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Farmácia. 
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RESUMO 
 
 

Santos, Leandro Figueiredo. Análise dos mecanismos antitumorais de FTY720 
em linhagens humanas de carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço. 2018. 
101f. Tese (doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 
– Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 
O FTY720 foi considerado um agente antitumoral contra vários tipos de câncer na 
promoção da morte celular, diminuição da proliferação, angiogênese e metástase; no 
carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (CECP), ainda não foi descrito sua 
ação em todas as vias ativadas ou inibidas por este composto. O objetivo deste estudo 
foi avaliar a ação do FTY720 em modelo in vitro (cultura celular) e in vivo 
(camundongos) de CECP. Analisamos a atividade da PP2A, uma fosfatase 
antitumoral inibida em CECP, em um painel de linhagens de células de CECP, além 
de avaliar o tratamento com FTY720 nestas células e eleger duas linhagens para os 
posteriores experimentos. As células HN12 e SCC9 foram selecionadas para os 
estudos de mecanismo baseados nos menores níveis de atividade da PP2A sendo 
posteriormente incubadas com FTY720 e tendo as principais proteínas alvo 
analisadas por Westernblotting. Determinamos a viabilidade celular por citometria de 
fluxo, e estudos funcionais de sinalização de morte celular foram realizados utilizando-
se inibidores de caspases/apoptose (Q-VD-OPh), necroptose (Necrostatina-1) e 
autofagia (3-metiladenina). A degradação de proteínas foi analisada com o inibidor de 
proteassoma MG132. A formação de tumor de xenoenxerto em camundongos Balb/c 
Nude foi utilizada, com a linhagem HN12, para avaliar o efeito de FTY720 in vivo. 
Como esperado, FTY720 aumentou as atividades de fosfatases em células CECP, 
incluindo PP2A, diminuiu os níveis de proteína SphK1 e ativou caspase-8 e -3 em 
ambas as células, bem como aumentou a lactato desidrogenase, que é marcador de 
necrose quando presente no meio extracelular. O bloqueio da apoptose recuperou a 
viabilidade celular enquanto a inibição da necroptose não afetou a morte celular 
promovida por FTY720. Por outro lado, a inibição da autofagia aumentou 
drasticamente a morte celular promovida pelo FTY720 in vitro, sugerindo autofagia 
como uma resposta protetora. In vivo, foi confirmado que a combinação de FTY720 
com inibidor de autofagia (3-MA) reduz a formação do tumor xenoenxerto (HN12) em 
camundongos combinado ao aumento de ceramidas no sangue dos animais. Nós 
evidenciamos o FTY720, pelo seus efeitos antitumorais sinérgicos com inibidor de 
autofagia, como potencial estratégia antitumoral em CECP e talvez outros tipos de 
câncer, assim como os níveis de ceramidas no sangue como potencial marcador de 
resposta terapêutica.                                 .

 

Palavras-chave: Antitumoral, autofagia, fingolimod, câncer de cabeça e pescoço.   
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ABSTRACT 

 
Santos, Leandro Figueiredo. Analysis of the antitumor mechanisms of FTY720 
in human cell lines of head and neck squamous carcinoma. 2018. 101f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 
 

FTY720 has been considered an antitumor agent against several cancer types 

decreased proliferation, angiogenesis and metastasis; in head and neck squamous 

cell carcinoma (HNSCC), it has not been addressed yet in all pathways activated or 

inhibited by this compound. The objective of this study was to evaluate the action of 

FTY720 in vitro (cell culture) and in vivo (mice) HNSCC models. PP2A, an inhibited 

antitumor phosphatase in HNSCC, activity was assessed in a panel of HNSCC cell 

lines. HN12 and SCC9 cells were selected for the studies of mechanisms based on 

the lower levels of PP2A activity were subsequently incubated with FTY720 and having 

the main target proteins analyzed by Western blot. Cell viability was determined by 

flow cytometry, and functional studies of cell death signaling were performed by using 

inhibitors for apoptosis (Q-VD-OPh), necroptosis (Necrostatin-1) and autophagy (3-

Methyladenine). Protein degradation was analyzed with the proteasome inhibitor 

MG132. Xenograft tumor formation in Balb/c Nude, with HN12, mice was used to 

evaluate the FTY720 effect in vivo. As expected, FTY720 increased phosphatases 

activities in HNSCC cells, including PP2A, decreased SphK1 protein levels, and 

activated caspase-8 and -3 in both cells, as well as increased the release of lactate 

dehydrogenase activity, which is a marker of necrosis when present in the medium 

extracellular. Apoptosis blockage recovered cell viability while necroptosis inhibition 

did not affect FTY720-promoted cell death. On the other hand, autophagy inhibition 

drastically increased cell death promoted by FTY720 in vitro, suggesting autophagy as 

a protective response. In vivo, it was confirmed that the combination of FTY720 with 

autophagy inhibitor (3-MA) reduces the formation of xenograft tumor (HN12) in mice 

combined with increased blood ceramides in animals. We have shown FTY720, for its 

synergistic antitumor effects with autophagy inhibitor, as a potential antitumor strategy 

in HNSCC and perhaps other cancers types, as well as blood ceramides levels as a 

potential marker of therapeutic response.  

