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RESUMO 

AGUIAR EMG. Efeito de quimioterápicos inibidores de histonas deacetilases sobre 
células-tronco tumorais derivadas de linhagens de carcinoma mucoepidermoide de 
glândula salivar [tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 
Odontologia; 2023. Versão Corrigida.

O tratamento quimioterápico para o carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar 

(CME) é, usualmente, reservado para casos agressivos e metastáticos, devido a sua 

baixa resposta à radio e quimioterapia, a qual é associada à presença de células-

tronco de câncer na população intratumoral. Nesse contexto, os fármacos inibidores 

de histonas deacetilases (iHDACs) surgiram como uma estratégia, em potencial, para 

o tratamento do câncer, já que a hipoacetilação das histonas tem sido identificada em

vários tipos de câncer. Os iHDACs induzem a rápida hiperacetilação das histonas e

possuem importantes efeitos antitumorais, incluindo a ação sobre Células-tronco

tumorais (CTTs). Desse modo, este estudo se propôs a avaliar os efeitos antitumorais

de dois fármacos iHDACs (Panobinostat - PAN e Romidepsin - ROM), isoladamente

e em associação com a Cisplatina (CIS), sobre duas linhagens celulares derivadas de

CME (UM-HMC1 e UM-HMC3A), com foco na população de CTTs. A ação dos

iHDACs foi investigada quanto a capacidade de inibir: (i) viabilidade celular (MTS e

sulforodamina B); (ii) migração coletiva (“ferida”) e individual (transwell); (iii) invasão

(transwell com matrigel); (iv) clonogenicidade e autorrenovação (formação de colônias

e esferas); (v) expressão de marcadores relacionados ao fenótipo tronco-tumoral

(citometria de fluxo, RT-qPCR e qPCR array), após 48h de tratamento prévio com as

doses de IC50 dos fármacos. As propriedades de autorrenovação e clonogenicidade,

também foram analisadas em condições de desacetilação, obtidas pela manutenção

dos fármacos no meio de cultivo por um período prolongado (tratamento

concomitante). Os resultados mostraram que o tratamento prévio com os iHDACs

induziram efeitos antitumorais, reduzindo a capacidade de migração, invasão e de

formação de esferas, em ambas as linhagens celulares; apesar de não terem atuado

eficientemente sobre as colônias tumorais, e nem na redução da população com

fenótipo tronco-tumoral (ALDH+/CD44+) na linhagem UM-HMC3A, derivada de tumor

recidivante. Já os tratamentos em associação com a Cisplatina (PAN+CIS e



ROM+CIS), reduziram eficientemente o número de esferas e, ainda, potencializaram 

o efeito inibitório dos iHDACs sobre a capacidade de migração e invasão celular.

Contudo, a redução da resistência a CIS só foi constatada quando os fármacos em

associação, permaneceram em contato com as células por um período mais

prolongado. Apesar de não ter havido alterações relevantes na expressão de genes

relacionados à autorrenovação e pluripotência celular, após 48h de tratamento, os

resultados obtidos em um “screening” com 84 genes, realizado com placas de qPCR

array, revelaram a expressão diferencial de diversos genes relacionados à CTTs

humanas. Coletivamente, os resultados obtidos nesse estudo, evidenciaram os efeitos

antitumorais da monoterapia dos iHDACs (PAN e ROM) sobre linhagens de CME,

apesar dos tratamentos em associação com a CIS, não terem reduzido efetivamente

a resistência das células à ação da Cisplatina. Portanto, os dados aqui apresentados,

ao mesmo tempo que comprovam os efeitos in vitro dos dois iHDACs em linhagens

de CME, ressaltam a necessidade de outros estudos, visando identificar combinações

terapêuticas mais efetivas na erradicação das CTTs e, consequentemente, no

tratamento dos pacientes acometidos pelo CME de glândula salivar. Therefore, the

data presented here, while confirming in vitro effects of the two iHDACs in CME cell

lines, highlight the need for further studies to identify more effective therapeutic

combinations in the eradication of CTT and, consequently, in the treatment of affected

patients by MEC.

Palavras-chave: Células-tronco tumorais. Carcinoma mucoepidermoide de glândula 

salivar. Inibidores de histonas deacetilases. Quimioterapia. 



ABSTRACT 

Aguiar EMG. Effects of chemotherapy with histone deacetylases inhibitors on cancer 
stem cells derived from cell lines of mucoepidermoid carcinoma of salivary gland 
[thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2023. 
Versão Corrigida.

Chemotherapy treatment for mucoepidermoid carcinoma of the salivary gland (CME) 

is usually reserved for aggressive and metastatic cases due to its low response to radio 

and chemotherapy, which is associated with the presence of cancer stem cells in the 

intratumoral population. In this context, histone deacetylases (iHDAC) inhibitor drugs 

have emerged as a potential strategy for cancer treatment since histone 

hypoacetylation has been identified in several types of cancer. The iHDACs induce 

rapid histone hyperacetylation and have significant antitumor effects, including action 

on Cancer Stem Cells (CTTs). Thus, this study aimed to evaluate the antitumor effects 

of two iHDACs drugs (Panobinostat - PAN and Romidepsin - ROM), isolated and in 

association with Cisplatin (CIS), on two CME-derived cell lines (UM-HMC1 and UM -

HMC3A), focusing on the CTTs population. We investigated iHDACs' abilities to inhibit: 

(i) cell viability (MTS and sulforhodamine B); (ii) colletive ("wound healing assay") and 

individual (transwells) migration; (iii) invasion (Matrigel-coated transwells); (iv) 

clonogenicity and self-renewal (colony and sphere formation); (v) expression of 

markers related to cancer stem-cell phenotype (flow cytometry, RT-qPCR and qPCR 

array), after 48h of previous treatment with the IC50 doses of the drugs. Self-renewal 

ability and clonogenicity were also analyzed under deacetylation conditions obtained 

by maintaining the drugs in the culture medium for an extended period (concomitant 

treatment). The results showed that previous treatment with iHDACs induced antitumor 

effects, reducing the ability to migrate, invade and form spheres in both cell lines. 

However, they did not act efficiently on tumor colonies nor in reducing the population 

with a stem-cell cancer phenotype (ALDH+/CD44+) in the UM-HMC3A lineage derived 

from a recurrent tumor. The treatments in association with Cisplatin (PAN+CIS and 

ROM+CIS) efficiently reduced the number of spheres and also potentiated the 

inhibitory effect of iHDACs on the capacity for cell migration and invasion. However, 

the reduction in resistance to CIS was only observed when the combined drugs



remained in contact with the cells for a more extended period. Although there were no 

relevant alterations in the expression of genes related to self-renewal and cellular 

pluripotency, after 48 hours of treatment, the results obtained in the "screening" with 

84 genes, carried out in qPCR array plates, revealed the differential expression of 

several genes related to human CTTs. Collectively, the results obtained in this study 

showed the antitumor effects of monotherapy with iHDACs (PAN and ROM) in CME 

cell lines, although treatments in association with CIS have not reduced effectively the 

resistance of cells to the Cisplatin action. 

Keywords: Cancer stem cells. Mucoepidermoid carcinoma of salivary gland. Histone 

deacetylase inhibitors. Chemotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Atualmente, os tumores malignos de glândula salivar estão entre os 30 tipos de 

câncer mais frequentes, com uma estimativa de aumento de mais de 45% entre os 

anos de 2020 – 2040 (1). Dentre os mais de 20 subtipos morfológicos distintos de 

câncer de glândula salivar reconhecidos pela Organização Mundial da Saúde (OMS) 

(2), o carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar (CME), é o subtipo mais 

frequente, representando quase 1/3 de todos os tumores malignos diagnosticados nas 

glândulas salivares (3).  

Apesar da relativa baixa incidência, o CME representa um desafio clínico 

importante, em virtude da heterogeneidade microscópica e aspectos clínicos 

variáveis, que tendem a retardar o seu diagnóstico (1). Portanto, o estágio clínico da 

doença, no momento do diagnóstico inicial, influencia diretamente o prognóstico do 

paciente, tornando o diagnóstico precoce de fundamental importância (4). A 

graduação histológica do CME representa, também, um indicador de prognóstico, na 

medida em que tumores de graus baixo e intermediário apresentam melhores taxas 

de sobrevida em 5 anos (>90%) (5). Por outro lado, em tumores de alto grau, essa 

taxa cai para 40%, podendo diminuir ainda mais na presença de metástase nodal ou 

à distância (4). 

O tratamento de primeira linha para o CME é a cirurgia ressectiva, seguida ou 

não por radioterapia. Porém, além de promover danos graves (deformidades) na face 

do paciente, essa modalidade de tratamento não impede a recorrência local, tão 

pouco, o desenvolvimento de metástases (6). A quimioterapia, por sua vez, é utilizada 

de forma paliativa, como terapia adjuvante, e está reservada apenas para casos mais 

avançados de CME (7). Nesse sentido, agentes antitumorais baseados em platina, 

além do Metotrexato, Paclitaxel e Doxorrubicina, são exemplos de regimes 

terapêuticos bastante utilizados em tumores malignos de glândula salivar; contudo, 

sem melhorar a sobrevida dos pacientes (8). Estima-se que aproximadamente 17% 

dos pacientes com CME apresentam recidivas tardias, o que torna este cenário ainda 

mais preocupante, visto que pacientes com tumores recorrentes ou metastáticos não 

possuem alternativas terapêuticas efetivas (9).  
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Evidências científicas têm associado a resistência ao tratamento no CME, à 

presença de subpopulações intratumorais com características tronco, conhecidas 

como células-tronco tumorais (CTTs, do inglês “cancer stem cells”). Essas células 

apresentam propriedades e mecanismos para “burlar” e escapar da terapia 

antitumoral convencional. Capacidade de migração, longos períodos em estado de 

quiescência, bombas de efluxo, aumento da maquinaria de reparo ao dano de ácido 

desoxirribonucleico (DNA, do inglês “Deoxyribonucleic acid”) e plasticidade são alguns 

deles (10). Consequentemente, as CTTs são altamente tumorigênicas e participam, 

não somente, do desenvolvimento do câncer, mas também, dos mecanismos de 

progressão tumoral e metástase (11). 

O desenvolvimento de novas linhagens celulares de CME nos últimos tempos 

(12), possibilitou a identificação da população de CTTs neste tumor, caracterizada por 

alta atividade da enzima Aldeído desidrogenase (ALDH, do inglês “Aldehyde 

dehydrogenase”) e expressão do marcador de diferenciação 44 (CD44, do inglês 

“cluster of differentiation”) (13). Além disso, a superexpressão de alguns marcadores 

de células-tronco normais, como NANOG (do inglês “Nanog Homeobox”), OCT-4 (do 

inglês “octamer- 4”) e BMI-1 (do Inglês “B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 

homolog”) – relacionados à pluripotência e autorrenovação celular – também já foi 

relatada em tumores de pacientes com CME, quando comparados com tecidos 

normais das glândulas salivares (14). Mais recentemente, outros trabalhos, não só 

associaram a presença das CTTs à radio/quimioresistência, como também verificaram 

o aumento desta população após o regime terapêutico convencional, sinalizando para 

a real necessidade de novas terapias com alvo nas CTTs (15–17). 

Nesse cenário, as 18 isoformas de enzimas pertencentes a superfamília das 

histonas deacetilases (HDACs), estão envolvidas em diversos processos biológicos, 

tais como, controle do ciclo celular, diferenciação, motilidade e sobrevivência celular 

(18,19); além de participarem da manutenção das propriedades de pluripotência e 

autorrenovação nas CTTs (20). Desse modo, fármacos inibidores de histonas 

deacetilases (iHDACs) surgiram como uma nova ferramenta terapêutica, em 

potencial, para o tratamento do CME (21), dado que a hipoacetilação das histonas tem 

sido associada à carcinogênese, e a superexpressão de enzimas inibidoras de 

histonas deacetilases, identificadas em diversos tipos de câncer.  
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No CME, os padrões de acetilação e de expressão de HDACs ainda 

permanecem desconhecidos ressaltando, ainda mais, a importância de se testar 

outros fármacos iHDACs. Alguns trabalhos que avaliaram os efeitos, in vitro, de 

iHDACs em linhagens de CME, relataram aumento na acetilação da cromatina, aliado 

à parada do ciclo celular e a indução de apoptose e autofagia (21,22). O efeito inibitório 

sobre as CTTs, culminando na redução da quimiorresistência à Cisplatina, também já 

foi observado (15). Outros trabalhos, avaliaram o efeito da combinação de diferentes 

terapias-alvo sobre o CME, e encontraram alguns resultados promissores (5,23). Não 

obstante, apesar dos resultados animadores obtidos com a utilização dos iHDACs 

frente ao CME, apenas dois fármacos iHDACs já foram testados até o momento 

(Apicidin e Vorinostat) (5,15,21–23). 

Nessa perspectiva, o reposicionamento de fármacos tem sido uma abordagem 

extremamente pertinente e vantajosa, já que permite uma nova utilização para 

fármacos, que já foram aprovados por agências regulatórias, para além das 

indicações iniciais aprovadas para o uso do medicamento. Assim, o conhecimento 

prévio sobre a farmacocinética, farmacodinâmica e a segurança dessas drogas, 

permite a identificação de novos alvos terapêuticos para o tratamento do câncer de 

forma mais segura, rápida e barata (24). Entretanto, ainda não existem estudos que 

tenham avaliado fármacos reposicionados em linhagens de CME.  

