects of laser therapy for pain relief, and most of them demon-
strated healing improvement. A meta-analysis was not feasible due to heterogeneity in treatments parameters.

Conclusions Evidence suggested that laser therapy is an effective tool to treat recurrent aphthous stomatitis; nevertheless, more
randomized clinical trials should be conducted to compare different lasers parameters.

Clinical relevance The present overview evaluated recent evidence about laser therapy for recurrent aphthous stomatitis man-
agement in order to contribute for evidence-based dentistry and decision-making. This overview suggests that laser therapy is a
safe and promising alternative to treat recurrent aphthous stomatitis, since it promotes wound healing and pain relief.

Keywords Lasers - Oral ulcer - Oral medicine - Systematic review - Evidence-based medicine - Overview

Introduction be classified into three subtypes: minor (MiRAS), major

(MjRAS), and herpetiformis ulcers (HUs) [3, 4]. MiRAS is

Recurrent aphthous stomatitis (RAS) is a common chronic
inflammatory disease of the oral mucosa characterized by
rounded ulcers that usually present first in childhood or ado-
lescence [1, 2]. These lesions might disturb speaking and eat-
ing activities and even impact the quality of life [2]. RAS can

Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/s00784-019-03144-z) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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the most common subtype, comprising about 80-90% of RAS
cases. MiRAS usually presents with less than 1 cm in diameter
and healing time usually takes 4-14 days without scarring.
MiRAS occurs on non-keratinized mucosa; therefore, it is
uncommon on gingiva, palate or dorsum of tongue surfaces,
appearing more often in labial, buccal and floor of mouth
mucosa. MjRAS ulcers arise in approximately 10% of cases,
they exceed 1 cm in diameter, persist up to 6 weeks and may
heal with scarring. HUs affect about 1-10% of individuals
with RAS and it is characterized by multiple ulcers with 2-3
mm in diameter that can coalesce into a large and irregular
ulcer, taking approximately 15 days to heal, with or without
scarring [ 1].

RAS therapy aims to alleviate pain sensation and decrease
wound healing time, trying to reduce frequency and acute
phases [5]. Conventional treatments are topical or systemic
interventions including analgesics, systemic immunomodula-
tors, anti-inflammatory drugs, chemical cauterizers, and
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ABSTRACT

Objective: This scoping review aims to identify and systematically map the available evidence concerning the
prognostic biomarkers for malignant transformation of oral potentially malignant disorders (OPMDs), and to identify
and analyze possible knowledge gaps in this field of literature.

Introduction: It is hypothesized that diagnosis and treatment of oral cancer in its early stages may be the key to
improving the prognosis and reducing treatment-related consequences. Oral potentially malignant disorders
represent tissue alterations with a higher risk of malignant transformation compared to the normal mucosa.
Therefore, the study of prognostic biomarkers for OPMD could represent new diagnosis and therapeutic targets and,
consequently, contribute to the reduction of oral cancer burden worldwide.

Inclusion criteria: Longitudinal studies investigating prognostic biomarkers regarding the malignant transforma-
tion of OPMD will be included. The initial OPMD diagnosis and the malignant transformation must have been
confirmed by histopathological analysis. To achieve minimal heterogeneity, studies that assess biomarkers in other
locations (blood, plasma or others) will be excluded.

Methods: Five electronic databases and three grey literature databases will be consulted. No restrictions regarding
publication date will be applied. Only studies published in the Latin (Roman) alphabet, which comprises most of the
European languages, will be included. Study selection will be performed by two authors in a two-phase process; if
any disagreement arises, a third author will be consulted to make a final decision. Data extraction will be performed
by two authors using a standardized extraction tool. The results will be described in details accordantly with the aims
of this scoping review.

Keywords Biomarkers; disease progression; mouth neoplasms; prognosis; review

JBI Evid Synth 2020; 18(6):1349-1357.

Introduction

ral squamous cell carcinoma (OSCC) is one of
the most common malignancies of the head
and neck, and, despite the advances in research and
therapy development, it is still associated with high
rates of mortality and low quality of life after

Correspondence: Fernanda Weber Mello,
fernanda.wmello@gmail.com

The authors declare no conflict of interest.
DOI: 10.11124/JBISRIR-D-19-00259

JBI Evidence Synthesis

surgical treatment.'* Routinely, OSCC is preceded
by oral potentially malignant disorders (OPMD)
that represent tissue alterations with a higher risk
of malignant transformation compared to the nor-
mal mucosa.*

A recent systematic review published by our
research group reported that the prevalence of
OPMD worldwide was 4.47% (95% confidence
interval, 2.43 to 7.08).° Leukoplakia, erythroleuko-
plakia, and erythroplakia are the subtypes of OPMD
most commonly reported in Western countries and
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Keywords: This scoping review aimed to map evidence regarding biomarkers for malignant transformation of oral poten-
oral potentially malignant disorders tially malignant disorders (OPMD). Seventy-three longitudinal studies investigating prognostic biomarkers for
biomarkers OPMD malignant transformation were included, encompassing 5612 disorders and 108 biomarkers, of which 72
disease progression were investigated by immunohistochemistry. Most biomarkers were assessed in one or two studies, while five
leer‘;l:;sz:;ia (p53, Ki-67, podoplanin, p16, and DNA ploidy) were analyzed in five or more studies. All studies investigating
prognosis podoplanin (n = 8) reported a significant association between positive/high immunoexpression and malignant
review transformation. Similarly, all studies assessing DNA ploidy (n = 5) found that aneuploidy or gross genomic

aberrations were significantly associated with malignant transformation. Included studies often presented mixed
data from different OPMD subtypes, inadequate description of population characteristics, and lack of adjusted
analysis for confounding factors. One hundred and eight biomarkers were identified and, from these, podoplanin
immunoexpression and DNA ploidy were considered promising candidates for future long-term clinical research.