Keywords: Antitumoral, autophagy, fingolimod, head and neck cancer. 
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_______________________________________________________________Introdução 1 
 

1. Introdução 

 

1.1- Câncer de cabeça e pescoço ou Câncer Oral 
 

A palavra “câncer” designa o conjunto de mais de 100 tipos de doenças que 

se caracterizam pelo crescimento desordenado de células anormais que podem ou 

não invadir os tecidos (INCA, 2018). Esse potencial invasivo proporciona a 

disseminação das células neoplásicas pelo organismo, caracterizando a ocorrência 

de metástases que são as responsáveis por cerca de 90% das mortes. Entretanto, a 

mortalidade também pode ser resultante do tumor primário (Weinberg et al., 2007). 

Para o ano de 2018 é previsto a ocorrência de 18.1 milhões de novos casos e 9.6 

milhões de mortes ocasionadas por câncer (Bray et al., 2018).  

Carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (CECP) é a denominação das 

neoplasias malignas que se originam do epitélio de revestimento estratificado 

escamoso – também chamado de epidermóide ou espinocelular. Ocupando a décima 

posição mundial dentre os tipos de neoplasias mais comuns, o CECP é caracterizado 

pelas malignidades que acometem as estruturas anatômicas do trato aereo-digestivo 

superior, sendo orofaringe, nasofaringe, hipofaringe e laringe, segundo a American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) e a Organizção Mundial de Saúde (WHO – World 

Health Organization) (Edge e Compton, 2010; Rivera, 2015; Chan et al., 2017; John 

et al., 2017). Dentre as neoplasias derivadas do epitélio espinocelular da região da 

cabeça e pescoço, aquelas que ocorrem na cavidade oral e orofaringe representam 

cerca de 90-95% dos casos. Com relação aos sítios de acometimento, as neoplasias 

que se desenvolvem em borda lateral de língua, assoalho bucal e orofaringe são os 

mais frequentes além de estarem também associados a um pior prognóstico (Tshering 

Vogel et al., 2010; Marur e Forastiere, 2016). Desse modo, adotaremos a 

nomenclatura câncer oral ao longo do texto para nos referirmos ao CECP. A alta 

mortalidade em decorrência deste tipo de câncer se deve a diagnósticos tardios, 

recorrência, e à elevada capacidade invasiva do tumor primário para tecidos 

adjacentes devido ao seu fenótipo altamente maligno, caracterizado pela invasão 

extensa dos tecidos circundantes (linfonodos) e metástases para órgãos 

distantes(Pulte e Brenner, 2010; Marur e Forastiere, 2016).  

 

 



_______________________________________________________________Introdução 2 
 

A estimativa nacional para 2018/2019 prevê uma incidência de 11.200 casos 

de câncer oral acometendo indivíduos do gênero masculino e 3.500 casos 

acometendo mulheres para cada ano do biênio (INCA, 2018). Com relação à 

mortalidade, em 2012 foram relatados cerca de 145.353 óbitos no mundo em 

decorrência do câncer de boca. No Brasil, em 2015, o índice de óbitos em decorrência 

do câncer de boca apresentou uma taxa de 4.672casos em homens e 1.226 casos em 

mulheres (INCA, 2018). Esses valores correspondem a um risco estimado de 2,1 

óbitos para cada 100 mil habitantes acometidos, representando, assim, um problema 

de saúde pública (Petti e Scully, 2010; Ferlay et al., 2015). 

Há grandes esforços da comunidade científica direcionados à melhoria dos 

métodos diagnósticos do câncer bem como de seu tratamento devido aos quais 

demonstra-se um aumento do número de sobreviventes ao câncer (Arteaga et al., 

2014). 

 

Como é característico das neoplasias, o câncer oral é uma doença 

heterogênea de etiologia multifatorial. O tabaco e o consumo excessivo de álcool 

representam os principais fatores de risco descritos na literatura. Além disso, a 

associação desses dois fatores é considerada a responsável por mais de 80% dos 

casos de carcinoma espinocelular de boca (Petti e Scully, 2010; Boing et al., 2011; 

Rivera, 2015). Além dos dois fatores de risco supracitados, a literatura científica tem 

destacado a infecção viral pelo Papilomavírus humano (HPV – Human Papiloma 

Virus) é como um fator de risco associado principalmente aos acometimentos em 

orofaringe, o que tem sido associado também a mudanças no comportamento sexual 

da população, (D'souza et al., 2007). Outros fatores etiológicos vêm sendo explorados 

no câncer oral tais como, a exposição à radiação solar do tipo UVA (Ultra violeta A) – 

principalmente em casos de câncer de lábio, deficiência nutricional em decorrência de 

dieta pobre em frutas e vegetais, má higiene bucal, refluxo gastroesofágico (Van 

Cauwenberge et al., 1992; Andreotti et al.,2006; Oliveira et al., 2009; American cancer 

society, 2017).  