O presente estudo foi desenvolvido a partir de dados obtidos em um screening 

inicial, realizado por nosso grupo de pesquisa, em um conjunto de 133 fármacos 

contidos em placas, as quais foram fornecidas pelo Drug Synthesis and Chemistry 

Branch, Developmental Therapeutics Program, Division of Cancer Treatment and 

Diagnosis, do National Cancer Institute (NCI/NIH). Dentre os fármacos citados acima, 

foram selecionados fármacos iHDACs (Panobinostat e Romidepsin), uma vez que 

essa classe de medicamentos já demonstrou resultados promissores em CME 

(15,22); além de terem atendido ao critério inicial de escolha, reduzindo a viabilidade 

celular, em pelo menos 70%, em ambas as linhagens derivadas de CME analisadas. 

Esses fármacos foram, originalmente, aprovados para o tratamento de Mieloma 

múltiplo recidivante e refratário (Panobinostat) e Linfoma cutâneo/periférico de células 

T (Romidepsin). Porém, já estão sendo testados em estudos clínicos de fase I e II 

(como monoterapia, ou em combinação com outros fármacos) para o tratamento de 
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outros tipos de câncer, inclusive, tumores sólidos (25). A Cisplatina (CIS), apesar de 

não ter apresentado resultados satisfatórios na triagem inicial, foi incluída no estudo, 

por se tratar de um fármaco já empregado no tratamento quimioterápico do CME, para 

ser utilizada em associação com os iHDACs, como uma forma de sensibilizar as 

células e reduzir a resistência à CIS nas linhagens de CME. 

Desse modo, considerando evidências recentes, que destacam a importância 

de múltiplos alvos terapêuticos, atuando na progressão e na resistência tumoral, a 

hipótese inicial deste estudo foi a de que os iHDACs (Panobinostat e Romidepsin) 

seriam capazes de atuar isoladamente ou em associação, especialmente, sobre as 

CTTs, diminuindo a resistência destas à Cisplatina, nas linhagens de CME. Portanto, 

este trabalho se propôs a avaliar o efeito terapêutico de dois fármacos iHDACs, 

Panobinostat e Romidepsin, como terapia única e em associação com a Cisplatina, 

sobre linhagens de CME, com foco na população de CTTs.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

 

2.1 CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE DE GLÂNDULA SALIVAR (CME) 

 

 

Atualmente, o câncer representa a 1ª ou 2ª principal causa de morte, antes dos 

70 anos, em mais de 60% dos países do mundo (26). Estima-se que mais de 19,3 

milhões de novos casos tenham sido diagnosticados em todo o mundo somente em 

2020, dos quais cerca de 10 milhões resultaram em mortes (27). Os tumores malignos 

de glândula salivar ocupam a 30ª posição na classificação dos tipos de câncer mais 

frequentes, contando com uma incidência anual que varia entre 0,4 - 2,6 casos 

diagnosticados a cada 100.000 habitantes (28). Não obstante, esses tumores 

representam cerca de 3% de todos os tumores malignos de cabeça e pescoço (29), e 

estão divididos em mais de 24 subtipos morfológicos distintos de câncer de glândula 

salivar, reconhecidos pela OMS (2).  

O carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar (CME) é o subtipo mais 

frequente em adultos e crianças, representando cerca de 30% de todos os tumores 

malignos de glândula salivar (3). O CME acomete, principalmente, mulheres na sexta 

década de vida, embora também seja a neoplasia maligna de glândula salivar mais 

frequente em jovens (30–33). Estudos recentes têm mostrado que as glândulas 

salivares menores são os locais mais acometidos pelo CME (56%), seguido pela 

parótida (34%), glândula submandibular (7%) e glândula sublingual (3%) (34,35). 

Contudo, outros trabalhos já relataram a Parótida como sendo o local de maior 

acometimento do CME (36,37). 

O diagnóstico do CME é baseado na identificação microscópica de células 

pouco atípicas, lembrando o epitélio da mucosa oral. Essas células estão presentes 

em diferentes arranjos e proporções, podendo assumir um padrão cístico ou sólido 

(2). As características individuais de cada tipo celular, estão descritas a seguir e 

exemplificadas na Figura 2.1: 
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• Células epiteliais: Células semelhantes aos queratinócitos da mucosa oral 

normal, que assumem um formato poligonal, com pontes intercelulares 

proeminentes e sem queratinização (38).  

• Células intermediárias: Como o próprio nome sugere, essas células exibem um 

padrão morfológico que pode transitar entre as células epiteliais e mucosas. 

Assim, podem se apresentar como células pequenas, de aspecto basalóide, 

ou, até mesmo, como células maiores, de morfologia mais cuboidal, com 

contornos imprecisos, citoplasma escasso e fracamente eosinofílico. Sua 

cromatina se encontra dispersa e os nucléolos são imperceptíveis (38,39). 

• Células mucosas: Essas células podem se apresentar com formatos variáveis, 

mas em geral, apresentam uma morfologia piramidal ou esferoidal, podendo 

assumir a forma de cálice. Essas células, exibem ainda, núcleo pequeno e 

deslocado para periferia, além de citoplasma espumoso abundante, com 

acúmulo de mucinas em seu interior, que se coram positivamente para o ácido 

periódico + reativo de Schiff com Diastase (PAS-D, do inglês “Periodic acid–

Schiff–diástase”) (38). 

Apesar de não serem imprescindíveis para o diagnóstico do CME, a presença 

de grande quantidade de células claras, de forma predominante em alguns casos, 

além de oncócitos e esclerose do estroma tumoral, também podem ser identificados, 

caracterizando outras variantes do CME (2). 
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Figura 2.1 - Fotomicrografias mostrando os padrões de crescimento e os diferentes tipos celulares que 
compõe o CME. 

 

Fotomicrografias de pequeno aumento mostrando o padrão de crescimento cístico (A) 
e sólido (B) no CME. (C) e (D) Fotomicrografias de maior aumento mostrando as 
células mucosas (*), epidermoides (#) e intermediárias (setas). 
 
Fonte: Acervo de imagens da Disciplina de Patologia Oral e Maxilofacial e Pacientes Especiais da 
Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo. 

 

 

Nesse sentido, diversos sistemas de graduação histológica já foram propostos 

para dividir as lesões em grau baixo, intermediário ou alto, na dependência de 

características citomorfológicas, arquitetônicas, além da presença/ausência de 

invasão perineural e angiolinfática (40–42). No entanto, apesar de suas vantagens, 

esses sistemas não são universalmente aceitos, já que também apresentam 

limitações, principalmente quanto à identificação equivocada do grau intermediário, o 

que pode interferir diretamente no tratamento dos pacientes. Assim, ao contrário do 

que foi preconizado pela OMS em 2005 (3), a classificação dos tumores de 2017 
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apresenta apenas as características gerais dos tumores de baixo, intermediário e alto 

grau, em virtude dessa falta de consenso (2).  

Assim sendo, os CME de baixo grau, em geral, são bem circunscritos e 

apresentam o predomínio do padrão cístico, com uma grande quantidade de células 

mucosas. Os de grau intermediário, apesar de sua conhecida variabilidade, exibem 

um padrão mais sólido e menos circunscrito. Por outro lado, o estabelecimento do 

correto diagnóstico dos CME de alto grau, deve ser baseado na presença de uma ou 

mais das seguintes alterações: áreas focais com imuno-positividade para mucina 

intracelular, áreas de necrose, anaplasia nuclear, além de invasão neoplásica (óssea, 

perineural ou linfovascular). Além disso, a presença de áreas de baixo grau ou 

intermediário, também deve ser considerada (2). 

Essa heterogeneidade morfológica, aliada à baixa incidência e o 

comportamento clínico variável, tornam o estabelecimento de fatores prognósticos 

extremamente desafiadores no CME (43,44) (6,7). Apesar disso, o estágio clínico e o 

grau de diferenciação do tumor podem apresentar um papel preditivo importante na 

sobrevivência dos pacientes (45) (8). Os CME de baixo grau acometem principalmente 

glândulas salivares menores e são diagnosticados logo no início e, portanto, contam 

com uma alta taxa de sobrevivência em 5 anos (90-100%). Já tumores de alto grau, 

são encontrados, em sua grande maioria, em estágios mais avançados nas glândulas 

parótidas, com maior extensão tumoral (T) e status linfonodal (N), o que diminui para 

cerca de 40% a sobrevida dos pacientes em 5 anos (46,47) (9–11).  

Estudos envolvendo genética molecular, já mostraram que grande parte dos 

casos de CME apresentam mutações responsáveis pela formação de genes de fusão 

CRTC1-MAML2 (55%-80%) (48–50) e CRTC3-MAML2 (aproximadamente 5%) (51), 

resultantes de translocações específicas entre os cromossomos 11 e 19 

t(11;19)(q21;p13) e 11 e 15 t(11;15)(q21;q26), respectivamente. Esses rearranjos 

genéticos, apesar de não serem necessários para o diagnóstico, podem auxiliar, tanto 

na identificação das diferentes variantes do CME (52–54), quanto no diagnóstico 

diferencial de lesões que apresentem sobreposição de características histológicas 

com o CME, tais como: Tumor de Warthin, Linfoadenoma, Cistoadenoma Oncocítico, 

Oncocitoma ou Carcinoma de Células Acinares (55). Essas alterações 

cromossômicas foram, inicialmente, correlacionadas com tumores menos agressivos, 
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de grau baixo e intermediário e com o melhor desfecho clínico dos pacientes (56,57). 

Contudo, evidências recentes sugerem que o status das translocações não impactam 

no status do tumor, tão pouco, na sobrevivência dos pacientes (58,59).  

Em relação aos tratamentos disponíveis, os pacientes acometidos por CME 

contam com limitadas opções terapêuticas, já que este tipo de tumor apresenta alta 

resistência à terapia antitumoral convencional (30). Atualmente, o tratamento 

preconizado para todas as graduações histológicas de CME é a ressecção cirúrgica 

da área comprometida, com margens livres de doença, seguida ou não de 

radioterapia, acarretando comprometimento estético e funcional graves da face dos 

pacientes (30).  

A radioterapia pós-operatória, é indicada para os tumores em estágios 

avançados, de alto grau histológico, e, nos casos em que as margens livre de doença 

não foram preservadas (ou, em caso de margens pequenas). Para além disso, essa 

modalidade terapêutica deve ser utilizada quando a lesão se estende para fora da 

glândula, em casos de metástase nodal, ou, em casos de invasão perineural e 

linfovascular (60). Em tumores irressecáveis, o tratamento com altas doses de 

radiação (³ 60Gy), isoladamente ou em combinação com a quimioterapia, também 

está indicado (61,62). 

O tratamento quimioterápico, por sua vez, é utilizado apenas em casos de 

tumores recorrentes, localmente invasivos ou metastáticos, como terapia adjuvante 

paliativa sem, contudo, melhorar significativamente a sobrevida global dos pacientes 

(63). De acordo com a American Cancer Society (2022), os tratamentos 

quimioterápicos existentes atualmente para tumores de glândula salivar, incluem: 

Cisplatina, Mitoxantrone, Doxorubicina (Adriamycin®), Epirubicina (Ellence), 

Ciclofosfamida (Cytoxan), Paclitaxel (Taxol®), Vinorelbina (Navelbine®), Metotrexato 

e Docetaxel (Taxotere) (64). Especificamente para o tratamento do CME, as 

associações entre Cisplatina + Gemcitabina (65), Cisplatina + Vinorelbina (66) e 

Ciclofosfamida + Doxorubicina + Cisplatina (CAP) (67), além do tratamento com 

Paclitaxel (68), também têm sido avaliados em estudos clínicos, mostrando resultados 

moderados no tratamento de doenças em estágios avançados ou recorrentes e 

metástases à distância (62). Contudo, apesar dos tratamentos existentes, a principal 
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causa de mortalidade nos pacientes com CME, continua sendo por metástases a 

distância e recorrências loco-regionais (69).  

 

 

2.2 CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS (CTTs) 

 

 

A origem do CME ainda não está completamente elucidada, entretanto, alguns 

autores consideram que a formação desse tumor, seja resultado da proliferação 

descontrolada de células-tronco normais, residentes nos ductos excretores das 

glândulas salivares, em condições atípicas (70). Assim, com base no modelo 

hierárquico de origem, progressão e manutenção do câncer, acredita-se que, tanto as 

células-tronco adultas, quanto as células progenitoras, podem acumular mutações ao 

longo do tempo e sofrerem alterações genéticas que levam à desregulação de suas 

vias de autorrenovação, transformando-as em CTTs (71,72).  

O termo células-tronco tumorais (do inglês, cancer stem cells), foi definido no 

Workshop realizado pela American Association for Cancer Research (2006), para se 

referir às células dentro do tumor, responsáveis pela sua sustentação e crescimento 

rápido (11). As CTTs são capazes de originar um novo tumor in vivo, idêntico ao do 

doador inicial, quando transplantadas em modelos murinos imunodeficientes, 

evidenciando o seu alto potencial tumorigênico (11). Essas células também 

compartilham algumas características importantes com as células-tronco normais, 

como potencial migratório e metastático, indução angiogênica, expressão ativa da 

telomerase, resistência apoptótica, aumento da atividade de transportadores de 

membrana (Ex. transportadores ABC, do inglês “ATP-binding cassette”) e longos 

períodos de vida (73). 