1. INTRODUCTION

Oral potentially malignant disorders (OPMD) are conditions char-
acterized by tissue alteration with increased oncogenic potential com-
pared to normal oral mucosa [1]. Malignant transformation rates vary
between OPMD subtypes - oral leukoplakia (OL), oral erythroplakia
(OE), proliferative verrucous leukoplakia (PVL), oral submucous fi-
brosis (OSMF), oral lichen planus (OLP), or actinic cheilitis (AC) - and
depend on specific prognostic factors, such as clinical presentation,
presence of epithelial dysplasia, advanced age, and lesion size [2,3,4].

Leukoplakia is defined as a white plaque with an increased risk of
malignant transformation, having excluded other known disorders
without increased risk for cancer development [1]. OE is defined as a
red plaque that cannot be characterized as any other lesion and often
presents with more severe degrees of oral epithelial dysplasia (OED)
and a higher risk of malignant transformation compared to OL [5,6,7].
These OPMD subtypes are mostly associated with smoking, alcohol

consumption, and betel quid use [6]. PVL is an aggressive and rare form
of OL, with higher morbidity and malignant transformation ratio
(49.5%; 99% confidence interval [CI] = 26.7%-72.4%) compared to
more common forms of OL (9.5%; 99%CI = 5.9%-14.00%) [7,8].
OSMF, on the other hand, is associated with areca nut consumption and
its prevalence is considerably higher in several Asian countries [9,10].
OLP is considered an autoimmune disease, its malignant transformation
potential is contradictory in the literature [11]. A recent systematic
review (SR) found a malignant transformation ratio of 1.14% (95%CI =
0.84%~1.49%) for OLP [12], which is lower than most ratios reported
for OL [7]. Moreover, AC is an OPMD subtype usually associated with
chronic ultraviolet radiation exposure [13]. Despite limited evidence,
the estimated malignant transformation ratio of AC is approximately
3% [14].

Usually, treatment choice for OPMD depends on the estimated risk
for malignant transformation and often differs across healthcare ser-
vices; for example, low-risk lesions can be treated by habit cessation
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1 | INTRODUCTION

Cystic lesions of the jaws comprise a group of pathologies of both

odontogenic and nonodontogenic origin, often presenting similar

Fernanda Weber Mello DDS'® |
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Abstract

Background: The cell-block technique is a cytological diagnostic method that
decreases cellular dispersion; however, its usefulness regarding intraosseous lesions
is underexplored. Therefore, this study aimed to assess the diagnostic usefulness of
cell-block for cystic and cyst-like jaw lesions.

Methods: Individuals with cystic or cyst-like jaw lesions who underwent aspiration
biopsy were considered eligible. Aspiration of luminal content was prepared and
processed by the cell-block technique. Cytological evaluations were blindly performed
by two trained PhD students (in a single evaluation) and one oral and maxillofacial
pathologist (OMP). Cohen's kappa statistic was used to measure inter-rater agreement.
Results: The sample was composed of 52 lesions, represented by 25 radicular cysts
(RC), 17 odontogenic keratocysts (OKC), 5 idiopathic bone cavities (IBC), and
5 unicystic ameloblastomas (UA). The kappa coefficient of cell-block compared to his-
topathological diagnosis was 0.390 (95% confidence interval [95%Cl], 0.195-0.585) for
PhD students and 0.612 (95%Cl, 0.433-0.791) for the OMP. The highest concordance
rates between cell-block and histopathological diagnosis were observed for RC
(PhD = 76.0%; OMP = 80.0%) and OKC (PhD = 58.8%; OMP = 76.5%). Conflicting
results were found regarding IBC (PhD = 40.0%; OMP = 80.0%) and UA, that pres-
ented the overall lowest concordance rates (PhD = 20.0%; OMP = 40.0%).

Conclusion: The cell-block technique presented a high diagnostic usefulness for
detecting RC and OKC and, if associated with clinical and radiographic characteris-
tics, might be sufficient for final diagnosis of these diseases. Regarding IBC and UA,
an analysis with a higher number of cases is recommended to determine the true use-

fulness of the cell-block as ancillary tool for the diagnosis of these lesions.

KEYWORDS

biopsy, fine-need|e aspiration, cytodiagnosis, cytological techniques, jaw cysts

clinical and radiographic characteristics.* True cysts are histologically
characterized by an epithelium-coated cavity filled with fluid or semi-

fluid material. On the other hand, cyst-like lesions of the jaws might

be defined as either: (a) pseudocysts, characterized by empty bone

Diagnostic Cytopathology. 2020;1-7.

wileyonlinelibrary.com/journal/dc © 2020 Wiley Periodicals, Inc. l

1

214



Received: 16 August 2019

Revised: 9 October 2019

Accepted: 30 October 2019

DOI: 10.1002/hed.26009

CLINICAL REVIEW

WILEY

Association between immunohistochemical expression of
matrix metalloproteinases and metastasis in oral squamous
cell carcinoma: Systematic review and meta-analysis

Andressa F. P. Miguel Msc'
Elena R. C. Rivero PhD?

Gilberto Melo Msc! @ |

!Postgraduate Program in Dentistry,
Federal University of Santa Catarina,
Florianopolis, Santa Catarina, Brazil

“Department of Pathology, Health
Sciences Center, Federal University of
Santa Catarina, Florianopolis, Santa
Catarina, Brazil

Correspondence

Elena R. C. Rivero, Department of
Pathology, Health Sciences Center,
Federal University of Santa Catarina.
University Campus - Trindade,
Floriandpolis, Santa Catarina, Brazil. Zip
code: 88040-370.