O comportamento do CECP é diferenciado dependendo do seu estadiamento 

clínico e sítio anatômico de acometimento. O diagnóstico em estágio inicial da doença 

está intimamente relacionado a melhores chances de cura e sobrevida. Essa 

característica fica evidente devido à elevada taxa de mortalidade em decorrência da 

doença mesmo após o tratamento, em casos onde o diagnóstico tenha ocorrido em 
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estágios mais avançados do câncer (Ferlay et al., 2015). O tempo de sobrevida de 

pacientes acometidos por CECP é de ± 5 anos em aproximadamente 60% dos casos. 

Entretanto, observa-se uma redução deste tempo quando o diagnóstico é realizado 

tardiamente, o que está intimamente relacionado com estágios mais avançados da 

doença (Pai e Westra, 2009; INCA, 2018). 

Remoção cirúrgica do tumor associada ou não à radioterapia e quimioterapia 

em várias combinações são as abordagens terapêuticas usuais para tratamento do 

câncer oral. A escolha para associação de procedimento cirúrgico à terapia 

antitumoral baseia-se principalmente na extensão e localização tumoral (Tshering 

Vogel et al., 2010). Além disso, a presença de metástase e a possibilidade de 

recidivas, que ocorrem tipicamente quando há apenas abordagem cirúrgica e 

radioterápica, são consideradas para determinar o uso de quimioterapia (Marur e 

Forastiere, 2016). Uma das abordagens com quimioterápicos mais utilizada é a de 

altas doses  de agentes contendo platina, como por exemplo a cisplatina. A cisplatina 

liga na fita dupla do DNA tumoral formando um crosslink, inibindo a transcrição, além 

de sensibilizar as células à radioterapia, aumentando, assim, a sua eficiência (Pignon 

et al., 2000). Novas drogas e alvos intracelulares tem sido estudados e caracterizados, 

visando aumento nas taxas de sobrevida tais como os Anti-EGFR, cetuximab e 

panitumumab (Jouan-Hureaux et al., 2012; Ang et al., 2014), porém ainda há desafios 

relacionados a citotoxicidade, em especial em casos de tumores com amplificação de 

EGFR, destas drogas bem como de sua eficiência quando em associações 

terapêuticas. 

As células neoplásicas no câncer oral possuem diversas alterações 

moleculares que resultam em mudanças no seu comportamento proliferativo, de 

diferenciação e de sobrevivência celular (Martin et al., 2014). Além disso, essas 

células também apresentam alterações em diferentes vias de sinalização celular, tais 

como de controle de proliferação e morte que contribuem para o desenvolvimento e 

progressão da doença (Molinolo et al., 2009; Rivera, 2015). Em células não tumorais 

os processos de proliferação e morte celular são finamente controlados por vias de 

sinalização que tem por objetivo a manutenção da homeostase tecidual. O início e a 

progressão tumoral representam um complexo processo que se caracteriza pela 

aquisição progressiva de alterações genéticas e epigenéticas das células tumorais, 

bem como alterações no microambiente tumoral. Tais modificações foram descritas 

por Hanahan e Weinberg como “hallmarks” do câncer. Essas alterações acarretam 
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proliferação desordenada, devido à manutenção do sinal proliferativo, evasão dos 

supressores de crescimento, resistência à morte celular, indução de angiogênese, 

escape da resposta imune, promoção de perfil inflamatório, instabilidade genômica e 

mutação, alteração no metabolismo celular energético e aumento da capacidade 

invasiva e metástase(Hanahan e Weinberg, 2000; 2011). 

 

A etiopatogênese do câncer oral ainda não está totalmente elucidada, o que 

limita e dificulta a inserção de novas abordagens terapêuticas.Resumidamente, as 

células normais (queratinócitos) recebem estímulos genéticos ou estímulos externos 

como consumo de álcool e cigarro que originam células com alterações em uma série 

de membros de vias de sinalização celular (TP53, NOTCH1, EGFR, CDKN2a, STAT3, 

Cyclin D1, Rb, LOH) encaminhando essas células a desordens orais potencialmente 

malignas classificadas como hiperplasia, e graus leves, moderados e severos de 

displasia (Rivera, 2015). Em estágios mais tardios, como após a invasão de tecidos 

conjuntivos adjacentes e com o avanço e acúmulo de alterações, essas células 

passam a produzir uma série de proteínas e fatores, como os citados anteriormente, 

que possibilitam que essas células, de perfil epitelial, desenvolvam características 

mesenquimais, ou seja, se tornam células com capacidade de romper a membrana 

basal e assim invadindo o tecido subjacente e/ou alcançando a via linfática ou 

sanguínea. Desse modo, temos o carcinoma oral invasivo (Rivera, 2015). 

 

1.2 - SET (I2PP2A) 
 

Em geral, são necessárias ativação desenfreada de proteínas oncogênicas 

conjuntamente com a inibição de supressores tumorais para o desenvolvimento do 

câncer.  