As CTTs, assim como as células-tronco normais, também são capazes de se 

autorrenovar indefinidamente, originando outras células indiferenciadas idênticas. 

Além disso, essas mesmas células podem se dividir simetricamente, originando duas 

células progenitoras com capacidade de autorrenovação limitada e potencial de 
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diferenciação, ou assimetricamente, dando origem a uma CTT e uma célula 

progenitora (74). O balanço existente entre a autorrenovação e a divisão 

simétrica/assimétrica, é controlado pelas mesmas vias de ativação que regulam as 

funções nas células-tronco adultas normais (Notch, Wnt e Hedgehog), e é esse 

equilíbrio que, em última instância, comanda a heterogeneidade tumoral (75).  

Nesse sentido, estudos já demonstraram, que essa heterogeneidade celular 

encontrada nos tumores, nada mais é, do que o resultado da organização das CTTs, 

que assim como as células-tronco adultas, se organizam de modo hierárquico (76). 

Neste modelo de organização hierárquica (Figura 2.2), as células-tronco residentes 

do tecido, podem acumular mutações e se transformarem em CTTs. As CTTs saem 

do estado de “dormência” e começam a se proliferar rapidamente, dando origem à 

população de células progenitoras (mais diferenciadas), com capacidade de 

renovação limitada. As células progenitoras, por sua vez, passam a se dividir de forma 

assimétrica, para gerar células tumorais diferenciadas, que originarão o tumor; 

enquanto as CTTs retornam ao seu estado de quiescência. Assim, à medida que o 

tumor amadurece, as células progenitoras diminuem sua função (10). Deste modo, 

acredita-se que a divisão assimétrica possa predominar em estágios iniciais, para 

formar tumores bem diferenciados (77), enquanto em estágios mais avançados, a 

autorrenovação (divisão simétrica) se sobressai, para aumentar a população de CTTs 

e formar um tumor indiferenciado, que em geral, está clinicamente associado a um 

pior prognóstico (78). Para além disso, evidencias mais recentes tem apontado para 

a existência de um modelo dinâmico de uma plasticidade celular, em que células mais 

diferenciadas (não-CTTs) possuem a capacidade de serem transformadas em CTTs 

pelo processo de desdiferenciação (79). 
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Figura 2.2 - Esquema ilustrativo do modelo de crescimento tumoral hierárquico, no qual as CTTs 
ocupam o topo dessa hierarquia. 

 

 

As CTTs saem do estado de dormência, em que passam a maior parte do tempo (A), 
e começam a se dividir assimetricamente, para manter a população de CTTs e gerar 
uma nova população de células progenitoras (B). Essa população se expande por 
divisões simétricas (originando duas células progenitoras novas), até que haja células 
progenitoras suficientes para continuar o desenvolvimento tumoral (C). Em seguida, 
passam a se dividir assimetricamente para formar as células diferenciadas, que 
representarão grande parte da população intra-tumoral (D). As CTTs voltam, então, 
para o seu estado habitual de dormência (E), podendo ser novamente ativadas em 
resposta a perturbações geradas ao tumor (remoção cirúrgica, radioterapia e 
quimioterapia). As células progenitoras também podem responder à injúria tumoral e 
se desdiferenciarem, originando novas CTTs (F), que por sua vez, irão se dividir 
simetricamente (G) para promover o rápido repovoamento do tumor. 

 

Fonte: Adaptado de Gasch et al., (10) e Reid et al., (74). 



41 
 

A primeira menção sobre a presença das CTTs no desenvolvimento do câncer, 

foi levantada por Rudolf Virchow (1870), em continuidade com a teoria proposta em 

1838 por Johannes Müller, que se referia aos tumores como uma “anormalidade no 

desenvolvimento das células embrionárias”. Mais tarde, Julius Cohnheim (1977), que 

integrava a equipe de Rudolf Virchow, admitiu que os "restos embrionários" não 

utilizados durante o período de desenvolvimento, seriam os responsáveis pela origem 

do tumor (80). Entretanto, evidências só foram apresentadas, de fato, na década de 

90, em pesquisas desenvolvidas por John E. Dick e colaboradores. Esses autores 

conseguiram demonstrar, que apenas uma pequena subpopulação de células, foi 

capaz de iniciar a Leucemia Mielóide Aguda, quando transplantadas em 

camundongos imunossuprimidos (81). Utilizando marcadores de superfície para 

caracterizar as células iniciadoras de tumor (prováveis CTTs), eles verificaram que 

essa pequena parcela de células, apresentavam o fenótipo CD34+/CD38-, também 

encontrado nas células progenitoras hematopoiéticas normais. Verificaram ainda, que 

a população tumoral presente nos camundongos após o transplante, era heterogênea 

e idêntica à do doador inicial. Isso confirmou o alto potencial de renovação das CTTs, 

já que as células iniciadoras de tumor originaram novas CTTs, idênticas às que foram 

transplantadas. Interessantemente, essas células também foram capazes de produzir 

uma população mais diferenciada, sem potencial tumorigênico (CD44+/CD38+ e 

células CD44-) (82), ressaltando ainda mais a sua capacidade pluripotente. 

A partir desses achados, a detecção das células iniciadores de tumor na 

Leucemia mielóide aguda, possibilitou a identificação e o isolamento de CTTs em 

vários tipos de câncer, graças a utilização de diferentes marcadores de superfície, 

sendo o CD44, uns dos mais utilizados (83). CD44 é uma glicoproteína 

transmembrana de cadeia simples, que atua como receptor para vários ligantes, como 

ácido hialurônico, metaloproteinases de matriz e colágeno. Esse receptor é expresso, 

tanto fisiológicamente, quanto em condições patológicas, com significativa 

importância para o sistema imune, processos inflamatórios e o câncer (84). Isso 

porque a interação entre o ácido hialurônico e o receptor CD44 pode influenciar, tanto 

o funcionamento de receptores de sinal como HER2, EGFR, TGF-β, quanto a 

atividade de proteínas quinases não receptoras. Essa ligação, pode ainda, estimular 

diversas funções celulares (proliferação, sobrevivência, motilidade e invasão) e a 

quimiorresistência, através da interferência em vias de sinalização como MAP 
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Quinase e PI3K/AKT, ou em transportadores de membrana envolvidos na resistência 

a drogas (84,85).  

Em tumores sólidos, o CD44 foi de fundamental importância para a 

identificação das CTTs, como em um estudo realizado em câncer de mama (86), no 

qual os autores observaram que apenas a população de células com fenótipo 

CD44+/CD24-, foi capaz de originar um novo tumor, quando inoculadas em 

camundongos imunodeficientes. Ao passo que, as populações CD44+/CD24+ ou 

CD44-/CD24-, não apresentavam potencial tumorigênico, mesmo com uma 

quantidade de células 10 vezes maior (86). Em 2007, Prince et al utilizaram essa 

mesma proteína (CD44) para demonstrar a existência de uma pequena parcela de 

células com potencial tumorigênico, em carcinomas epidermoides de cabeça e 

pescoço (CECP). Essas células, que apresentavam a expressão de CD44, 

correspondiam à aproximadamente 10% da população total. Os pesquisadores 

verificaram ainda, que a população CD44+ foi capaz de originar um novo tumor em 

65% das amostras testadas, enquanto a mesma quantidade de células, com fenótipo 

CD44-, foi capaz de gerar tumor em pouco mais de 2% dos casos. Inesperadamente, 

essa população CD44+ também expressou um marcador de autorrenovação celular, 

o BMI-1 (87).  

Posteriormente, pesquisadores do mesmo laboratório, conseguiram isolar uma 

nova população celular com potencial tumorigênico, a partir da atividade da isoenzima 

ALDH. Clay e colaboradores, verificaram que as células com alta atividade de ALDH 

(ALDHhigh) foram capazes de gerar 24 tumores, após a implantação em 45 animais, 

enquanto as células ALDHlow, conseguiram originar tumores em apenas 3 de 37 

implantações (88). Na mesma época, um trabalho publicado por Krishnamurthy e 

colaboradores, indicou que as células isoladas pela alta atividade de ALDH e 

expressão de CD44 (ALDHhigh/CD44+), apresentavam, além do alto potencial 

tumorigênico, a habilidade de se autorrenovarem, dando origem à outras CTTs 

idênticas, característica essa, que foi demonstrada pelo ensaio de formação de 

esferas em placas de baixa adesão (89). As ALDHs fazem parte de uma família de 

enzimas, responsável pela oxidação dos aldeídos em ácidos carboxílicos. Algumas 

isoformas citoplasmáticas específicas, participam da produção do ácido retinóico, a 

partir da oxidação do retinal, função essa, que tem sido associada às características 

tronco, uma vez que, a difusão do ácido retinóico para o núcleo, pode ativar a 
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transcrição de genes relacionados à diferenciação, apoptose e parada do ciclo celular 

(90).  

Apesar da atividade ALDH já ter sido apontada como marcador universal de 

CTTs (90), a heterogeneidade celular encontrada em tumores sólidos, faz com que 

uma combinação entre marcadores extracelulares e/ou intracelulares, seja 

necessária. Assim, marcadores intracelulares como OCT-4, NANOG e BMI-1 também 

têm sido bastante utilizados para a identificação das CTTs em CECP (91,92). 

As proteínas NANOG e OCT-4 atuam como fatores de transcrição e são de 

fundamental importância na embriogênese e na manutenção da homeostase das 

células-tronco embrionárias (93). Essas células compartilham algumas características 

com as CTTs, relacionadas à preservação do seu estado tronco, de forma que, 

NANOG e OCT-4 também participam da regulação dos processos de autorrenovação 

e manutenção da pluripotência celular nas CTTs (93). Porém, diferente do que ocorre 

nas células-tronco normais, vários trabalhos já demonstraram a superexpressão 

desses fatores de transcrição em diversos tipos de câncer, incluindo o carcinoma 

epidermoide oral; e essa expressão aberrante, já foi associada à tumorigênese, 

progressão tumoral, invasão e metástase (94,95). Além disso, a superexpressão 

desses marcadores (NANOG e OCT-4) tem sido associada a um pior prognóstico 

(96,97) e a resistência à quimioterapia (96).  

Já o BMI-1, é uma proteína do grupo polycomb, codificada pelo gene BMI-1, 

que atua como repressor de transcrição, através da remodelação das cromatinas e 

modificação das histonas, podendo levar à parada do ciclo celular (98). BMI-1 também 

participa da regulação de processos celulares como senescência, apoptose, transição 

epitélio-mesenquimal (TEM) e manutenção da autorrenovação, tanto nas células-

tronco adultas e embrionárias, como nas CTTs (99). Além disso, evidências 

acumuladas, destacando a superexpressão precoce do BMI-1 na carcinogênese oral, 

tem sugerido a sua participação na progressão do câncer, através da participação nas 

principais funções celulares oncogênicas (proliferação, apoptose, senescência e 

motilidade) (100). 

A participação deste marcador no câncer também foi constatada, através da 

superexpressão de BMI-1 em diversos tumores sólidos, incluindo carcinomas 

epidermoides orais (101–103), carcinomas de glândulas salivares (14,104), além de 
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lesões orais potencialmente malignas (102,103). Em um estudo, realizado em 

carcinomas adenoides císticos, foi encontrada uma associação entre a 

superexpressão de BMI-1 e marcadores relacionados a TEM em uma grande série de 

casos, e esses resultados foram significativamente associados a metástases a 

distância (104). Em carcinomas epidermoides orais, por exemplo, He et al. (2015) 

encontraram uma associação entre a expressão de BMI-1 e metástases linfonodais, 

um indicador de pior prognóstico (102). Entretanto, no estudo realizado por Tamatani 

et al. (2018), a superexpressão do BMI-1 foi considerada como indicador de melhor 

prognóstico, em virtude da associação encontrada com sobrevivência livre de doença. 

Da mesma maneira, a falta de expressão do deste marcador foi associada com 

metástases a distância (105). 

 

 

2.3 CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS (CTTs) NO CARCINOMA 

MUCOEPIDERMOIDE DE GLÂNDULA SALIVAR (CME) 

 

 

Com relação ao CME, as primeiras células com potencial tronco, foram 

identificadas por Zhang et al. (2013) (16). Neste trabalho, os autores demonstraram 

que as células isoladas através da sua capacidade de crescer em condições livre de 

soro e aderência (oroesferas), apresentavam alta expressão de CD44 e OCT-4 e baixa 

expressão de CD24, além de serem altamente clonogênicas e tumorigênicas. 

Entretanto, a população isolada através da eliminação do corante Hoescth 3334 

(população lateral – SP), por meio de transportadores de membranas da família ABC, 

não se diferenciou estatisticamente da população parental, em relação à expressão 

dos marcadores ABCG2, OCT-4, CD44 e CD24, apesar da sua alta capacidade 

clonogênica, sugerindo a existência de uma população tronco distinta (16).  