Email: riet.elena@gmail.com

Funding information

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico, Grant/Award
Numbers: 131412/2017-5, 406744/20165;
Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior, Grant/Award
Number: 001; Fundacao de Amparo a
Pesquisa e Inovacao do Estado de Santa
Catarina, Grant/Award Numbers:
88887.200723/2018-00,
88887.200724/2018-00

1 | INTRODUCTION
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Abstract

Background: The aim of this systematic review (SR) was to summarize and
critically appraise available evidence on the association of the immunohisto-
chemical expression of matrix metalloproteinases (MMPs) with the occurrence
of lymph node/distant metastasis of oral squamous cell carcinoma (OSCC).
Methods: Searches were conducted in five main electronic and three gray lit-
erature databases.

Results: From 2128 records identified, 50 were included for qualitative analy-
sis. A total of 12 MMPs were identified (-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -13, -25,
-26, and MT1-MMP). Most included studies reported a positive association of
MMP-1, -2, -3, -7, -9, and MT1-MMP with lymph node metastasis. MMP-8, -25,
and -26 were not associated with lymph node metastasis.

Conclusions: According to this SR, MMP-1, -2, -3, -7, -9, and MT1-MMP seem
to play an important role in lymph node metastasis of OSCC.

KEYWORDS

immunohistochemistry, lymphatic metastasis, matrix metalloproteinases, mouth neoplasms,
neoplasm metastasis, systematic review

clinicopathological factors, such as tumor size and histo-
logic differentiation, were shown to increase these rates.*

Cancer of the lip and oral cavity accounted for 2% of all
cancers worldwide in the year of 2018." Despite advances
in treatment modalities, survival rates continue to be a
concern for these patients, mostly because of late diagno-
sis.” Five-year survival rates are estimated to be approxi-
mately 50%, and metastasis has been associated with a
poorer prognosis.®

The rates of cervical metastasis for oral maxillary
squamous cell carcinoma are of approximately 32%, and

Although the incidence of distant metastasis (DM) is con-
sidered low when compared to other cancers, its presence
is determinant to prognosis and survival.® As predicting
possible outcomes in oral squamous cell carcinoma
(OSCC) can be challenging, the use of biomarkers may
be useful in determining the behavior of these lesions,
including their metastatic potential.®

It is well known that matrix metalloproteinases
(MMPs) play an important role in cancer metastasis.’

Head & Neck. 2019;1-16.
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1 | INTRODUCTION

Fine-needle aspiration cytology (FNAC) is a technique in which a fine

needle is used to aspirate contents from solid or cystic lesions,
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Abstract

Purpose: To systematically review (SR) and critically appraise studies that investi-
gated the diagnostic capability of fine-needle aspiration cytology (FNAC) in the
assessment of intracsseous lesions of the jaws.

Methods: Six main electronic databases and three gray literature databases were
searched aiming diagnostic studies, which were selected in a two-phase process. Risk
of bias (RoB) of included studies was assessed using the Revised Tool for the Quality
Assessment of Diagnostic Accuracy Studies.

Results: A total of eight articles were included, of which six evaluated the FNAC
smear technique exclusively, one assessed both smear and cell-block techniques,
while one investigated only the cell-block technique. With regard to the FNAC smear
technique, from 134 benign lesions investigated, concordance with the histopatho-
logical diagnosis was achieved in 64.17% of cases. In addition, considering the
32 malignant lesions assessed through this technique, concordance with histopathol-
ogy was achieved in all cases. Regarding the cell-block technique, only benign lesions
(n = 40) were evaluated in the included studies, in which the concordance rate with
histopathology was of 77.5%. The overall RoB judgment was “at risk of bias” for
seven included studies mostly due to lack of information or reportedly absence of
blinding of evaluator.

Conclusions: Within the limitations of this SR, FNAC presented modest to satisfac-
tory diagnostic capability for the assessment of intraosseous jaw lesions, showing
concordance rates higher than 64% for the smear and 77% for the cell-block tech-
nique. Also, considerably high concordance rates were found for the assessment of

malignant lesions regarding FNAC smear technique.

KEYWORDS

biopsy, fine needle, evidence-based dentistry, intraosseous lesions, jaws, systematic review

resulting in cellular material that is used for cytological diagnosis.?
FNAC has been used for the diagnosis of salivary gland masses, pre-
senting significant improvements with regard to its diagnostic accu-

racy in the past years.>* This technique is a simple and minimally

Diagnostic Cytopathology. 2020;1-10.
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1 | INTRODUCTION

Salivary gland tumors are uncommon neoplasms that represent
from 3% to 6% of head and neck tumors,* and the global prevalence
rate of salivary gland tumors is 1.6 cases per 100.000 individuals in
5 years.2 Overall, compared to major salivary gland tumors, a higher
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Abstract

This study aimed to synthetize and critically appraise available evidence regarding
mucoepidermoid carcinoma (MEC) prevalence among intraoral minor salivary gland
tumors (MiSGT). Five main electronic databases and three grey literature databases
were searched. The risk of bias (RoB) was assessed using the Joanna Briggs Institute
Critical Appraisal Checklist for Studies Reporting Prevalence Data. Proportion
meta-analyses were performed. From 1321 studies identified, 82 were included in
qualitative synthesis and 80 in meta-analyses. Sixteen were classified as high, 33 as
moderate, and 33 as low RoB. A total of 12 774 MiSGT were found, of which overall
MEC prevalence was 16.5% (95% Confidence Interval [95% Cl] = 14.8%-18.4%). Most
MISGT were found in the palate (n = 7115), although MEC pooled prevalence in this
anatomic location was only 13.6% (95% Cl = 11.7%-15.6%). The retromolar area pre-
sented the highest pooled prevalence (58.9%; 95% Cl = 47.0%-70.3%), followed by
gingiva (28.8%; 95% Cl = 22.7%-35.4%) and tongue (27.2%; 95% Cl = 21.2%-33.6%).
Regarding geographic location, Middle East presented the highest pooled prevalence
(20.8%; 95% Cl = 14.8%-27.6%), followed by America (20.0%, 95% Cl| = 17.2%-23%)
and Europe (15.6%; 95% Cl = 9.2%-23.5%). Among MiSGT, the MEC overall preva-
lence was approximately 16.5%. Although most MiSGT were found in the palate, the

retromolar area was proportionally more affected by MEC.