Dentre diversos fatores e proteínas que participam do crescimento tumoral, 

destacamos a proteína SET (I2PP2A; Inibidor 2 de PP2A): proteína localizada no 

núcleo e no citoplasma, que foi primeiramente descrita como produto de fusão SET-

CAN em leucemia mielóide aguda indiferenciada (Von Lindern et al., 1992). Altos 

níveis dessa proteína tem sido encontrados em diversas doenças além da leucemia 

mielóide aguda tais  como, câncer de mama (Switzer et al., 2011), tumor de Wilms 

(Carlson et al., 1998), Alzheimer (Madeira et al., 2005) e em CECP (Leopoldino, A. M. 

et al., 2012). O mecanismo de atuação da proteína SET, também conhecida como 
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I2PP2A, é caracterizado por inibir potente e seletivamente a proteína fosfatase 2 A 

(PP2A) (Li et al., 1996). A PP2A é uma fosfatase que controla a fosforilação de 

diversas outras proteínas envolvidas na sinalização celular e que tem grande 

importância na regulação da proliferação celular, crescimento, diferenciação e 

apoptose(Janssens e Goris, 2001). Essas funções são exercidas por meio da 

desfosforilação de proteínas, como ERK (extracellular signal-regulated kinase) e Akt 

(protein kinase B)(Li et al., 1996). Através da regulação destas vias a atividade de 

PP2A exerce papel na supressão tumoral, porém tem sido relatado a inibição de PP2A 

em neoplasias de pulmão e leucemias  e sua ativação após interferências 

farmacológicas (Oaks e Ogretmen, 2014). 

Estudos de nosso grupo demonstram que a proteína SET está superexpressa 

e contribui para a sobrevivência celular e resistência ao estresse oxidativo em CECP 

(Leopoldino, A. M. et al., 2012). Além disso, ela participa no fenômeno de transição 

epitélio-mesenquimal, no qual células epiteliais adquirem fenótipo mesenquimal e 

perfil metastático (Sobral, L. M. et al., 2014). No trabalho publicado por Sobral et al. 

em 2014, observou-se que o silenciamento estável da proteína SET utilizando-se a 

técnica de short-harpin levou à diminuição da proliferação celular e à sensibilidade a 

morte pelo tratamento com cisplatina in vivo em modelo de xenoenxerto gerados a 

partir da linhagem HN12. Por outro lado, observou-se que essa redução da proteína 

SET estimulou o aumento da migração, invasão e metástase. Esses achados 

evidenciam que há potencial atuação da SET na prevenção de metástases em CECP. 

Não somente, em 2017 Sobral et al. demonstraram que o aumento dos níveis 

proteicos de SET contribuem para a transformação maligna de queratinócitos orais 

normais e imortalizados em queratinócitos com características neoplásicas em 

decorrência do aumento da fosforilação de Akt e c-Myc  além da capacidade 

tumorigênica em modelo de xenoenxerto utilizando camundongos Balb-C nude 

(Sobral et al., 2017). Portanto, a funcionalidade da SET em CECP requer mais 

investigações uma vez que os mecanismos moleculares e as vias de sinalização 

necessitam serem amplamente identificados. 
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1.3-SphK1 (Esfingosina quinase 1)  
 

Dentre os lipídios presentes nas membranas celulares, os esfingolipídios 

representam a classe que promove sustentação estrutural, formando uma barreira 

protetora e é sítio de adesão de proteínas extracelulares. Porém, além de 

desempenharem papel na estrutura das membranas celulares, os esfingolipídios 

também modulam redes de sinalizações intracelulares que influenciam na 

senescência, na diferenciação, na apoptose, na migração, na proliferação e na 

angiogênese (Hannun e Obeid, 2018).  

As múltiplas faces dos mecanismos dos esfingolipídios faz do estudo de sua 

regulação algo complexo, já que estão interconectados entre si em uma rede de 

sinalização.Dada a sua posição privilegiada no metabolismo dos esfingolípidos, a 

expressão da proteína esfingosina quinase 1 (SphK1) afeta o equilíbrio entre os 

esfingolípidos envolvidos nos mecanismos de ativação da apoptose e da 

sobrevivência celular determinando o destino das células, o que caracteriza essa 

enzima em uma posição reguladora principal para um potencial oncogene (Heffernan-

Stroud e Obeid, 2013). 

Estudos observaram maiores níveis de SphK1 em vários tipos de tumores 

sólidos, incluindo mama(Maczis et al., 2016), ovário(Yang et al., 2012), colorretal 

(Long et al., 2016), além do pulmão(Johnson et al., 2005), fígado (Wang e Wu, 2018) 

e câncer oral (Facchinetti et al., 2010). No câncer oral, o aumento da expressão de 

SphK1 resulta na  alteração no balanço entre os esfingolipídios,  ocasionando o 

aumento de  S1P, que é responsável pela ativação de diversas vias de sobrevivência, 

dentre elas: PI3K/Akt, MAPK, NFκβ, Bcl-2, entre outras(Takabe et al., 2008; 

Facchinetti et al., 2010; Tamashiro et al., 2013). Ainda, a maior expressão de SphK1 

em câncer oral está correlacionada com estágio avançado do tumor e recidiva(Sinha 

et al., 2011). Camundongos atímicos Balb-C nude que receberam células de câncer 

oral com redução de SphK1, por small interference RNA (siRNA), foram mais 

sensíveis à radiação e tiveram maior redução tumoral em comparação aos grupos 

com níveis normais de SphK1 (Sinha et al., 2011; Tamashiro et al., 2013). Estes 

estudos sugerem a SphK1 como potencial alvo e com ações importantes em câncer 

oral, onde sua inibição ou redução pode contribuir para a regressão tumoral (White et 

al., 2016). Entretanto, faz-se necessária uma investigação mais ampla da SphK1 e 
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sua correlação com outras proteínas sabidamente alteradas em CECP, tais como SET 

e PP2A. 