Posteriormente, Adams et al. (2015) conseguiram demonstrar, em três 

linhagens de CME distintas, que as células identificadas pelo fenótipo 

ALDHhigh/CD44high, apresentavam alta capacidade tumorigênica e de formação de 

oroesferas, quando comparadas com as células ALDHlow/CD44low (106). No mesmo 
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estudo, os autores verificaram que a população CD44/CD24 não apresentou potencial 

tronco, enquanto as populações isoladas através da dupla marcação de CD10/CD24 

e CD10/CD44, não apresentaram potencial tumorigênico, apesar de terem formado 

oroesferas (106), reforçando a ideia da existência de populações celulares com 

diferentes potenciais “tronco” em linhagens de CME.  

Mais recentemente, outro grupo de pesquisa demonstrou uma desregulação na 

expressão de alguns marcadores de CTTs (CD44, BMI-1, OCT-4 e NANOG) em casos 

de CME, quando comparado à expressão em glândulas salivares não neoplásicas 

(14). Foi observado ainda, uma relação entre a expressão das proteínas NANOG e 

OCT-4 e as áreas de invasão perineural. Além disso, a expressão de CD44 e BMI-1 

foi observada intensamente em regiões de fronte de invasão enquanto a expressão 

de OCT-4 foi também associada a características histopatológicas de CME mais 

agressivos (14). 

Nesse sentido, outros estudos têm apontado que, em geral, a recorrência 

tumoral após quimioterapia e/ou radioterapia, gera tumores mais agressivos e mais 

resistentes ao tratamento, fenômenos frequentemente associados à sobrevivência e 

ao aumento da população de CTTs (107). De fato, diversos trabalhos já demostraram 

o enriquecimento da população de CTTs, após a quimioterapia, em diversos tipos de 

câncer, incluindo o CME (108,109). Zhang et al. (2014), verificaram um aumento da 

expressão gênica e proteica de marcadores de CTTs (CD44 e OCT-4), em linhagem 

de CME (110). Além disso, foi também observado que as células resistentes ao 

tratamento (8%), formaram um maior número de esferas e colônias, apresentaram 

uma maior taxa de proliferação e um aumento da população SP (110). Posteriormente, 

Guimarães et al. (2016), não só comprovaram a resistência das CTTs ao tratamento 

com Cisplatina, como também demonstraram o acúmulo das CTTs em linhagens 

tumorais derivadas de CME, tratadas com esse quimioterápico (15).  
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2.4 MECANISMOS DE RESISTÊNCIA DAS CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS 

(CTTs) 

 

 

A fim de explicar a sobrevivência e o aumento da população tronco após os 

tratamentos com radioterapia e/ou quimioterapia, pesquisadores tem apontado 

algumas propriedades de resistência, inerentes às CTTs, como responsáveis por esse 

processo (111). A quiescência, seria uma dessas propriedades, já que as CTTs – que 

ocupam o topo da hierarquia tumoral – apresentam uma progressão lenta do ciclo 

celular e permanecem a maior parte do tempo em estado de dormência (10). Dessa 

forma, os quimioterápicos, que atuam principalmente em células com alta taxa de 

proliferação, não são eficazes contra as CTTs (87). Além disso, estudos recentes têm 

mostrado que células quiescentes também são capazes de “monitorar” ativamente os 

danos ao DNA, além de repará-los, através da sua capacidade de retornar 

rapidamente ao ciclo celular em casos de agressão (10).  

No entanto, além dos mecanismos de reparo de DNA, expressos pelas células 

quiescentes, existem ainda, os mecanismos ativos de respostas contra danos de ao 

DNA, induzidos pela quimioterapia e/ou radioterapia. O reparo por excisão de bases, 

por exemplo, se apresenta como uma via, na qual a endonuclease 

apurínica/apirimidínica 1 (APE1), juntamente com a proteína 1 de complementação 

cruzada de reparo de raios-x (XRCC1), conseguem identificar e preencher regiões 

danificada no DNA (112). A via do reparo por excisão de nucleotídeos, por sua vez, 

pode ser acionada em resposta a lesões por radiação UV, toxinas ambientais, além 

de lesões induzidas por agentes quimioterápicos, como os medicamentos à base de 

platina. Nesse mecanismo de reparo, a ativação do heterodímero formado pelas 

nucleases proteína do grupo 1 de complementação cruzada do reparo por excisão 

(ERCC1), juntamente com xeroderma pigmentoso tipo F (XFP), favorece a excisão e 

a remoção dos nucleotídeos danificados, fornecendo uma fita simples, não danificada, 

para ser utilizada como molde pela DNA polimerase (113,114).  

As CTTs apresentam ainda mecanismos de efluxo, responsáveis pela 

desintoxicação das células após a quimioterapia, na tentativa de se evitar o dano ao 

DNA. Essa capacidade é conferida pela superexpressão de múltiplos transportadores 
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de resistência às drogas. Dentre eles, os da família ABC (ATP-Binding Cassette) são 

os principais representantes, e além do efluxo de drogas, a atividade desses 

transportadores também tem sido relacionada ao efluxo de moléculas que podem 

afetar o estado tronco das CTTs, ou mesmo, levá-las à apoptose (115–117).  

Além dos mecanismos citados anteriormente, a adaptação hierárquica também 

representa um importante mecanismo de resistência das CTTs, já que a injúria 

promovida pelo tratamento pode alterar o tipo de divisão celular, favorecendo a 

autorrenovação das CTTs, que passa a ser predominante como mecanismo de 

repovoamento tumoral (10,74). Assim, quando submetidas a situações de estresse, 

tanto as células progenitoras, quanto as células diferenciadas, podem se 

“desdiferenciar” e adquirir características tronco, em virtude da sua plasticidade 

fenotípica, contribuindo para repovoamento do tumor (74), que por sua vez, pode levar 

a recidivas e metástases. Diante desse cenário, fica claro que os desafios para a 

erradicação completa da população de CTTs são enormes, o que evidencia, ainda 

mais, a necessidade de estudos visando fármacos, que tenham como alvos 

terapêuticos esta população de células tumorais, e que sejam capazes de driblar os 

seus intricados mecanismos de resistência. 

 

 

2.5 HISTONAS DEACETILASES (HDACs) 

 

 

O material genético dos mamíferos está alocado em um complexo 

nucleoproteico conhecido como cromatina; estrutura relacionada com a transcrição 

gênica e formada por subunidades estruturais básicas de repetição, chamadas de 

nucleossomos. Os nucleossomos, por sua vez, são formados por aproximadamente 

147 pares de bases nitrogenadas de DNA, que se enovelam em torno de 4 pares de 

proteínas histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e são estabilizadas através de histonas 

ligantes (H1) (118). Essas proteínas são passíveis de sofrer modificações pós-

traducionais, podendo alterar a expressão de genes, sem, contudo, modificar as 

sequências de DNA (119). No processo de acetilação, por exemplo, as enzimas 
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histonas acetiltransferases (HATs) acetilam resíduos específicos de lisinas, presentes 

nas extremidades das histonas, mudando a estrutura básica dos nucleossomos. Essa 

modificação estrutural, promove o relaxamento da cromatina, para facilitar o acesso 

dos fatores transcricionais ao DNA e, consequentemente, ativar a expressão de genes 

alvo. Além disso, a acetilação dos resíduos de lisina na porção N-terminal, também 

ocorre em proteínas citoplasmáticas e fatores de transcrição, alterando a expressão 

de genes que regulam os processos celulares (120). 

Em contrapartida, a ativação das enzimas histonas deacetilases (HDACs), cria 

uma cromatina mais condensada, reprimindo o processo de transcrição (121). Logo, 

o balanço funcional existente entre as atividades das enzimas HATs e HDACs, é 

imprescindível para manter a expressão normal de genes envolvidos em diversas 

atividades celulares (reparo de danos do DNA, controle do ciclo celular, diferenciação, 

apoptose, inflamação e metabolismo), em resposta ao ambiente. No entanto, o 

desequilíbrio entre essas funções promove a desregulação do sinal transcricional, 

alterando a expressão de genes relacionados com a tumorigênese (18,122).  

As HDACs fazem parte de uma superfamília de proteínas, composta por 18 

isoformas de enzimas, que atuam de maneira oposta às HATs. Elas podem ser 

divididas em 4 classes, que se agrupam em relação à sua localização nas células 

(núcleo e/ou citoplasma), dependência do íon zinco para sua ativação (Zn2+) e 

homologia com as primeiras HDACs identificadas em leveduras (Hda1 e Rpd3). 

Dentre as enzimas dependentes de ZN2+, conhecida como família clássica, as HDACs 

de classe I (HDACs 1, 2, 3 e 8) apresentam similaridades com a proteína Rpd3, 

enquanto as de classe II (a: HDACs 4, 5, 7 e 9; b: HDACs 6 e 10) se assemelham à 

proteína Hda1. Já as HDACs de classe IV (HDAC 11), compartilham sequências de 

aminoácidos parecidas, tanto com Hda1, quanto com Rpd3. As proteínas Hda1 e 

Rpd3, foram identificadas e descritas pela primeira vez em leveduras e participam da 

regulação transcricional de genes envolvidos com metabólitos de carbono e 

carboidratos, além da progressão do ciclo celular (123). Além disso, sabe-se que 

dentre todas as HDACs dependentes de Zn2+, apenas as HDACs 1, 2, 3 e 6 são, de 

fato, capazes de desacetilar os substratos de lisina das histonas. As outras HDACs, 

participam do reconhecimento dos substratos de lisina acetilados e são capazes de 

desacetilar diferentes substratos (124).  



49 
 

As enzimas de classe III (SIRT 1-7), por sua vez, são conhecidas como 

sirtuínas e também apresentam a capacidade de desacetilar as histonas, contudo, 

requerem a presença do co-fator NAD+ (dinucleótideo de nicotinamida e adenina) para 

a sua ativação. Ao contrário das outras HDACs, as sirtuínas se assemelham à proteína 

Sir2 – homóloga das HDACs encontrada em leveduras – que por sua vez, regula a 

expressão de genes relacionados à síntese de aminoácidos e vias metabólicas, 

através do silenciamento da transcrição (123). As sirtuínas (SIRT) podem estar 

localizadas no núcleo, citoplasma ou mitocôndria e são conhecidas por regular 

processos metabólicos, resposta ao estresse, envelhecimento e sobrevivência nas 

células. As enzimas da classe III apresentam características estruturais e enzimáticas 

que as tornam particularmente diferentes em relação às outras classes, de modo que 

os compostos capazes de inibir as HDACs dependentes de Zn2+, não conseguem 

atuar sobre a família das sirtuínas (120).  

Essas enzimas são multifuncionais, podendo desacetilar diferentes resíduos de 

lisinas nas caudas das histonas, além de exercerem atividade catalítica sobre 

proteínas não-histonas, que atuam como fatores de transcrição. Apesar de expressas 

em tecidos adultos, essas proteínas exercem um papel fundamental no 

desenvolvimento embriogênico, participando desde o desenvolvimento neuronal, 

cardíaco, pulmonar e ósseo, até a diferenciação e sobrevivência dos neurônios 

adultos e contratilidade das células musculares (123). 

As HDACs de classe IIa, por outro lado, conseguem se deslocar entre núcleo e 

citoplasma, e são expressas seletivamente em tecidos específicos. Essas proteínas 

(HDACs 4, 5, 7 e 9) apresentam atividade catalítica muito baixa, quando comparado 

às HDACs de classe I, podendo desacetilar a caudas das histonas, sem, contudo, 

promover a repressão transcricional (123). Apesar de não exercerem uma atividade 

fisiológica pela via canônica, as enzimas da classe IIa conseguem promover a 

repressão transcricional, através dos fatores de transcrição da família MEF2. Também 

já foi demonstrado que a HDAC4 consegue modular a atividade de fatores de 

transcrição como RUNX2, além de diversas proteínas envolvidas nas vias metabólicas 

dos músculos esqueléticos (123). Em vista disso, a participação dessas HDACs tem 

sido investigada e associada ao processo de desenvolvimento dos ossos, músculos, 

células imunes, cérebro e sistema vascular (123).  
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Diferentemente das outras classes, as HDACs de classe IIb são compostas por 

apenas duas enzimas (HDAC 6 e 10), com localização citoplasmática, que 

compartilham funções entre si. Elas apresentam atividade catalítica voltada, 

principalmente, às proteínas citosólicas não-histonas, de forma que, a desacetilação 

desses substratos participa da regulação dinâmica do citoesqueleto e estabilização 

dos microtúbulos, além de promover a sobrevivência celular pela modulação da 

autofagia (123). A classe IV, por sua vez, é representada pela HDAC11, que está 

localizada no núcleo das células. Essa enzima foi a última HDAC a ser descoberta, e 

apesar de ser globalmente expressa em todos os tecidos do corpo e participar da 

repressão das citocinas anti-inflamatórias, sua função biológica ainda precisa ser 

melhor elucidada (123).  

Evidências acumuladas na literatura, têm associado o desenvolvimento do 

câncer a condições variáveis de hipoacetilação das histonas (125), como resultado do 

recrutamento aberrante das HDACs, o que torna essas proteínas, um importante alvo 

terapêutico. Além disso, as diferenças exibidas pelos iHDACs em relação à 

especificidade para as diferentes classes de HDACs, também são bastante 

relevantes, já que estas enzimas são variavelmente expressas entre os tipos de 

câncer (123). Portanto, um mesmo iHDAC pode apresentar eficácia diferencial em 

diferentes tipos de câncer (123,126).  