KEYWORDS
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frequency of malignant neoplasms is reported within minor salivary
gland tumors (MiSGT).® Palate, oral mucosa, and lips are usually the
most affected sites.>*

Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is one of the most frequent
malignancies of the salivary glands. Studies have shown that MEC
may represent up to 45% of all MiSGT.>® Histologically, MEC usually
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Inferior Alveolar Nerve Block
Technique Using an Extra-Short
Needle: A Double-Blind Randomized
Non-Inferiority Trial
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Purpose: Inferior alveolar nerve block (IANB) is a frequently used anesthetic technique for restorative
and surgical procedures in the mandible and its success rate usually ranges from 80 to 85%. Thus, this study
aimed to compare the anesthetic efficacy of an alternative technique named superficial nerve block
(SNB)—which consists of a modified approach using an extra-short needle inserted 10 mm deep and
on a higher injection site to the conventional technique (CT) for IANB in healthy individuals.

Methods: About 20 participants received both SNB and CT with 1.8 mL of 2% lidocaine and 1:100,000
epinephrine. Thermal tests were performed 6 times, every 2 min, on the inferior canine and first molar to
determine the success rate and anesthesia onset. Assessments were repeated at 20, 40, and 60 min to deter-
mine anesthesia duration. Sensitivity of lips and tongue was tested by clamp pressure. Pain perception dur-
ing injection was assessed by a 100 mm visual analog scale (VAS).

Results: The success rate in accordance with anatomical location was molars (SNB = 90%; CT = 85%),
canines (SNB = 25%; CT = 70%), lips (SNB = 45%; CT = 95%), and tongue (SNB = 85%; CT = 95%). Signif-
icant differences were found for canines (P = .012) and lips (P < .002). Moreover, median anesthesia onset
was: molars (SNB = 6 min; CT = 4 min), canines (SNB = 6 min; CT = 6 min), lips (SNB = 10 min; CT = 6 min),
and tongue (SNB = 8 min; CT = 4 min), whereas median duration was molars (SNB = 60 min; CT = 60 min),
canines (SNB = 20 min; CT = 60 min), lips (SNB = 60 min; CT = 60 min), and tongue (SNB = 60 min;
CT = 60 min). A significant difference was found for anesthesia onset on molars (P = .024) and lips
(P = .009). Pain scores on VAS were SNB (median = 8.5 mm) and CT (median = 10.0 mm) (P = .398).

Conclusions: In healthy individuals, the anesthetic effects of SNB were noninferior to CT in molars and

tongue, although efficacy was considerably inferior in anterior teeth and lips.
© 2020 American Association of Oral and Maxillofacial Surgeons
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Effectiveness of marsupialisation and decompression on the
reduction of cystic jaw lesions: a systematic review
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Abstract

In this study, we aimed to systematically review and critically appraise the available literature concerning the effectiveness of mar-
supialisation and decompression on the reduction of cystic jaw lesions. The ‘Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analysis’ guidelines were followed and the study protocol was registered at the ‘International Prospective Register of Systematic
Reviews’ (CRD42019116099). Six main databases were searched: Embase, LILACS, PubMed, Scopus, The Cochrane Library, and Web of
Science. Searches were complemented with three grey literature sources: Google Scholar, ProQuest, and Open Grey. Any reduction mea-
sures, compared with preoperative status or other procedures, were considered. Risk of bias was assessed using the Joanna Briggs Institute
Critical Appraisal Tool. Thirty-one studies were included, of which five were judged with low, 24 with moderate, and two with high risk of
bias. Considering surgical approach, 20 studies assessed the decompression and 11 the marsupialisation technique. Most studies considered
these techniques as preliminary treatments, followed by enucleation. From 1088 lesions found, most were odontogenic keratocysts (33.8%),
followed by unicystic ameloblastomas (21.0%), dentigerous cysts (20.6%), and radicular cysts (8.4%). Large lesions and younger individuals
frequently presented more favourable responses to treatment and anatomical location was not associated with lesion reduction overall, The
intervention duration generally ranged between one to two years. In conclusion, marsupialisation and decompression were mostly considered
as preliminary treatments, followed by enucleation. Lesion reduction was generally considered insufficient for these techniques to be used as
definitive therapies, although benefits concerning the diminished invasiveness of the secondary surgery were often proposed.

© 2021 The British Association of Oral and Maxillofacial Surgeons. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Jaw Cysts; Jaw Neoplasms; Oral Surgical Procedures; Decompression, Surgical; Conservative Treatment; Systematic Review

Introduction is painless swelling; however, involvement of important

anatomical structures such as maxillary sinuses and the infe-
Cystic lesions are the most prevalent intraosseous jaw dis- rior alveolar nerve can be present, as well as dental tooth
eases. The most common presentation of these lesions displacement and root resorption.' Several cystic lesions

(including cysts and cyst-like lesions) such as odontogenic
keratocysts (OKC), dentigerous cysts (DC), radicular cysts
* Corresponding author at: Department of Pathology, Health Sciences (RC), and unicystic ameloblastomas (UA) can present large
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balance: A systematic review
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Keywords:
Evidence-based medicine
Total knee arthroplasty
Osteoarthritis

Postural balance
Systematic review

Background: Knee osteoarthritis is often related to physical function impairment. Although total knee arthro-
plasty is considered effective for advanced cases of knee osteoarthritis, its effects on postural balance is a topic of
debate.