 

 

1.4- Morte celular: apoptose, necrose e autofagia 
 

A busca por fármacos e compostos que atuem de maneira eficaz e com 

mínimos efeitos colaterais no tratamento do CECP é uma constante das pesquisas 

científicas. Observando-se melhor eficácia desses agentes no tratamento das 

neoplasias, tem-se então a necessidade de compreender os mecanismos envolvidos 

na indução da morte celular para que assim novos agentes possam ser desenvolvidos 

para atuarem sinergicamente nessas vias. 

A apoptose é um tipo de morte celular programada que possui uma via de 

sinalização finamente controlada como uma de suas funções primárias a eliminação 

de células e organelas danosas ao organismo sejam elas infectadas por patógenos, 

danificadas (Adams, 2003). A apoptose é caracterizada pela ativação das caspases, 

que são proteínas de classificação cisteína protease responsáveis pela iniciação, 

execução e regulação do processo apoptótico (Thornberry, 1998; Thornberry e 

Lazebnik, 1998). As caspases têm ação proteolítica nos resíduos de aspartato das 

proteínas alvo e são sintetizadas nas formas de zimogênios inativos, que são ativados 

após clivagem. Assim, as caspases são classificadas, de acordo com a fase do 

processo que estão atuantes, em caspases iniciadoras (caspases 2,8,9 e 10), 

caspases efetoras (caspases 3,6 e 7). As iniciadoras são ativadas por clivagem em 

seu pró-domínio após estimulo apoptótico externo, clivam as caspaes efetoras 

tornando estas também ativas, as quais, por sua vez, são responsáveis por agir sobre 

substratos celulares ocasionando colapso intracelular por meio da desintegração do 

citoesqueleto, desarranjo metabólico e fragmentação genômica (Thornberry, 1998; 

Adams, 2003; Riedl e Shi, 2004; Li e Yuan, 2008).  Além disso, essa ativação em 

cascata gera nas células ativação de endonucleases, rompimento da membrana 

celular, condensação nuclear, formação de blebs na membrana e corpos apoptóticos 

e a exposição do resíduo de fosfatidilserina na membrana plasmática para 

reconhecimento por fagocóticos. (Eguchi et al., 1997). 

Este tipo de morte celular ocorre por duas vias principais: a extrínseca e a 

intrínseca, ambas ativadas por caspases e interconectadas, sendo que as proteínas 
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da via extrínseca podem influenciar a via intrínseca (Fulda e Debatin, 2006; Elmore, 

2007). A via intrínseca, resumidamente, é desencadeada em resposta a estímulos de 

morte gerados intracelularmente, tais como ativação de oncogenes, danos genéticos 

irreparáveis, altas concentrações de cálcio no citosol, hipóxia e estresse oxidativo.  

Neste tipo de via a mitocôndria das células sinaliza o estímulo de morte 

liberando do espaço intermembrana mitocondrial para o citoplasma diversas 

proteínas, como por exemplo o citocromo c, Smac/DIABLO (second mitochondria-

derived activator of caspases / direct inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with 

low pl) entre outras, o que culmina na ligação destas com fatores anti-apoptóticos 

como XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), um inibidor de caspases 3 e 9, e 

APAF1 que após ligação com citocromo c muda de conformação permitindo que 

APAF1 se ligue ao ATP/dATP e forme o apoptossomo, mediando a ativação de 

caspase 9, o que desencadeia a cascata de ativação de caspases culminando no 

processo de morte por apoptose (Jiang e Wang, 2000; Riedl e Salvesen, 2007; Tait e 

Green, 2010).   

A via extrínseca, resumidamente, é iniciada pela interação de ligantes 

extracelulares indutores de morte como FasL, TRAIL e TNF, aos seus receptores, Fas, 

TRAILR e TNFR1. Os receptores de morte possuem um domínio de morte, que 

quando há interação de ligante e receptor há a formação de um complexo que expõe 

seu domínio de morte recrutando proteínas adaptadoras que sequestram as caspases 

inciadoras 8 e 10 para formar um complexo denominado de DISC (Death-Inducing 

Signalling complex) levando a clivagem e ativação da caspase efetora 3 (Boatright e 

Salvesen, 2003). A função do complexo DISC na ativação da caspase 8 é homóloga  

a função do apoptossomo na ativação da caspase 9, embora os mecanismos 

moleculares deste complexo não estejam bem estabelecidos (Boatright e Salvesen, 

2003). 