Alguns trabalhos já relataram, tanto uma diminuição na acetilação de histonas 

específicas, quanto a superexpressão de algumas HDACs em diversos tipos de 

câncer, incluindo câncer colorretal (127), câncer de próstata (128), câncer gástrico 

(129), câncer de ovário (130) e neuroblastoma (131). Entretanto, alterações no padrão 

de expressão das HDACs em neoplasias malignas de glândula salivar ainda 

permanecem desconhecidas, já que os fármacos inibidores de histonas deacetilases 

(iHDACs) vem sendo testados sem avaliação prévia dos tumores e sem conhecimento 

do padrão de expressão dessas HDACs em glândula salivar. Um dos únicos trabalhos 

nesse sentido, avaliou, por imunohistoquímica, o nível de acetilação da histona H3 em 

84 tumores de glândula salivar, e demonstrou uma hipoacetilação nos tumores 

malignos, em comparação com os tumores benignos (132). Além disso, uma 

correlação inversa entre o nível de acetilação e a expressão de Ki67 também foi 

observada, indicando o papel da acetilação das histonas na proliferação celular em 

tumores de glândula salivar (132).  
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2.6 FÁRMACOS INIBIDORES DE HISTONAS DEACETILASES (iHDACs) 

 

 

Nesse cenário, os fármacos iHDACs surgiram como promissores agentes 

anticâncer, uma vez que, induzem a rápida hiperacetilação das histonas e a 

remodelação da cromatina, promovendo a ativação de vias pró-apoptóticas, autofagia, 

indução da diferenciação celular, aumento da atividade antiangiogênica, além de 

parada do ciclo celular (20,133–135). Além disso, uma vez que as HDACs apresentam 

um efeito pleotrópico – expressão de múltiplas características por um único gene – 

acredita-se que os iHDACs atuem, também, sobre alvos não transcricionais, podendo 

agir, inclusive, na replicação e no reparo do dano ao DNA (136). Desse modo, esses 

fármacos têm ganhado bastante destaque nas pesquisas científicas, por 

apresentarem uma citotoxidade específica para as células cancerígenas, em 

detrimento das células e tecidos normais (136), além de atuarem sobre as CTTs, 

representando uma importante estratégia para a erradicação desta população celular 

(20).  

Contudo, os mecanismos pelos quais os iHDACs atuam sobre as CTTs são 

complexos e ainda não foram completamente elucidados. Embora evidências 

acumuladas na literatura sugiram, por exemplo, que esses fármacos atuem, 

principalmente, induzindo a diferenciação celular, como forma de aumentar a 

sensibilidade à quimioterapia e radioterapia (137). Além disso, acredita-se que os 

iHDACs também sejam capazes de inibir importantes vias relacionadas à manutenção 

da homeostase celular, através da desacetilação de proteínas não-histonas, conforme 

mencionado anteriormente (137). 

Atualmente, existe um grande número de moléculas pertencentes a classe dos 

iHDACs sendo avaliadas em estudos clínicos, porém, até o momento, apenas quatro 

iHDACs foram aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), para o tratamento 

de câncer: Vorinostat, Belinostat, Panobinostat e Romidepsin, todos utilizados no 

tratamento de cânceres hematológicos (25). Os iHDACs apresentam algumas 

diferenças entre si e, portanto, podem ser classificados quanto às suas 

especificidades (inibidores de HDACs específicas ou pan-inibidores de HDACs) e 

estruturas químicas (ácidos hidroxâmicos, ácidos graxos de cadeia curta, benzamidas 
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e peptídeos cíclicos). Dentre os iHDACs aprovados pela FDA, três deles (Vorinostat, 

Belinostat e Panobinostat) pertencem ao grupo dos ácidos hidroxâmicos, sendo 

capazes de quelar o íon Zn2+ no sítio ativo das HDACs alvo. Esses compostos também 

são considerados como pan-inibidores, por atuarem nas HDACs de Classe I, II e IV, 

e foram pensados para promover uma hiperacetilação global da cromatina, revertendo 

a repressão transcricional (123). O Romidepsin, por sua vez, pertence ao grupo dos 

peptídeos cíclicos, caracterizado pela sua alta especificidade em relação às HDACs 

alvo, e atua na inibição das HDACs de classe I (123). 

 

 

2.6.1 Fármacos inibidores de histonas deacetilases (iHDACs) no tratamento 
de carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar (CME) 

 

 

Ainda hoje, grande parte dos esquemas terapêuticos aplicados no tratamento 

do CME provem dos protocolos utilizados em carcinomas epidermoides orais (138). 

Contudo, conforme mencionado anteriormente, os tratamentos atualmente 

disponíveis para o CME, muitas vezes, não impedem as recidivas e metástases, 

principalmente, em casos diagnosticados tardiamente (69). Além disso, existem 

diferenças genéticas e morfológicas importantes entre o CME e os carcinomas 

epidermoides orais, sobretudo, levando-se em conta a diversidade citomorfológica 

presente no CME (38), o que ressalta a necessidade de novos tratamentos, que 

contemplem as suas especificidades. Desse modo, a busca por fármacos mais 

eficazes, em especial, contra as CTTs presentes no CME, tem sido bastante explorada 

em estudos recentes (23). Nesse contexto, os iHDACs vem sendo amplamente 

investigados nos carcinomas de cabeça e pescoço (139), já que a acetilação das 

histonas foi capaz de reverter a resistência tumoral à quimioterapia nesses tumores 

(109). Contudo, estudos avaliando a ação dessa promissora classe de inibidores 

frente ao CME, ainda são relativamente escassos. 

Em 2015, Ahn et al. (2015) realizaram um dos primeiros estudos envolvendo 

iHDACs e CME (22). Esses autores avaliaram o efeito antitumoral de Apicidin 
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(iHDACs), em linhagens celulares de CME, e verificaram que essa droga foi capaz de 

inibir, significativamente, a proliferação celular e induzir a apoptose e autofagia. 

Também foi verificada uma redução da atividade das HDACs e o aumento nos níveis 

de expressão das histonas acetilases H3 e H4 (22). Na sequência, o mesmo grupo de 

pesquisa investigou sobre quais isoformas de HDACs, o Apicidin atuaria no CME (21). 

Nesse estudo, foi observado que a HDAC7 teve sua expressão reduzida, após o 

tratamento com Apicidin, e que o silenciamento desta enzima promoveu uma 

diminuição da proliferação celular, além de induzir apoptose e autofagia nas células, 

via inativação da sinalização de ERK (21). 

Posteriormente, em um trabalho conduzido por Guimarães et al. (2016), foi 

mostrado que o tratamento com as doses de IC50 da Cisplatina reduziu, 

significativamente, o número de esferas formadas nas linhagens UM-HMC3A, UM-

HMC3B e UM-HMC5, sem, contudo, reduzir a porcentagem de células com alta 

atividade de ALDH em todas as linhagens (15). Além disso, também foi observado um 

grande aumento nas células ALDH+ na linhagem UM-HMC5, após o tratamento com 

a Cisplatina. Por outro lado, o tratamento com SAHA (pan inibidor de HDACs) 

promoveu uma inibição na capacidade de formar esferas em condições livre de 

aderência, nas 3 linhagens celulares estudadas. Embora, a atividade enzimática de 

ALDH tenha sido reduzida, significativamente, após o tratamento com Vorinostat 

(SAHA), apenas em células ALDH+ presentes nas linhagens UM-HMC3B e UM-

UMC5. Interessantemente, as CTTs se mostraram mais sensíveis ao tratamento com 

SAHA, do que as células cultivadas em monocamada aderente, já que as doses de 

concentração inibitória média (IC50) definidas para as esferas, foram 

significativamente menores do que as obtidas em monocamada aderente (15). Foram 

avaliados ainda, os efeitos da associação entre SAHA e a Cisplatina. Nessas 

condições, o tratamento prévio com SAHA, foi capaz de sensibilizar as células das 

linhagens de CME à Cisplatina, uma vez que houve redução tanto no número de 

esferas, quanto nas células com alta atividade de ALDH+ após o tratamento 

associado, em todas as linhagens avaliadas, diferentemente do que foi observado nos 

tratamentos isolados (15).  

Outro estudo recente, avaliou o efeito da associação entre um iHDAC 

(Vorinostat) e um fármaco inibidor do fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglês “Nuclear 

factor kappa B”) (Emetine) sobre linhagens de CME e demonstrou uma seletividade 
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do SAHA contra as CTTs, enquanto o Emetine reduziu as populações tumorais não-

tronco (23). Quando combinados, esses fármacos foram capazes de atuar sobre 

ambas as populações tumorais, reduzindo tanto o número de esferas, quanto de 

colônias (23). Assim, sabendo que a radiorresistência no CME é NF-kB-dependente, 

e que o tratamento prévio com Emetine conseguiu sensibilizar as populações tumorais 

não-tronco e de CTTs à radioterapia (17), é possível que a associação entre iHDACs 

e fármacos com mecanismos de ação distintos, tais como Emetine, possam aumentar 

a eficiência do tratamento radioterápico, por atuar na resistência do CME à 

radioterapia. 

Mais recentemente, Parag-Sharma et al. (2021) avaliaram o efeito da terapia 

combinada entre um inibidor de EGFR (Erlotinib) e Vorinostat, sobre linhagens 

celulares derivadas de CME (UM-HMC1, 3A e 3B) (5). Os autores confirmaram a 

tolerância do CME à monoterapia anti-EGFR, uma vez que, as células tratadas com 

Erlotinib retomaram rapidamente a sua taxa de proliferação após a retirada da droga, 

além de não ter havido efeito citotóxico importante nas linhagens tumorais avaliadas. 

Eles verificaram ainda, que embora o tratamento com SAHA tenha elevado os níveis 

de acetilação das histonas, de maneira dose-dependente, a proliferação celular, o 

crescimento das esferas e a capacidade de formar colônias foram, apenas 

minimamente afetadas. Além disso, em baixas doses, o tratamento com SAHA, 

promoveu crescimento dos esferoides e um aumento expressivo no número de 

colônias após a retirada da droga, em todas as doses testadas. Por outro lado, o 

tratamento concomitante com Erlotinib e SAHA mostrou um efeito sinérgico contra as 

células de CME, potencializando o efeito citotóxico de ambas as drogas, quando 

comparado a monoterapia (5). Em linha com isso, nesse mesmo estudo, a utilização 

de uma molécula bifuncional (CUDC-101), com capacidade de inibir EGFR e HDACs, 

também promoveu um efeito inibitório sobre as formação de esferas, além de exercer 

uma atividade citotóxica robusta e permanente sobre as células de CME (5). 

Desse modo, os benefícios da utilização de uma terapia combinada, têm sido 

refletidos na busca por moléculas, que possam ser, eventualmente, combinadas entre 

si, visando atingir múltiplos alvos envolvidos na progressão do câncer e na resistência 

à terapia (23). Entretanto, o processo de descobrimento de novas drogas está longe 

de ser uma prática trivial, podendo demandar entre 10-17 anos, e demandar 

investimentos de mais de 2 bilhões de dólares, para cada fórmula desenvolvida. Além 
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disso, estima-se que apenas 5% dos medicamentos que entram nos ensaios clínicos 

de fase I, conseguem ser realmente aprovados para uso terapêutico (140). 

Diante desse cenário, o reposicionamento de fármacos representa uma 

estratégia valiosa, que permite o uso de fármacos para outras finalidades, além 

daquelas aprovadas no escopo original do medicamento (141). Uma das principais 

vantagens desse tipo de estudo, é o ganho de tempo e, consequentemente, a 

economia financeira de aproximadamente 85%. Assim, essa abordagem tem se 

mostrado uma alternativa mais rápida e igualmente segura para o combate ao câncer, 

já que o conhecimento prévio dos perfis de farmacocinética, farmacodinâmica e 

segurança das drogas reposicionadas, em geral, favorecem a sua entrada, 

diretamente, em ensaios clínicos de fase II e III (140,141). 

Seguindo essa linha de raciocínio, os iHDACs tem se destacado no universo 

dos fármacos reposicionados (25), posto que alterações nos níveis de acetilação das 

histonas têm sido identificadas em diversos tipos de câncer, incluindo tumores sólidos 

(142). Assim, embora ainda haja um certo desconhecimento acerca do padrão de 

expressão das isoformas de HDACs, em determinados tipos de câncer, o fato de que 

os iHDACs apresentam seletividade direcionada à diferentes tipos HDACs, tem feito 

com que vários fármacos sejam testados em diferentes tipos de câncer (25). 

Panobinostat (LBH589, Farydak®) é um pan-inibidor de HDACs, com alta 

atividade contra as classes I, II e IV, mesmo em baixas concentrações nanomolares 

(143). Esse análogo do ácido hidroxâmico foi aprovado pela FDA em 2015, para ser 

utilizado no tratamento do mieloma múltiplo, em combinação com o Bortezomib e 

Dexametasona (143) e conta uma taxa de resposta objetiva de aproximadamente 27% 

(144), embora já tenha sido associado a efeitos adversos graves e potencialmente 

fatais, como cardiotoxicidade (145). Além disso, apesar de apresentar melhores 

resultados em neoplasias hematológicas, o Panobinostat tem sido investigado em 

mais de 50 estudos clínicos, tanto como monoterapia, quanto em combinação com 

outros compostos, para o tratamento de alguns tumores sólidos, como CECP (146), 

carcinomas de tireóide, câncer de mama, colorretal, próstata e câncer de pulmão de 

células não pequenas (142). No câncer oral, um estudo in vitro, mostrou que o 

Panobinostat foi capaz de inibir o crescimento e induzir a apoptose das células 

neoplásicas, através da diminuição da expressão do fator de transcrição Sp1 e da 
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indução da clivagem da caspase-3, uma das proteínas envolvidas na apoptose celular 

(147). 