Research question: What are the effects of total knee arthroplasty for primary knee osteoarthritis on postural
balance compared to preoperative status and/or to healthy controls?.

Methods: Longitudinal studies (with more than 1-month follow-up) assessing postural balance measures (either
clinical-based such as balance scales or laboratory-based such as postural sway) were considered eligible and
selected in a 2-phase process. Six main electronic databases were searched, complemented by 3 grey literature
sources. The risk of bias was evaluated using the Joanna Briggs Institute Critical Appraisal Tools.

Results: A total of 19 studies were included for qualitative synthesis, of which 14 had low and 5 had a moderate
risk of bias. The follow-up period ranged from 1-24 months. Most studies (n=11) presented comparisons to
preoperative status only. From these, 7 studies reported relevant improvements in postural balance, 2 reported
partial improvements, and 2 no improvements. The remaining studies (n = 8) presented comparisons to healthy
controls and, although improvements following total knee arthroplasty were consistently observed, only one
study reported postural balance measures comparable to that of controls.

Conclusions: The majority of studies reported relevant improvements (especially in clinical-based measures)
compared to preoperative evaluations, although inconsistencies were found possibly due to variability in studies
populations, assessment tools, and follow-up times. Despite this, persistent deficits in postural balance were
commonly observed when compared to healthy controls.

Significance: This evidence synthesis could better inform clinicians and researchers about the therapeutic effects
and limitations of total knee arthroplasty concerning postural balance. Standardization of assessment tools is
recommended to strengthen the certainty of cumulative evidence.

1. Introduction

Knee osteoarthritis (OA) is a chronic and multifactorial disease
characterized by cartilaginous tissue degeneration, stiffness, and painful
symptoms, which in advanced stages can potentially result in physical
impairment [1]. It is well established in the literature that OA affects
mostly women and that its prevalence steeply increases with aging [2].

Floriandpolis, Santa Catarina, 88080-350, Brazil.

According to data from the Global Burden of Disease study [31, which
evaluated epidemiological data regarding 291 diseases across 187
countries, hip and knee OA was ranked as the 11th highest contributor
to global disability (as measured by years of life lived with disability).
Although articular cartilage degeneration is considered a key feature
regarding knee OA etiology and progression, alterations in surrounding
structures including the subchondral bone, synovium capsule,

Corresponding author at: Centre of Health and Sports Sciences (CEFID), State University of Santa Catarina (UDESC) Rua Pascoal Simone, 358, Coqueiros,

E-mail addresses: lima_fe@hotmail.com (F. de Lima), melo.gilberto@hotmail.com (G, Melo), danielortopediafernandes@gmail.com (D.A, Fernandes), gilmar.

santos@udesc.br (G.M. Santos), francisco.neto@udesc.br (F. Rosa Neto).

https://doi.org/10.1016/j.gaitpost.2021.04.042

Received 16 January 2021; Received in revised form 13 April 2021; Accepted 26 April 2021

Available online 30 April 2021
0966-6362/© 2021 Published by Elsevier B.V.



Vol. 132 No. 6 December 2021

Diagnostic performance of periapical and panoramic ()
radiography and cone beam computed tomography for s
detection of circumferential gaps simulating

osseointegration failure around dental implants:

A systematic review

José Della Pasqua Neto, MSc,” Gilberto Melo, MSc," Charles Marin, PhD," Elena Riet Correa Rivero, PhD,°
Ariadne Cristiane Cabral Cruz, PhD," Carlos Flores-Mir, PhD,® and Mircio Corréa, PhD"

Objective. The objective of this study was to appraise the diagnostic performance of periapical (PR) and panoramic (PANO) radio-
graphs and cone beam computed tomography (CBCT) in detecting artificial circumferential gaps simulating osseointegration fail-
ure around dental implants in ex vivo studies.

Study Design. Seven electronic databases and three gray literature sources were searched. Studies reporting diagnostic perfor-
mance measures or data allowing calculation of those measures compared with the reference standard of in situ direct measure-
ments were considered eligible. Either the area under the receiver operating characteristic curve or accuracy was chosen to
summarize findings, with diagnostic performance interpreted as poor, acceptable, excellent, or outstanding. Risk of bias (RoB)
was also assessed.

Results. The ten included studies mostly suggested overall excellent to outstanding diagnostic capability with PR and CBCT. Vari-
ous enhancement filters, CBCT voxel sizes, and/or fields of view were associated with acceptable to outstanding efficacy. PANO
had the poorest results, with most research demonstrating acceptable to excellent discrimination. The RoB was high for seven
studies, moderate for two, and low for -one.

Conclusions. PR and CBCT images were generally superior to PANO for the detection of artificial bone gaps. Results should be inter-
preted with caution because most studies had a high RoB. (Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol 2021;132:€208—e222)

Implant osseointegration is imperative to implant-
supported prosthetic rehabilitation and long-term suc-
cess. In association with the clinical examination, the
2D techniques of periapical radiography (PR) and pan-
oramic radiography (PANO), along with 3D cone
beam computed tomography (CBCT), are imaging
examinations frequently used to assist in the assess-
ment of dental implant osseointegration and in moni-
toring the success of prosthetic rehabilitation. PR and
PANO images are the most commonly used radio-
graphs in clinical practice.” They are used to indicate
the status of implant osseointegration” and peri-implant
bone height.”