 

Em certas condições a apotose pode não ser eficiente para eliminar uma célula 

que tenha sofrido algum dano, sendo então ativada a via de morte denominada 

necrose. A necrose é caracterizada por alterações metabólicas que causam grave 

depleção de ATP, quebra do equilíbrio iônico , inchamento mitocondrial e celular, ação 

de enzimas degenerativas o que resulta em ruptura da membrana plasmática, perda 

de proteínas, metabólitos e íons intracelulares no meio extracelular (Danial e 

Korsmeyer, 2004; Linkermann e Green, 2014). Neste tipo de morte não há o 
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envolvimento de caspases, e frequentemente acontecem simultaneamente reações 

inflamatórias após estímulos de dano celular agudos ou acidentais (químicos ou 

físicos), ocorrendo então de forma não programada. Entretanto estudos têm 

demonstrado que a morte por necrose pode ser de certa forma coordenada ou 

programada possuindo uma via de sinalização finamente regulada.  

Desta forma para diferenciar os dois tipos, é utilizado o termo necroptose que 

significa em termos o processo de morte celular necrótico que possui um mecanismo 

de regulação molecular (Degterev et al., 2005; Jain et al., 2013). A necroptose é 

ativada por estímulos semelhantes ao da via extrínseca da apoptose, entretanto, não 

possui os reguladores chaves como as caspases. A característica da célula em 

necroptose é de perda da integridade da membrana plasmática, disfunção 

mitocondrial, estresse oxidativo e ausência de fragmentação nuclear as quais são 

caracteristiscas semelhantes ao processo de necrose. A via necroptótica em síntese, 

envolve especialmente a proteína RIP1 quinase que ativada gera uma cascata de 

eventos e por fim se liga a RIP3, recrutando a proteína MLKL (Mixed lineage kinase 

domain-like protein) e levando aos sinais característicos deste tipo de morte celular 

(Galluzzi e Kroemer, 2008; Kroemer e Pouyssegur, 2008; Ofengeim e Yuan, 2013).  

As células neoplásicas podem ser resistentes aos tratamentos. Hu e Xuan 

descreveram que quando o tratamento é baseado na indução de apoptose, algumas 

células podem se tornar resistentes (Hu e Xuan, 2008). Isto também pode ocorrer com 

tratamentos baseados na indução de necrose. Desse modo, é necessário o uso de 

tratamentos baseados na indução de apoptose, de necrose e de outra via de morte 

celular para inibir a indução de células resistentes à terapia .  

Por outro lado temos a autofagia, que é um processo conservado durante a 

evolução que ocorre em células eucarióticas caracterizado pela degradação de 

componentes celulares nos lisossomos (Dice, 1987; Kondo et al., 2005). Esse 

processo é utilizado pelas células para adaptação às flutuações de condições 

externas e metabólicas que as células podem ser expostas, visando a manutenção da 

homeostase celular, incluindo  temperatura, substancias químicas, pH, concentrações 

de metabólitos, hormônios, citocinas, infecção por patógenos, privação nutricional, 

stress metabólico, hipóxia, e crescimento celular desordenado, tal como ocorre no 

câncer (Ohsumi, 2014; Ndoye e Weeraratna, 2016). Até certo limiar as flutuações 

podem ser consideradas como estresses, pois durante a resposta a um estresse sub-

letal as células se modificam rapidamente e adaptam seu metabolismo conseguindo 
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se protegerem, sendo assim neste contexto um mecanismo de defesa da célula a 

situações não homeostáticas (Mortimore et al., 1989; Kroemer et al., 2010). Na 

autofagia temos um processo em massa com capacidade de degradar proteínas e 

organelas (retículo endoplasmático, mitocôndrias, peroxissomos e ribossomos, além 

do núcleo) diferindo do do sistema ubiquitina-proteassoma, que é responsável pela 

degradação de proteínas de curto tempo de meia-vida apenas. No processo 

autofágico após degradação das proteínas e organelas não funcionais tem os 

produtos da degradação utilizados pelas próprias células na biossíntese de novas 

estruturas, o que garante a sobrevivência e homeostase celular (Kaur e Debnath, 

2015). 

A autofagia é dividida em três tipos de processos: macroautofagia, 

microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. A macroautofagia é 

caracterizada pela formação de uma vesícula de dupla-membrana denominada 

“autofagossomo”, neste processo de formação da carga autofágica e maturação do 

autofagossomo é imprescindível a participação da proteína LC3 e p62 que se liga a 

proteínas ubiquitinadas e as entrega aos autofagossomos por meio do seu domínio 

de interação com LC3. O autofagossomo então engloba o conteúdo a ser degradado, 

e posteriormente tem sua membrana externa fusionada à membrana dos lisossomos 

para adquirir atividade hidrolítica, formando os “autolisossomos”, onde ocorre a 

degradação pelas enzimas lisossomais do conteúdo agrupado para reciclagem (Lin e 

Baehrecke, 2015). A microautofagia refere-se ao processo de invaginação da 

membrana lisossomal ou endossomal, resultando em englobamento direto do 

substrato e posterior degradação via proteases lisossomais (Komatsu e Ichimura, 

2010). Na autofagia mediada por chaperonas, o conteúdo (proteínas) a ser degradado 

não é sequestrado em autofagossomo. As proteínas a serem degradadas possuem 

um domínio reconhecido por chaperonas citosólicas, que por sua vez promovem a 

translocação do conteúdo reconhecido diretamente ao lúmen dos lisossomos(Kaur e 

Debnath, 2015). No presente trabalho, o fenômeno relevante é a macroautofagia, que 

será denominada simplesmente autofagia. 