Outro iHDAC de grande relevância é o Romidepsin (FK228, FR901228, 

depsipeptide, ou Istodax®), um depsipeptídeo bicíclico aprovado pela FDA em 2009 

para o tratamento de linfoma cutâneo de células T (148), e em 2011 para o linfoma 

periférico de células T (149). Esse fármaco é um metabólito secundário da bactéria 

Chromobacterium violaceum, transformado intracelularmente em uma molécula ativa 

pela Glutationa redutase, com alta especificidade pelas HDACs de classe I (150). 

Romidepsin apresenta uma taxa de resposta objetiva de 34% no linfoma cutâneo de 

células T e de 25% no linfoma periférico de células T, mas também tem sido associado 

a efeitos adversos, incluindo náusea, vômito, mielotoxicidade, astenia e toxicidade 

cardíaca (150). Assim como o Panobinostat, os efeitos de Romidepsin também têm 

sido explorados no tratamento de outros tipos de câncer, como leucemia, melanoma, 

câncer de bexiga, colorretal, mama, ovário e próstata (142). Em CECP, um estudo 

clínico de fase II avaliou o efeito de Romidepsin sobre tumores recorrentes e 

metastáticos, mas não observou resposta objetiva ao tratamento (151).  

Não obstante, apesar dos diversos estudos clínicos avaliando o tratamento com 

Panobinostat e Romidepsin em vários tipos de tumores sólidos (25,123), os efeitos 

anti-tumorais desses fármacos sobre o CME ainda não foram investigados. Além 

disso, pouco se sabe sobre o padrão de expressão das HDACs neste tumor, tão 

pouco, a sua contribuição para a carcinogênese e progressão tumoral, devido à 

escassez de estudos relacionados a essa temática. Nesse sentido, testes realizados 

por nosso grupo de pesquisa, avaliaram a citotoxicidade de 133 fármacos (já 

aprovados pela FDA, para o tratamento de diversas doenças humanas) em linhagens 

pré-estabelecidas de CME de glândula salivar. Após o screening inicial, foram 

selecionados dois iHDACs – Panobinostat e Romidepsin – os quais foram avaliados 

no presente estudo, quanto aos seus efeitos sobre a expressão gênica e propriedades 

relacionadas ao fenótipo tronco e metástase tumoral, em duas linhagens celulares de 

CME. Este estudo está, portanto, vinculado a um projeto de demanda universal CNPq 

No. 407622/2016-0, e é continuação do projeto aprovado pela Plataforma Brasil 

(CAAE nº 60778216.0.0000.0075), que tinha como objetivo estudar o 

reposicionamento de fármacos para o tratamento do CME.   
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3 PROPOSIÇÃO 
 

 

Este estudo se propôs a avaliar, in vitro, o efeito dos tratamentos com fármacos 

iHDACs, como terapia única e em associação com a Cisplatina, sobre o fenótipo 

tronco-tumoral e a expressão de genes relacionados às CTTs, em linhagens de CME 

de glândula salivar menor.  

Mais especificamente, objetivou-se: 

 

• Verificar se os tratamentos com os iHDACs apresentam efeitos antitumorais 

sobre linhagens derivadas de CME; 

• Analisar o efeito dos tratamentos com os iHDACs, sobre importantes 

propriedades tronco-tumorais, tais como, a capacidade clonogênica, de 

autorrenovação, migração e invasão, em células derivadas de CME; 

• Investigar se os fármacos iHDACs atuam sobre a população de CTTs, 

caracterizada pela alta atividade de ALDH e pela expressão do marcador CD44 

(ALDH+/CD44+); 

• Avaliar se os iHDACs administrados em associação com a Cisplatina, são 

capazes de sensibilizar as células derivadas de CME, reduzindo a resistência 

à Cisplatina; 

• Analisar a expressão de genes relacionados às CTTs, após 48h de tratamento 

com os iHDACs, isoladamente e em associação com a Cisplatina; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  
 

 

As metodologias utilizadas neste estudo, e descritas a seguir, envolveram a 

utilização de células derivadas de CME humanas e, portanto, receberam a apreciação 

do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de 

São Paulo (FOUSP), parecer No. 2.798.905, conforme anexo A. 

 

 

4.1 CULTIVO CELULAR 

 

 

Nesse estudo foram utilizadas duas linhagens celulares derivadas de CME de 

glândula salivar menor (UM-HMC-1, de tumor primário e UM-HMC-3A, de tumor 

recorrente), estabelecidas e, gentilmente, cedidas pelo Prof. Jacques Eduardo Nör, 

da Universidade de Michigan (maiores informações disponíveis no Quadro 4.1). 

Ambas as linhagens foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbeco (DMEM) 

(Cat. No. 11995073, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 

suplementado com 1% L-glutamina (GlutaMAX™, Cat. No. 3505006, Gibco™, Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 1% antibiótico/antimicótico (Cat. No. 15240112, 

Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 10% Soro Fetal Bovino (SFB) 

(Cat. No. 10437028, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 20 ng/mL 

de fator de crescimento epitelial humano (EGF, Cat. No. E9644, Sigma-Aldrich 

Corporation, San Luis, MO, EUA), 5 µg/mL de insulina recombinante humana (Cat. 

No. I9278, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA) e 400 ng/mL de 

hidrocortisona (Cat. No. H6909, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA). 

Todos os experimentos foram realizados dentro de um intervalo máximo de 10 

passagens, tanto para a linhagem UM-HMC1 (P64-P74), quanto para a UM-HMC3A 

(P74-P84), e ambas as linhagens testaram negativo para Mycoplasma spp., no ensaio 

realizado por reação em cadeia da polimerase – PCR, seguindo as instruções do 

fabricante (Venor™ GeM Mycoplasma Detection Kit, PCR-based, Cat. No. MP0025, 

Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA). Para o cultivo, as células foram 

mantidas em incubadora a 37 °C, com atmosfera úmida (95% de umidade), contendo 

5% de CO2. O meio de cultivo foi trocado a cada 2-3 dias, levando-se em consideração 
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o metabolismo celular, e alíquotas de cada linhagem foram congeladas ou 

descongeladas conforme a necessidade. As passagens foram realizadas utilizando 

Tripsina (TrypLE™ Express, Cat. No. 12605028, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA), subcultivando-se 1x106 células, ainda em subconfluência, em 

frascos de cultivo 75 cm2 (Cat. No. 430641U, Corning® Incorporated, Corning, NY, 

EUA). A contagem das células foi realizada, pelo teste de exclusão do Azul de Trypan 

(Trypan Blue Solution, 0.4% Cat. No. 15250061, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) em câmara de Neubauer (Neubauer Improved Bright-Line, New 

Optics, Yangju-si, Gyeonggi-do, Coréia do Sul). A visualização das células foi 

realizada em um microscópio invertido com contraste de fase (Axio Vert®, Carl Zeiss, 

Oberköchen, Baden-Württemberg, Alemanha). 

 

 
Quadro 4.1 - Características dos pacientes e dos tumores, a partir dos quais as linhagens celulares 

derivadas de CME, utilizadas neste estudo, foram originadas. 
 

 
 
 
Fonte: Adaptado de Warner et al (2013, p. 15) (12). 
 

 

4.2 ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

 

 

Para a análise do perfil de proliferação celular das linhagens UM-HMC1 e UM-

HMC3A, 5x103 células foram plaqueadas em placas de 96 poços (Cat. No. 3595, 

Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA) e quantificadas após 24h, 48h, 72h e 96h, 

através do ensaio de Sulforodamina B (SRB). Nesse ensaio, o corante SRB se liga, 

Linhagem 
celular 

Características 
do paciente Localização TNM Estágio Grau de 

diferenciação 
Invasão 

perineural 
Invasão 

angiolinfática 

UM-HMC1 
Sexo Masculino, 
76 anos de idade, 

Melanoderma  

Glândula salivar 
menor da mucosa 

jugal 
T4N0M0 IVa Intermediário Ausente Ausente 

UM-HMC3A 
Sexo Feminino, 

73 anos de idade, 
Leucoderma 

Palato duro 
(recorrência local) T4bN IVb Intermediário Presente Presente 
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em condições ácidas, ao conteúdo proteico da célula de forma que, a quantidade de 

corante extraído das células, é diretamente proporcional à massa celular (152). Assim, 

após cada período avaliado, as células foram fixadas, através da incubação com 25 μL 

de ácido tricloroacético gelado (TCA) (Cat, No. T6399, Sigma-Aldrich Corporation, San 

Luis, MO, EUA), por 1h a 4 ºC. Posteriormente, os poços foram lavados 5 vezes com 

200 μL de água da torneira. Após a secagem completa, os poços foram corados com 

100 μL de SRB (Cat. No. 230162, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA) a 

0,4% (m/v) em ácido acético (Ácido acético glacial P.A – ACS, Cat. No. 1242, 

Dinâmica Química Contemporânea, Indaiatuba, SP, Brasil), durante 10 minutos, em 

temperatura ambiente (TA). Em seguida, a SRB foi removida dos poços, através da 

lavagem com 200 μL de ácido acético 1% (vol/vol), em água destilada, por 4 vezes. 

Após a secagem completa dos poços, o corante (SRB) foi solubilizado através da 

adição de 100 μL da solução de Tris base a 10 mM, com pH 10.5 (Cat. No. 154563, 

Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA) sob agitação, por 1h em TA. A leitura 

da absorbância foi realizada em um leitor de microplacas a 515 nm (SynergyTM HT 

Multi-Detection Microplate Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA). A análise 

dos dados foi efetuada, a partir da transformação dos valores de absorbância em 

porcentagem, comparando-se os períodos de 48h, 72h e 96h, com o período de 24h. 

Esse ensaio foi conduzido em quintuplicata amostral de dois experimentos 

independentes. 

 

 

4.3 ESCANEAMENTO/TRIAGEM DA BIBLIOTECA DE FÁRMACOS 

 

 

Os quimioterápicos utilizados foram, inicialmente, selecionados através de um 

escaneamento conduzido com 133 quimioterápicos, aprovados (conjunto VIII placas 

número 4858 e 4859, NCI/NIH) e fornecidos pelo Drug Synthesis and Chemistry 

Branch, Developmental Therapeutics Program, Division of Cancer Treatment and 

Diagnosis, National Cancer Institute (NCI/NIH). Esse screening inicial foi conduzido 

pela Dra. Lucyene Miguita Luiz, colaboradora deste trabalho.  

Para o desenvolvimento da metodologia, primeiramente, os princípios ativos 

(liofilizados) nas placas, foram suspensos em 20 µL de Dimethyl Sulfoxide (DMSO) 
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(Cat. No. D2650, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA), para uma 

concentração estoque de 10 mM. Em seguida, as células (UM-HMC1 e UM-HMC3) 

foram plaqueadas em placas de 96 poços, 5x103 células/poço, em triplicata para cada 

fármaco da placa. Após 24h, as células foram tratadas com 5 µM de cada 

medicamento por 48h. Após este período, a citotoxicidade induzida pelos fármacos foi 

avaliada pela técnica de biorredução do composto de sal tetrazólio MTS (Cell Titer 

96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Cat. No. G3580, Promega, 

Madison, WI, EUA). Para isso, o meio de cultivo foi descartado, os poços foram 

lavados com 200 μL de solução salina tamponada com fosfato (PBS 1x) (PBS 10X, 

pH 7.4, Cat. No. 70011044, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e, 

em seguida, 10 μL de MTS diluídos em 90 μL de meio DMEM, e adicionados à cada 

poço (100 μL/poço). A seguir, as placas foram incubadas a 37 ºC, ao abrigo da luz, 

por 3h e, posteriormente, os valores de densidade óptica (DO) foram mensurados em 

um espectrofotômetro (ELX 800 Biotek Instruments Inc, Winooski, VT, EUA) a 490 nm. 

Os resultados de viabilidade celular foram calculados pela seguinte fórmula: 

 
DO amostra: Valores de densidade óptica após 48 horas de tratamento 
DO controle: Valores de densidade óptica dos poços controle (sem tratamento) 
 

 

Após a etapa de triagem, foram selecionados dois fármacos (Romidepsin e 

Panoibinostat), que reduziram a viabilidade celular em ≥ 70% nas linhagens UM-

HMC1 e UM-HMC3A, os quais foram adquiridos (Quadro 4.2) em quantidades 

suficientes para a realização dos ensaios subsequentes. Inicialmente, os fármacos 

foram ressuspensos em DMSO, para se obter uma solução estoque de 10 mM e 

armazenados a -20 ºC, até o momento do uso. Além de Romidepsin e Panobinostat, 

a Cisplatina (C-Platin 100 mg/mL, Blau Farmacêutica, Cotia, SP, Brasil), utilizada 

como quimioterápico de primeira linha no tratamento de pacientes com lesões 

avançadas de CME (153), também foi incluída no estudo em associação com os 

iHDACs. Essa combinação foi utilizada com o objetivo de sensibilizar as células e 

reduzir a resistência à Cisplatina nas linhagens celulares derivadas de CME. 