However, several studies have reported that bone
defects restricted to cancellous bone are not identi-
fied on 2D radiographs if the surrounding cortical
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bone is unaffected.”* Moreover, the superimposition
of 3D structures on 2D images severely affects the
assessment of particular details,5 such as defects
located on the vestibular or palatal/lingual surfaces
of dental implants.” Additionally, the volume of the
fibrous capsule present in areas of osseointegration
failure represents only a small fraction of the total
implant surface,' and the Mach band optical effect
at the margins of structures of different densities
may also limit the evaluation of the peri-implant
interface.”

CBCT provides volumetric data sets without image
superimposition.” In this context, CBCT can provide
important additional information compared with 2D
dental radiography, especially regarding the bucco-lin-
gual dimension.” The CBCT device, field of view
(FOV), voxel size, and image reconstruction parame-
ters influence diagnostic image quality of CBCT

Statement of Clinical Relevance

Periapical and panoramic radiographs and cone
beam computed tomography are frequently used to
assist in assessment of implant osseointegration fail-
ure. Periapical and cone beam computed tomogra-
phy generally outperformed panoramic radiography
but the risk of bias was significant.

221



IR SIeINOl/ 4y woy papeojuMoq

1P+ RPNIDI WN032 1A

QHITIEDAUMY |

S AG UMDY ZDB5920R| SACIOPIASAL

120210414 U0

General Review

Diagnostic Accuracy of Clinical Tests and Imaging
Exams for Femoroacetabular Impingement: An

Umbrella Review of Systematic Reviews

Daniel A. Fernandes, MD, MSc,* Gilberto Melo, DDS, MSc,t Marcos E. K. Contreras, MD, MSc,t
Renato Locks, MD,§ Jorge Chahla, € and Fabricio S. Neves, MD, PhD||

Abstract
Objective: To synthesize available evidence about diagnostic accuracy of clinical tests and imaging examinations for femo-
roacetabular impingement (FAI) syndrome. Design: Umbrella review. Setting: N/A. Participants: N/A. Interventions: N/A.
Main Outcome Measures: Systematic reviews (SR) indexed in Embase, LIVIVO, PubMed, SCOPUS, the Cochrane Library,
and Web of Science were searched in a 2-phase process. SR assessing diagnostic accuracy were considered eligible. Results:
From 1520 studies, 6 SR were included, which evaluated 24 primary studies related to FAI syndrome. Of these, 5 SR assessed
clinical tests, and a substantial heterogeneity was found concerning reference standards adopted across primary studies, which
included arthroscopy, clinical examination (associated or not with imaging exams), intra-articular injections, and open surgery. Most
clinical tests presented higher values of sensitivity compared with specificity, although evidence was considered limited because the
same primary studies were often included across SR. Nonetheless, evidence around the flexion adduction internal rotation (FADIR)
test was considered stronger and its use as a screening tool was consistently supported. Only one SR assessed the accuracy of
imaging examinations, which adopted open surgery as the sole reference standard. Most imaging exams presented considerably
high values of sensitivity, although specificity values were notably lower. Conclusions: No robust recommendations can be
provided for most clinical tests, atthough the FADIR test, in particular, was consistently supported as a screening tool. Moreover,
although imaging examinations showed considerably high sensitivity values, evidence was considered sparse and further research
is strongly recommended to validate its use as reference standards for diagnostic accuracy data.

Key Words: evidence-based medicine, femoroacetabular impingement, diagnosis, sensitivity, specificity, accuracy, systematic

\

review, umbrella review
(Clin J Sport Med 2021;00:1-13)

INTRODUCTION

Femoroacetabular impingement (FAI) syndrome is a patho-
logical entity that may arise from abnormal morphological
features involving the femur and/or the acetabulum or from an
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excessive and supraphysiological articular range of motion in
otherwise healthy individuals.! It is proposed that it may lead
to serious consequences such as chondrolabral lesions and, if
left untreated, may result in hip osteoarthritis (OA).2 Imaging
examinations such as plain radiography,® computed tomog-
raphy (CT),* magnetic resonance imaging (MRI), and
magnetic resonance arthrography (MRA)>*® can be used for
FAI syndrome screening. Nonetheless, correlation with data
from clinical examinations (such as, for example, the flexion
adduction internal rotation (FADIR) test,” flexion abduction,
and external rotation (FABER) test,’ or Scour test®) is
mandatory for a definite diagnosis of FAI syndrome.

The diagnostic accuracy of tools for FAI syndrome
assessment, however, is a topic of debate because a variety
of signs and symptoms are not exclusive and can be present in
several other pathologic conditions.'® Hip pain, for example,
may be originated from intra- or extra-articular structures,
which can be related to very distinct lesions.! In this context,
ancillary tools such as anesthetic injections may provide some
information because a positive pain blockage could be a
predictor of intra-articular hip pathologies.” Concerning
imaging examinations, MRI, in particular, has shown
satisfactory diagnostic accuracy for evaluation of hip defor-
mities,'? although the literature is sparse considering the
applicability of MRI and other imaging examinations for FAI
syndrome assessment. '

www . cjsportmed.com 1
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Objective: To evaluate the association of single-nucleotide polymorphisms within the catechol-O-
Sleep bruxism methyltransferase and 5-hydroxytryptamine receptor 2A genes with sleep bruxism in individuals diagnosed