Imperfeições no processo autofágico têm sido associadas ao acúmulo de 

macromoléculas e organelas, principalmente mitocôndrias, defeituosas ou 

danificadas, favorecendo o estresse oxidativo, danos ao DNA e instabilidade da 

cromatina. Essas condições, associadas ao acúmulo de mutações em oncogenes, 

aumentam a suscetibilidade ao desenvolvimento de neoplasias (Choi, 2012).A 
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autofagia em células tumorais já́ estabelecidas em condições como o estresse 

metabólico (resultante de oxigenação insuficiente, privação de nutrientes e/ou 

aumento da demanda energética) tem sido associada como forma de obtenção de 

nutrientes e energia. Além disso, a autofagia pode ser utilizada como mecanismo de 

escape aos tratamentos quimioterápicos, resultando em sobrevivência da célula 

tumoral (Zhang et al., 2010; Choi, 2012). Por outro lado, o restabelecimento da 

autofagia em células de câncer de mama bloqueou o processo tumorigênico (Liang et 

al., 1999).  Embora a autofagia seja primordialmente um mecanismo de proteção, o 

seu papel na morte celular é altamente dependente do contexto celular. Se as 

condições metabólicas desfavoráveis avançam além do necessário, o consumo 

autofágico excede a capacidade celular de síntese e promove a morte celular. Esse 

tipo de morte, classificado como “morte celular programada do tipo II” ou “morte celular 

autofágica”, ocorre principalmente em células submetidas a quimio ou radioterapia 

(Tsuchihara et al., 2009; Choi, 2012). Sendo a conexão entre autofagia e o 

metabolismo tumoral de grande interesse e alto potencial na pesquisa clínica em 

câncer. 

 

1.5 - FTY720 (Fingolimod) 
 

A terapia usual contra o câncer permanece sendo a ressecção cirúrgica 

associada ou não à radioterapia. Entretanto, quando há o espalhamento do tumor 

primário para outros órgãos, extravassavento capsular, tumores não operáveis e em 

casos de recorrência faz-se necessário a utilização de quimioterapia. A quimioterapia 

age sistemicamente e de maneira não seletiva somente nas células neoplásicas. Por 

esse motivo, esses medicamentos devem ser usados em doses sub-ótimas com o 

intuito de reduzir a citotoxicidade e os efeitos colaterais decorrentes do tratamento. As 

altas taxas de recidiva e de mortalidade em casos que apresentam metástase 

estimulam a busca por novos agentes quimioterápicos contra o câncer oral. 

Compostos que ativam a PP2A ou que atuam inibindo a SET, têm sido 

discutidos como potenciais drogas para o tratamento de câncer, pois são compostos 

que efetivamente antagonizam o desenvolvimento e progressão neoplásica(Cristóbal 

et al., 2015; Arriazu et al., 2016). Um novo composto que têm sido alvo de estudos 

pré-clínicos, em alguns tipos de câncer, é o fingolimod (FTY720) que apresenta 

analogia estrutural com o lipídeo bioativo esfingosina (White et al., 2016). O FTY720 
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é uma droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso no 

tratamento de pacientes com esclerose múltipla. Ele é administrado por via oral e 

possui alta biodisponibilidade, atoxicidade e não tumorigenicidade em ensaios com 

animais (Brunkhorst et al., 2014). Tem sido demonstrado seu uso como potente 

inibidor do crescimento tumoral e angiogênese(Lamontagne et al., 2006) em vários 

tipos de neoplasias como por exemplo, cancer de próstata (Tonelli et al., 2013), mama 

(Lim et al., 2011), pulmão (Saddoughi et al., 2013), fígado (Ho et al., 2005), pâncreas 

(Shen et al., 2007), bexiga (Azuma et al., 2003), rim (Thangada et al., 2014), cólon 

(Xing et al., 2014),ovário(Zhang et al., 2013), diferentes formas de leucemia e linfoma 

(Neviani et al., 2007; Liu et al., 2008) e, mais recentemente , em câncer oral 

(Velmurugan et al., 2018). O FTY720 tem sido proposto como droga antitumoral por 

apresentar-se como indutor de morte celular, inibidor da transição epitélio-

mesênquima, atenuação da metástase e redução da inflamação tanto in vitro quanto 

in vivo(Patmanathan et al., 2015).  

 

Estudos demonstraram que o FTY720 induz tanto apoptose quanto 

necroptose, bem como autofagia. (Zhang et al., 2010; Estrada-Bernal et al., 2012; 

Saddoughi et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2015). Em linhagens de 

glioblastoma que tiveram o processo autofágico inibido, a ação do FTY720 como 

indutor de morte celular foi reduzida. Isto indica que a autofagia é um coadjuvante 

importante no processo de morte celular ativado por este composto neste tipo tumoral 

(Zhang et al., 2015).  