  

!"#$"%"&#&'	)'%*%#+	#,ó.	48	ℎ2+#.	&'	3+#3#4'532	(%) = (:;	#42.3+# ∗ 100%)
?é&"#	:;	)253+2%'  
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Quadro 4.2 - Medicamentos selecionados após a triagem da biblioteca de fármacos 
 

Nome do Fármaco Registro 
CAS 

Peso 
Molecular 

Cat. No. 
 Empresa 

Romidepsin 128517-07-7 540,7 A11920 AdooQ®1 

Panobinostat 404950-80-7 349,4 NSC 761190 NCI/NIH2 
1 AdooQ® BioScience, Irvine, CA, EUA 
2 National Cancer Institute (NCI), National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, 
EUA 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.4 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO MÉDIA INIBITÓRIA (IC50) 

 

 

O protocolo descrito a seguir, utilizado para a realização dos ensaios de dose-

resposta, foi baseado na metodologia de escaneamento de fármacos adotada pelo 

NCI/NIH (https://dtp.cancer.gov/discovery_development/nci-60/methodology.htm). 

Para os ensaios, 5x103 células em 100 μL de meio/poço, foram plaqueadas em placas 

de 96 poços. Após 24h, as células aderidas foram tratadas com 100 μL da solução 

dos compostos, diluídos seriadamente (1:2) para diferentes concentrações (Quadro 

4.3). Como controle negativo, utilizou-se células tratadas apenas com o meio de 

cultivo. Após 48h de tratamento, foi realizado o ensaio de SRB, para avaliar a 

citotoxicidade de cada fármaco, em suas respectivas concentrações (conforme 

metodologia descrita no item 4.11.2). Todos os fármacos foram testados em 

quintuplicata amostral de dois experimentos independentes. A concentração inibitória 

média (IC50) foi determinada a partir de curvas de regressão sigmoidal, utilizando-se 

o programa Graph Pad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).  

Os valores de IC50 encontrados para os fármacos, em cada linhagem foram, 

posteriormente, confirmados através de ensaios de viabilidade celular, utilizando as 

técnicas de SRB e MTS, conforme metodologia descrita nos itens 4.2 e 4.3, 

respectivamente.  
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Quadro 4.3 - Fármacos analisados e doses testadas para determinação do IC50 
 
 
Número de doses 

Fármacos e doses testadas 
Cisplatina(μg/mL) 

(CIS) 
Romidepsin (nM) 

(ROM) 
Panobinostat (nM) 

(PAN) 
1 5 5 30 
2 2,5 2,5 15 
3 1,25 1,25 7,5 
4 0,625 0,625 3,75 
5 0,312 0,312 1,875 
6 0,156 0,156 0,937 
7   0,469 

 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.5 ASSOCIAÇÃO DOS FÁRMACOS SELECIONADOS COM A CISPLATINA 
 

 

A associação dos fármacos Panobinostat (PAN) e Romidepsin (ROM) com a 

Cisplatina (CIS) (PAN+CIS e ROM+CIS), foi realizada com o objetivo de avaliar um 

possível efeito sinérgico na ação dos quimioterápicos (iHDAC + Cisplatina) sobre as 

subpopulações com e sem fenótipo tronco tumoral. Para tanto, os experimentos 

descritos a seguir, foram realizados tanto no regime de monoterapia (dose de IC50 de 

cada fármaco isoladamente), quanto em associação (doses de IC50 determinadas para 

Panobinostat e Romidepsin associadas com a dose de IC50 da Cisplatina). 

 

 

4.6 ENSAIOS DE FORMAÇÃO DE COLÔNIAS E ESFERAS 

 

 

Os ensaios de formação de esferas e colônias foram realizados seguindo dois 

delineamentos experimentais distintos: 1- tratamento prévio: para avaliar o potencial 

de autorrenovação e a clonogenicidade das células remanescentes, ou seja, que 

sobreviveram à 48h de tratamento com as doses de IC50 dos fármacos selecionados 

(Figura 4.1); 2- tratamento concomitante: para avaliar a capacidade de formação de 

esferas e colônias, em condições de desacetilação, obtidas pela presença dos 
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fármacos no meio de cultivo por um período prolongado, 7 dias no ensaio de esferas 

e 21 dias no ensaio de formação de colônias (Figura 4.2). 

 

 
Figura 4.1 - Esquema ilustrando a modalidade de tratamento prévio realizado nos ensaios de 

formação de esferas e colônias 
 

 
 
 
Fonte: O autor. 
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Figura 4.2 - Esquema ilustrando a modalidade de tratamento concomitante realizado nos ensaios 
de formação de esferas e colônias 

 

 
 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.6.1 Ensaios de formação de colônias  
 

 

Para a realização deste ensaio na abordagem de tratamento prévio, as células 

das linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A foram cultivadas em frascos de cultivo de 

25 cm2 (1,5x105 células/frasco). Após 24h do plaqueamento, as células foram tratadas 

com as doses correspondentes aos IC50 de cada composto, por 48h. Posteriormente, 

as células que sobreviveram ao tratamento foram plaqueadas em placas de 6 poços 

(Cat. No. 3516, Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA), em uma densidade de 

100 células/poço, em 3 mL de meio de cultivo. As células foram mantidas em 

incubadora (37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2) durante 21 dias, tempo necessário 

para a formação e crescimento das colônias, sem troca do meio de cultivo.  

De modo complementar, na modalidade de tratamento concomitante, 100 

células/poço de ambas as linhagens foram plaqueadas em placas de 06 poços e 

tratadas 24h após o plaqueamento, com as doses de IC50 de Panobinostat e 

Romidepsin. Após 7 dias, a Cisplatina foi adicionada nos poços destinados aos 

tratamentos associados (PAN+CIS e ROM+CIS), e as células foram mantidas em 
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incubadora umidificada (37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2) por mais 13 dias, 

totalizando 21 dias de experimento. 

Passados os 21 dias, os poços contento as colônias, nas duas abordagens 

experimentais, foram lavados 2 vezes com PBS 1x e fixados com 1 mL de 

paraformaldeído 4% (PFA) (Cat. No. P6148, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, 

MO, USA) por 10 minutos, em TA. Em seguida, os poços foram lavados novamente 

(2 vezes com 1 mL de PBS 1x) e as colônias foram coradas com 1 mL de Cristal 

violeta (Cat. No. C0775, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA) diluído em 

água destilada (1:40), a partir da solução estoque (1,5% em etanol absoluto). Após 5 

minutos, os poços foram lavados 4 vezes com água destilada e após a secagem 

completa, as colônias medindo ≥1,5 mm em seu maior diâmetro, foram contadas 

visualmente com o auxílio de uma régua milimetrada. Este ensaio foi realizado em 

triplicata amostral e experimental, nas duas abordagens experimentais realizadas. 

 

 

4.6.2 Ensaios de formação de esferas  
 

 

Os ensaios de formação de esferas foram realizados com base na metodologia 

proposta por Krishnamurthy e Nör (2013) (155), com pequenas modificações. Na 

modalidade de tratamento prévio, as células das linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A 

foram cultivadas em frascos de cultivo de 25cm2 (1,5x105 células/frasco). Após 24 

horas do plaqueamento, as células foram tratadas com as doses correspondentes aos 

IC50 de cada composto, por 48h. Posteriormente, as células que sobreviveram ao 

tratamento foram replaqueadas (500 células/poço em 1 mL de meio de cultivo) em 

placas de baixa adesão com 24 poços (Cat. No. 3473, Corning® Incorporated, 

Corning, NY, EUA) e mantidas em incubadora (37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2), 

durante 7 dias, sem troca do meio de cultivo.  

Já na modalidade de tratamento concomitante, realizado para avaliar a 

capacidade de formação de esferas sob condições de desacetilação, 500 

células/poço, em 0,5 mL de meio de cultivo, foram plaqueadas em placas de baixa 

adesão com (24 poços). Após 24h, essas células foram tratadas com as doses de IC50 
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de Panobinostat e Romidepsin, e nos grupos associados, a Cisplatina (dose de IC50) 

foi adicionada após 72h do tratamento com os iHDACs. Durante o experimento, as 

células foram mantidas em incubadora (37 °C, 95% de umidade e 5% de CO2), 

permanecendo em contato com os fármacos até o final do experimento (7 dias após 

o plaqueamento). 

Após o período de 7 dias, em ambas as modalidades de tratamento, as esferas 

medindo ≥ 50 μm foram quantificadas, visualmente, com a ajuda de um microscópio 

invertido (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha), em um aumento final de 

40x. Este ensaio foi realizado em triplicata amostral e experimental, nas duas 

abordagens experimentais realizadas. 

 

 

4.7 ENSAIO DE “FERIDA” 

 

 

O ensaio de ferida foi realizado para avaliar os efeitos dos tratamentos com os 

fármacos sobre a migração celular coletiva. Para tanto, 5x105 células, diluídas em 

3 mL de meio, foram plaqueadas em placas de cultivo de 6 poços, até atingirem a 

confluência (24h para a linhagem UM-HMC1 e 48h para a linhagem um-HMC3A). 

Posteriormente, as células foram tratadas com 2 μg/mL de Mitomicina C (Mitomycin C 

ready made solution, Cat. No. M5353, Sigma-Aldrich Corporation, San Luis, MO, EUA) 

por 4 horas, para inibir a proliferação celular (156). Após esse período, uma “ferida” 

foi realizada na camada de células, a partir da intersecção de dois traços, um 

horizontal e outro perpendicular a este, riscados com o auxílio de uma ponteira de 

200 µL, de modo a ser obter duas linhas (Figura 4.3). Imediatamente após a formação 

das feridas, cada poço foi lavado 3 vezes com 2 mL de PBS 1x, para a remoção de 

células e debris remanescentes, e as áreas foram fotografas (T0). Em seguida, as 

células foram tratadas com os fármacos (doses correspondentes aos IC50 em cada 

linhagem), ou receberam apenas meio de cultivo (controle negativo). As áreas das 

feridas foram, novamente, visualizadas e fotografadas 48 horas após o tratamento 

(T1), com um aumento final de 50x, utilizando uma câmera digital acoplada a um 

microscópio invertido (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha). As áreas das 
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feridas foram calculadas com o auxílio do software ImageJ (157), e a sua porcentagem 

de fechamento (migração celular) foi obtida, comparando-se os tempos T0 e T1. 

 

 

Figura 4.3 - Desenho esquemático das áreas fotografadas no ensaio de ferida (migração celular) 
 

 
 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.8 ENSAIOS DE MIGRAÇÃO E INVASÃO POR TRANSWELL 

 

 

Previamente à realização dos ensaios, as células das linhagens UM-HMC1 e 

UM-HMC3A foram tratadas por 48 horas, com as doses de IC50 estabelecidas para os 

compostos. Após o tratamento, as células foram tripsinizadas, contadas e diluídas em 

meio de cultivo, sem SFB, para uma concentração final de 1x106 células viáveis/mL, 

para cada um dos tratamentos. Para o ensaio de invasão, insertos de membranas de 

polietileno tereftalato (PET), com poros de 8 μm de diâmetro (Cat. No. 353097, 

Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA) foram, previamente, revestidos com 60 μL 

de matrigel (Geltrex™ LDEV-Free Reduced Growth Factor Basement Membrane 

Matrix, Cat. No. A1413202, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), 
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diluído em meio de cultivo sem SFB (1:1). Os insertos foram colocados por 30 minutos 

na incubadora de células (37 ºC), para a polimerização do matrigel. Em seguida, 

100 μL de células de cada grupo (1x105 células), diluídas em meio de cultivo sem 

SFB, foram plaqueadas sobre a camada de matrigel polimerizado. Os insertos foram 

adaptados aos poços da placa de cultivo (24 poços), contendo 500 μL de meio com 

SFB e permaneceram na incubadora por 48 horas. Já no ensaio de migração, as 

células (1x105 células em 100 μL de meio) diluídas em meio sem SBF, foram 

plaqueadas diretamente na parte superior de insertos de membrana de Policarbonato, 

sem a presença de matrigel, com poros de 8 μm de diâmetro (Cat. No. 3422, Corning® 

Incorporated, Corning, NY, EUA). A seguir, os insertos foram adaptados às placas de 

cultivo de 24 poços, contendo 500 μL de meio de cultivo com SFB e permaneceram 

na incubadora por 48 horas. 

Após a incubação, os insertos foram lavados 2 vezes com PBS 1x (ciclo de 

lavagem) e fixados com 700 μL de paraformaldeído 4% por 2 minutos, seguido por 

700 μL de metanol (Álcool metilico P.A.-A.C.S. 100%, Cat. No. 01A1085.01.BJ, 

Labsynth®, Diadema, SP, Brasil) por 20 minutos (sendo 1 ciclo de lavagem realizado 

após a ação de cada agente fixador). Posteriormente, os insertos foram corados com 

cristal violeta 1:40 (solução estoque à 1,5% em água destilada) por 15 minutos e, 

novamente, submetidos a 1 ciclo de lavagem. As células que não migraram para a 

face inferior do inserto, foram removidas com o auxílio de cotonetes e microbrushes. 