Obstructive sleep apnea

: P with obstructive sleep apnea.
Genetic polymorphisms

Design: Sixty-nine individuals with suspected sleep-related problems were evaluated by polysomnography,
following the recommendations of the American Academy of Sleep Medicine. Deoxyribonucleic acid (DNA)
samples were collected only from 48 of the study participants because of missing polysomnographic data. DNA
samples were collected and two single-nucleotide polymorphisms in the 5-hydroxytryptamine receptor 2A
encoding HTR2A gene (rs4941573 and rs6313) and two in the catechol-O-methyltransferase gene (rs165656 and
15174675) were selected to be genotyped using real-time polymerase chain reaction. The association between
sleep bruxism and genetic polymorphisms was investigated by recessive and dominant models. Association
analyses were performed using a 95% confidence interval and the level of statistical significance was p < 0.05.
Results: From the 69 study participants, 48 were included in the polymorphism analysis and sleep bruxism was
present in 35.4%. No significant differences were observed in the dominant and recessive models (p > 0.05).
Haplotype and diplotype analyses revealed the predicted four haplotypes and two diplotypes were not associated
with sleep bruxism.

Conclusion: Polymorphisms rs174675 and rs165656 in the catechol-O-methyltransferase gene and rs4941573 and
156313 in the 5-hydroxytryptamine receptor 2A gene were not significantly associated with sleep bruxism in
individuals with obstructive sleep apnea.

List of abbreviations: A, adenine; COMT, cathecol-O-methyltranferase enzyme; COMT, cathecol-O-methyltranferase gene; C, cytosine; DNA, deoxyribonucleic acid;
G, guanine; HTR2A, 5-hydroxytryptamine receptor 2A; HTR2A, 5-hydroxytryptamine receptor 2A gene; HWE, Hardy-Weinberg Equilibrium; OSA, obstructive sleep
apnea; PSG, polysomnography; SB, sleep bruxism; SNP, single-nucleotide polymorphism; T, thymine.
* Correspondence to: Federal University of Santa Catarina, Department of Dentistry, Health Sciences Center, Delfino Conti, S/N, Trindade, Floriandpolis, Santa
Catarina, Brazil.
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Top 100 most-cited articles on intraoral
squamous cell carcinoma and its risk
factors: a bibliometric study

Abstract: This study aimed to analyze the 100 most-cited articles on
intraoral squamous cell carcinoma and its risk factors. A literature
search was conducted on November 12, 2020 using the Web of Science
database. Bibliometric data were collected after study selection.
Bibliometric maps were generated using VOSviewer software.
Articles were ranked based on the number of citations, ranging from
108 to 1513 per study. Eleven studies presented at least 400 citations.
Articles were published between 1950 and 2017 and were mostly
case-control studies (n = 39) and narrative reviews (n = 29). The author
and institution in most articles were S. Franceschi (n = 10) and the
International Agency for Research on Cancer (n = 10), respectively. The
most prominent countries were the United States (n = 35), the United
Kingdom (n = 16), and France (n = 9). Among the 100 most-cited articles,
only one article was from Brazil, and the authors were affiliated with
the Ludwig Institute for Cancer Research. Bibliometric maps showed
strong associations between the terms alcohol, smoked/smokeless
tobacco, and human papillomavirus. Emerging terms, such as areca
nut and betel quid, were cited in recent articles. In conclusion, alcohol,
tobacco, and human papillomavirus were the most prominent risk
factors. Case-control design was the most common study design, and
the majority of studies were conducted in the United States by the
International Agency for Research on Cancer.

Keywords: Bibliometrics; Mouth Neoplasms; Alcohol Drinking; Areca;
Epidemiologic Factors; Tobacco Products; Research Design.

Introduction

Approximately 90% of all intraoral malignancies are squamous cell
carcinomas (SCCs), which are solid tumors originating from abnormal
epithelial cells.! Tobacco smoking is considered a major etiological factor
for intraoral SCC development, and although the harms associated with
its carcinogenic potential are known, smoking is widely accepted as part
of daily life.? Alcohol intake is also proposed as a risk factor for intraoral
SCC, and although evidence does not support an association between
isolated alcohol consumption and malignant transformation,? its synergistic
consumption with tobacco products (both smoked and smokeless) can
significantly increase the odds for intraoral SCC development.* Moreover,
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ABSTRACT

ARTICLE HISTORY

Purpose: To provide a systematic map of the nature and extent of preclinical research concerning drug-
releasing polymeric implants.

Significance: By summarizing available data, this mapping review can guide the development of new
drug-delivery devices.

Methods: In-vitro studies assessing drug-delivery implants were reviewed. A study protocol was registered
at Open Science Framework. The association of polymers with prominent drugs, manufacturing processes,
geometries, treatments, and anatomical locations was assessed using the VOSviewer software. The release
periods were also evaluated.

Results: A total of 423 articles, published between 1975 and 2020, were included and grouped into a
framework with nine main categories. More than half of studies were published between 2010 and 2020.
Among 201 individual polymers or combinations, the most investigated were PLGA, PCL, PLA, Silicone
(SIL), EVA, and PU. Similarly, from 232 individual drugs or combinations, the most prominent were dexa-
methasone (DEX; anti-inflammatory), paclitaxel (PTX; anticancer), fluoruracil (anticancer), ciprofloxacin (CFX)
hydrochloride (antibiotic), and gentamicin (GS; antibiotic). A total of 51 manufacturing processes were
encountered, of which the most reported were solvent evaporation, compression molding (CM), extrusion
(EX), electrospinning (ELS), and melt molding (MM). Among 38 implant geometries, cylinder (CIL) was the
most prominent, followed by disk, square film, circular film (FCIR), and undefined film. Release times varied
greatly, although the majority of articles ranged between 5 and 300d.

Conclusions: Drug-delivery implants were highly heterogeneous due to its applicability for multiple health
conditions. Most implants were made of PLGA and most drugs assessed presented anti-inflammatory, anti-
biotic, or anticancer effects. Solvent evaporation and CIL were the most prominent manufacturing process
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and geometry, respectively.