Em termos de mecanismo de ação, é proposto que o FTY720 rompe a 

interação SET-PP2A seguida pela ativação da PP2A, permitindo assim que a 

fosfatase exerça suas funções na célula (Neviani et al., 2007).Além dos efeitos na 

ativação de PP2A, FTY720 também vêm sido estudado como um mimético de 

esfingosina inibindo sua fosforilação para esfingosina-1-fosfato (S1P)(Takabe et al., 

2008; Maczis et al., 2016). Para exercer tal efeito, o FTY720 inibe a 

esfingosinaquinase 1 (SphK1 – sphingosine kinase 1), resultando na diminuição de 

S1P seguida da diminuição da viabilidade e proliferação celular em câncer intestinal, 

de próstata e mama por exemplo (White et al., 2016). 

No câncer oral há alterações da relação entre de ceramidas e S1P que 

resultam na sustentação do sinal proliferativo principalmente pela atividade de SphK1 

(Heffernan-Stroud e Obeid, 2013). Além dessa via, há também a super expressão da 
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proteína SET, inibindo a atividade supressora tumoral de PP2A o que caracteriza 

alvos importantes do FTY720 neste tipo de câncer. Assim, dado os efeitos descritos 

por FTY720 em outros tipos tumorais e, recentemente, em câncer oral, há relevância 

no estudo desse composto em CECP e uma compreensão aprofundada do seu 

mecanismo de ação. Para tanto, a abordagem inicial é identificar em quais 

mecanismos moleculares sofrem interferências após o tratamento com FTY720. 

Com base em estudos prévios de nosso grupo que mostraram acúmulo da 

SET no CECP e em trabalhos recentes que mostram o efeito antitumoral de FTY720 

em outros tipos de câncer que também tem a SET acumulada, temos como hipótese, 

nesse contexto, que, como entre os efeitos descritos por FTY720, um deles é a 

ativação de PP2A e no CECP temos uma inibição desta pelo aumento da I2PP2A ou 

SET, o tratamento com este composto nestas células iria reverter essa inibição 

ativando PP2A e promovendo a morte celular assim como os efeitos sobre os 

esfingolipídeos ativados pela inibição de SphK1, gerando aumento da apoptose e 

redução tumoral em animais com tumores xenoenxerto de linhagem de CECP.   
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2. Objetivos 
 

2.1– Objetivo geral 

 

➢ Investigar o potencial efeito antitumoral do FTY720 em CECP e o seu 

mecanismo de ação com avaliação do envolvimento da proteína SET. 

 

2.2-Objetivos específicos: 

➢ Determinar a atividade da fosfatase PP2A em linhagens CECP com e 

sem exposição ao FTY720 utilizando ensaio enzimático específico; 

➢ Determinar a citotoxicidade do FTY720 em linhagens celulares de CECP 

com e sem redução da proteína SET; 

➢ Analisar as vias de sinalização de resposta ao FTY720 em linhagens 

CECP in vitro e possível tipo de morte celular ativada; 

➢ Avaliar a resposta ao tratamento com FTY720 no desenvolvimento dos 

tumores xenoenxerto subcutâneo no dorso de camundongos BALB/c 

nude a partir de linhagem de CECP.  
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7. Conclusão 

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho concluimos que o 

FTY720 possui efeito antitumoral em CECP, sendo a apoptose e a necrose as 

principais vias de morte ativadas. O mecanismo de ação de FTY720 em CECP 

envolve reativação de PP2A e redução de SphK1 enquanto altos níveis de SET 

representam um mecanismo de resistência a morte celular. Por fim, outro mecanismo 

importante ativado por FTY720 é a autofagia, o que permitiu-nos testar e propor a 

combinação de FTY720 com inibidor de autofagia (3-MA), tanto in vitro quanto in vivo, 

como uma nova estratégia antitumoral em CECP além de evidenciarmos as ceramidas 

como marcador de resposta terapêutica ao tratamento em camundongos.  

Levando em conta essas conclusões, podemos afirmar as vias estudadas 

como importantes alvos de ação antitumoral em CECP, evidenciando a via dos 

esfingolipidios como as ceramidas e SphK1 como proposta de maiores investigações 

nesses mecanismos descritos neste trabalho.  O FTY720 é um composto utilizado na 

clínica apenas pela sua função imunodepressora, em esclerose múltipla 

principalmente. Pela sua ação sobre os linfócitos, impedindo a maturação destes pelo 

timo, é de suma importancia analisar em estratégias que evadam ou que compensem 

sua ação imunodepressora, em testes clinicos. Como sabemos, a associação de uma 

ou mais drogas no tratamento do câncer, visando duas vias de morte celular por 

exemplo, é uma estratégia que vem sendo defendida por inúmeros pesquisadores e 

clínicos, pelos seus efeitos antitumorais potencializados.  

Portanto o FTY720 se mostra como potencial agente antitumoral, ativando 

vias de necrose e apoptose em CECP, combinados com inibidor de autofagia ainda 

tem seus efeitos antitumorais potencializados, o que pode ser uma nova estratégia 

para futuros estudos nesta área. 
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