Introduction

Current therapies to treat chronic diseases are based on continual
administration of drugs, mostly through oral route. Although this
is a simple and convenient way to treat most diseases, problems
associated with efficacy, side effects, and medication adherence
may lead to treatment failure. Before reaching the target receptor,
drugs administered through the oral route have to cross the
gastrointestinal barrier and reach the systemic circulation. During
this process, medication may suffer degradation due to acidic con-
ditions of the stomach or alkaline conditions in the intestine as
well as due to first-pass metabolism. The latter may result in
active metabolites associated with severe side effects [1].
Transdermal drug delivery systems have been proposed to over-
come some of the challenges of oral route, since they avoid
chemical degradation in the gastrointestinal route and first-pass

metabolism. However, only a few drug molecules present the
required properties to cross through the skin's outer barrier.
Furthermore, this system has limitations related to low drug load
and the need of patch replacement every 1 or 2d [2].

The use of implantable drug delivery systems has the potential
to overcome much of the difficulties faced in conventional forms
of drug administration [2,3]. This strategy aims to deliver specific
doses of the drug in a controlled and prolonged manner in the
site of action or systemically [3]. In this way, it is possible to
achieve better treatment compliance and efficacy, as well as the
reduction of adverse effects [4]. Pioneer studies proposed subcuta-
neous hormone pellets as drug delivery systems, which were
employed to treat symptoms of premature menopause in young
women [5]. Since then, an increasing number of devices, prepared
with a combination of polymers and drugs, have been used for
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88030-000 Santa Catarina, Brazil
QSuppIemental data for this article can be accessed here.
© 2022 Informa UK Limited, trading as Taylor & Francis Group

225



Oral Oncology 132 (2022) 105979

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/oraloncology

: 4 scienceDire RAL
Contents lists available at ScienceDirect BNCOLOGY

Oral Oncology

Anticancer effects of putative and validated BH3-mimetic drugs in head and
neck squamous cell carcinomas: An overview of current knowledge

Gilberto Melo ™", Carolina Amalia Barcellos Silva®, Angela Hague®, Eric Kenneth Parkinson ¢,

Elena Riet Correa Rivero©

“ Postgraduate Program in Dentistry, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, Brazil

® Department of Morphological Sciences, Biological Sciences Genter, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, Brazil

“ Senior Lecturer, Bristol Dental School, Bristol, United Kingdom

4 Centre for Oral Immunobiology and Regenerative Medicine, Institute of Dentistry, Barts and the London School of Medicine and Dentistry, Queen Mary University of

London, London, United Kingdom

© Department of Pathology, Health Sciences Center, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, Brazil

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Keywords:

Head and Neck Neoplasms
Head and Neck Cancer
Drug Therapy
Apoptosis

BCL-2

BCL-XL

BCL-W

MCL-1

BH3

Targeted Therapy

The purpose of this review was to summarise available literature concerning the anticancer effects of both pu-
tative and validated BH3-mimetics in head and neck squamous cell carcinomas. A literature search was per-
formed and studies assessing malignant cell lines, xenograft models, and/or humans were considered eligible. A
total of 501 studies were identified, of which 40 were included. One phase-II clinical trial assessing gossypol
(combined with docetaxel) was found. The remaining 39 preclinical studies investigated cell lines and/or
xenograft models involving the use of six validated BH3-mimetics (A-1210477, A-1331852, ABT-737, navitoclax,
$63845, venetoclax) and six putative BH3-mimetics (ApoG2, gossypol, obatoclax, sabutoclax, TW-37, and
YC137). In preclinical settings, most validated BH3-mimetics were capable of inducing apoptosis (in-vitro) and
tumour growth inhibition (in-vivo). The majority of putative BH3-mimetics were also capable of inducing cell
death, although important off-target effects, such as autophagy induction, were also described. Combinations
with conventional anticancer drugs, ionising radiation, or multiple BH3-mimetics generally resulted in enhanced
anticancer effects, such as increased sensitivity to apoptotic stimuli, especially considering some cell lines that
showed resistance to either treatment alone. In conclusion, although clinical data are still insufficient to evaluate
the anticancer effects of BH3-mimetics in head and neck squamous cell carcinomas, promising results in pre-
clinical settings were observed concerning induction of cell death and inhibition of tumour growth. Therefore,
further clinical trials are highly encouraged.

Introduction

Aiming to improve treatment effectiveness and diminish complica-
tions, novel anticancer strategies are being developed, such as gene

Head and neck cancers comprise a heterogeneous group of malig-
nancies. Most cancers in the head and neck are histologically charac-
terised as squamous cell carcinomas, which can arise from the
epithelium of the oral and nasal cavities, pharynx, and larynx [1].
Although available treatments can improve survival rates, serious con-
sequences including disruption of vital anatomy, aesthetic impairments,
and associated psychosocial issues may arise [2].

therapy, immunotherapy, and targeted therapy [3]. Molecularly tar-
geted therapies focus on specific cancer-associated molecules (which are
highly expressed in certain types of tumours) to disrupt cancer survival
mechanisms and selectively induce malignant cell death [4].
Apoptosis inhibition is considered an essential step in the transition
of normal to malignant cells. Amongst key regulators of apoptosis, the B-
cell lymphoma 2 (BCL-2) family proteins play an important role [5]. The

Abbreviations: BCL, B-cell lymphoma; HNSCC, Head and neck squamous cell carcinoma; ICLAC, International Cell Line Authentication Committee; IR, Ionising

radiation; MOMP, Mitochondrial outer membrane permeabilisation.
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