Para a visualização das células que migraram, os insertos foram imersos em poços 

contendo 1 mL de PBS 1x e 5 imagens aleatórias de cada poço, foram capturadas em 

um aumento final de 40x, utilizando uma câmera digital acoplada a um microscópio 

invertido (Axio Vert®, Carl Zeiss, Oberköchen, Alemanha).  

 

 

4.9  ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO  

 

 

A análise da porcentagem de células ALDH+/CD44+por citometria de fluxo, foi 

realizada para avaliar o efeito dos tratamentos com Panobinostat e Romidepsin, e 

suas respectivas associações com a Cisplatina, sobre as CTTs derivadas das 

linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A. Para tanto, as células foram tratadas com as 
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doses correspondentes aos IC50 de cada fármaco e após 48h de tratamento, as 

células sobreviventes foram tripsinizadas, contadas e diluídas para uma concentração 

final de 106 células/mL. Posteriormente, 300 μLda ressuspensão celular (300.000 

células) foram transferidos para ubos de poliestireno de 5 mL com tampa filtro (BD 

Pharmingen, San Jose, CA, EUA) e lavadas com 1 mL de PBS 1x. A avaliação da 

atividade de ALDH foi realizada utilizando os reagentes do kit comercial 

ALDEFLUOR™ (Stem Cell Technologies, Vancouver, Columbia Britanica, Canada). 

Após a lavagem com PBS 1x, as células foram centrifugadas (1.500 rpm por 5 minutos 

em TA) em uma centrífuga com rotor de ângulo fixo (Centrifuge 5810 R, Eppendorf®, 

Hamburgo, Alemanha), ressuspendidas em 200 μL de tampão do kit Aldefluor 

(ALDEFLUOR™ Assay Buffer) e incubadas com 1 μL de substrato de Aldefluor 

(ALDEFLUOR™ reagent) durante 1h a 37 ºC. Adicionou-se 2 μL de 

dietilaminobenzalde (ALDEFLUOR™ DEAB Reagent) antes da incubação, para inibir 

a atividade de ALDH nos tubos de compensação. Em seguida, as células foram 

lavadas com 300 μL do tampão de Aldefluor e expostas ao anticorpo anti-CD44, 

diluído 1:400 (50μg/mL, PE anti-mouse/human, Cat. No. 103024, BioLegend®, San 

Diego, CA, EUA), durante 30 minutos a 4ºC. Para finalizar, as células foram lavadas 

novamente e ressuspendidas em 100 μL do tampão de Aldefluor contendo 200 ng/mL 

de DAPI (4′,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, 

USA) para exclusão das células mortas. Como controle do experimento, foram 

realizados tubos de compensação e tubos de controle FMO (fluorescence-minus-one), 

conforme especificado no Quadro 4.4.  

As amostras foram encaminhadas ao Departamento de Imunologia do Instituto 

de Biociências da Universidade de São Paulo, onde as análises foram realizadas 

utilizando o citômetro BD FACSCanto™ II (BD Bioscience, San Jose, CA, USA). Pelo 

menos 10.000 eventos foram adquiridos e as análises dos dados foram realizadas no 

software FlowJo™ (FlowJo™ Software para Mac, Versão 10.0. Ashland, OR: Becton, 

Dickinson and Company; 2021). Para a identificação da porcentagem de células 

ALDH+/CD44+, a população total foi, primeiramente, localizada de acordo com a o seu 

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). A partir disso, foram selecionadas as células 

viáveis, através da exclusão das células positivas para DAPI e estas, foram então 

avaliadas quanto a expressão dos marcadores avaliados (ALDH/CD44). Esse 

experimento foi realizado com triplicata amostral. 
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Quadro 4.4 - Parâmetros de compensação e controle FMO 
 

Compensação* Controle FMO** 

Controle negativo: ALDH + DEAB População ALDH+: ALDH + DEAB + CD44 + 
DAPI 

ALDH: ALDH População CD44+: ALDH + DAPI 

CD44: ALDH + DEAB + CD44 População DAPI+: ALDH + CD44 

DAPI: ALDH + DEAB + DAPI  

*Parâmetros de compensação: utilizados no ajuste dos sinais fluorescentes 
**Controle FMO: utilizados na identificação e delimitação das populações alvo 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.10  ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA POR PCR EM TEMPO REAL (RT-

qPCR)  

 

 

4.10.1 Extração e purificação do RNA 
 

 

Para a realização da análise quantitativa da expressão gênica, uma densidade 

de 115.000 células da linhagem UM-HMC1 e 220.000 células da linhagem UM-

HMC3A, diluídas em 5 mL de meio, foram plaqueadas em placas de cultivo de 60 mm 

de diâmetro (Cat. No. 430166, Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA). Após 24 

horas, o meio de cultivo das células foi substituído por 5 mL de meio contendo os 

quimioterápicos, nas suas respectivas doses de IC50. Após 48 horas de tratamento, 

as placas foram lavadas 3 vezes, com PBS 1x e, em seguida, 1 mL de TRIzol™ 

Reagent gelado (Cat. No. 15596026, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, EUA) foi adicionado às placas e incubado por 5 minutos (TA). Após a incubação, 

as células foram aspiradas e dispensadas contra a placa por 50 vezes, para finalizar 

o processo de lise celular e, logo depois, foram coletadas em microtubos de 1,5 mL 
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(Cat. No. MTC-150-C, Axygen®, Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA) e 

congeladas em freezer -80 °C. 

O ácido ribonucleico (RNA, do inglês “Ribonucleic acid”) total das amostras 

celulares foi isolado e purificado pelo método de Fenol/Clorofórimio. Para tanto, as 

amostras coletadas foram descongeladas em gelo e, em seguida, 200 μL de 

clorofórmio gelado (Cat. No. C1062.01.BJ, Labsynth®, Diadema, SP, Brasil) foi 

adicionado a cada tubo. As amostras foram homogeneizadas com a ajuda de um 

vórtex, por 15 segundos e mantidos em TA por 3 minutos. Posteriormente, uma 

centrifugação longa foi realizada (11.488 x g, 4 ºC, 15 minutos) para separar as fases 

da solução e, em seguida, o sobrenadante foi coletado e transferido para microtubos 

de 1,5 mL. Logo depois, 500 μL de álcool isopropílico absoluto gelado (Cat. No. 

A1078.01.BJ, Labsynth®, Diadema, SP, Brasil), foi adicionado aos tubos e uma nova 

centrifugação foi realizada (11.488 x g, 4 ºC, 10 minutos), formando um pellet no fundo 

do microtubo. Adicionou-se então, 1 mL de álcool etílico 70% gelado e as amostras 

foram delicadamente homogeneizadas, com auxílio de uma pipeta, por 2 vezes. Os 

tubos foram novamente centrifugados (7.794 x g, 4 ºC, 5 minutos) e postos para secar, 

com a boca virada para baixo, em contato com papel absorvente, por 15 minutos. Os 

RNAs, extraídos e purificados, foram diluídos em 10-30 μL de água ultrapura e 

quantificados em espectrofotômetro (NanoDrop® 1000, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA). 

 

 

4.10.2 Controle de qualidade do RNA 
 

 

Análises por espectrofotometria e eletroforese em gel agarose foram realizadas 

para o controle de qualidade das amostras, a fim de verificar a pureza e a integridade 

do material extraído. A pureza do RNA foi verificada em espectrofotômetro 

(NanoDrop® 1000) através das razões 260/230 (valores maiores que 1,7) e 260/280 

(valores entre 1,8-2,1). Já a integridade do material extraído foi visualizada por 

eletroforese em gel de agarose à 2% (UltraPure™ Agarose, Cat. No. 16500100, 

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), utilizando um sistema de 

cuba horizontal (EasyCast OWL D2, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). O 

gel foi preparado com tampão Tris-Acetato-EDTA 1X (TAE, 10X, pH 8.5, Cat. No. 



 74 

AM9869, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), e corado com 

1 μL de brometo de etídio (UltraPure™ Ethidium Bromide, 10 mg/mL, Invitrogen™, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A corrida foi executada com uma 

voltagem de 90 V, por 40 minutos, e as amostras foram preparadas conforme descrito 

no Quadro 4.5. As imagens das bandas de RNA ribossomal 18S e 28S, foram 

visualizadas a partir da interação entre o brometo de etídio e o RNA, após a exposição 

do gel à luz ultravioleta. A captura foi realizada em um fotodocumentador (MiniBIS 

Pro,UNISCIENCE, Brasil). 

 

 
Quadro 4.5 - Reagentes utilizados no preparo das amostras para a corrida do gel de integridade 
 

RNA das amostras Tampão de 
carregamento de gel* Água ultrapura 

500 ng = X μL 1 μL Até completar 10 μL 
*BlueJuice™ (10X), Cat. No. 10816015, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, EUA 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.10.3 Síntese do DNA complementar (cDNA) 
 

 

Antes da realização da síntese do DNA complementar (cDNA), 1 μg do RNA, 

extraído e purificado, passou por uma etapa de eliminação da contaminação por DNA 

genômico, utilizando o kit comercial da enzima DNase I, Amplification Grade (Cat. No. 

18068015, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Após a etapa 

de descontaminação, as amostras de RNA foram utilizadas para sintetizar as fitas de 

cDNA, utilizando-se o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Cat. No. 

4368814, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e a enzima 

RNase Inhibitor (Cat. No. N8080119, Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA). A reação de transcrição reversa foi realizada em um 

termociclador (Eppendorf® Mastercycler, Hamburgo, Alemanha) e, a seguir as 

amostras de cDNA foram armazenadas a -20 ºC, até a realização da RT-qPCR. Todas 
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as reações realizadas para a obtenção do cDNA, seguiram as instruções do 

fabricante.  

 

 

4.10.4 Amplificação e detecção da expressão gênica por RT-qPCR 
 

 

O ensaio de RT-qPCR, foi realizado para verificar a expressão de genes 

relacionados às CTTs, usando primers específicos (Quadro 4.6), em um ABI7500 Real 

Time PCR System (Applied Biosystems 7500 PCR Systems, Life Technologies, 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As reações foram realizadas em placas 

óticas de 96 poços (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate, Cat. No. N8010560, 

Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), em duplicata 

para cada cDNA transcrito reversamente, utilizando-se os seguintes reagentes: 

primers sense (F) e anti-sense (R) para cada gene, 5 μL de PowerUp™ SYBR™ 

Green Master Mix (Cat. No. A25742, Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA), 1 μL de cDNA e água ultrapura, para completar o volume final 

de 10 μL. O processo de amplificação seguiu as etapas de desnaturação inicial (95 ºC 

por 10 minutos), seguida por 40 ciclos de desnaturação (95 ºC por 15 segundos), 

hibridização (60-62 ºC por 30 segundos) e extensão (72 ºC por 40 segundos). A curva 

de dissociação (curva de melting) foi realizada após o término do último ciclo, para 

cada gene analisado. As reações de RT-qPCR foram realizadas utilizando-se 3 

amostras diferentes de cDNA/grupo, obtidas em 3 experimentos independentes, 

realizados com células em passagens diferentes. Para evitar amplificações 

inespecíficas, reações de RT-qPCR foram realizadas para cada par de primers, 

utilizando-se água ultrapura no lugar das amostras de cDNA (controle negativo). Só 

foram consideradas elegíveis para a análise, amostras com desvio padrão ≤ 0,05 

entre os valores de Ct das duplicatas. 

Para a quantificação relativa dos genes, primeiramente, foi construída uma 

curva padrão para cada gene (com 5 pontos de diluição), para avaliar a sua eficiência. 

Em seguida, os valores de eficiência foram utilizados no cálculo da expressão relativa, 

de acordo com o método proposto por Pfaffl (2001) (158), que leva em consideração 

a variação entre os limiares de fluorescência das amostras controle e tratadas (∆Ct), 
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e expressa esses valores em relação ao gene de referência (housekeeping). Neste 

trabalho, optou-se pela utilização do HPRT como gene de referência, uma vez que, 

esse gene foi amplificado de forma mais homogênea do que o GAPDH, em todos os 

grupos experimentais analisados. 

 

 
Quadro 4.6 - Sequência de primers utilizados na RT-qPCR, com suas respectivas concentrações e 

temperaturas de hibridização (º C) 
 

Gene Primers 5’ → 3’ Concentração 
[nM] (° C) 

NANOG F: CATCCTGAACCTCAGCTCAAACA 400 60 R: TTGCTATTCTTCGGCCAGTTGT 

BMI-1 F: GCTGCCAATGGCTCTAATGAA 400 60 R: TGCTGGGCATCGTAAGTATCTT 

OCT-4 F: ACTTCACTGCACTGTACTCCTC 200 60 R: AGGTTCTCTTCCCTAGCTCCTC 

HPRT* F: CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT 400 60 R: AGCAAGACGTTCAGTCCTGT 
*Gene de referência (housekeeping), utilizados para a normalização dos dados brutos 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.11  PCR ARRAY  

 

 

Além das análises de qPCR descritas anteriormente, reações de PCR array 

também foram realizadas para analisar a amplificação de 84 genes, encontrados em 

CTTs humanas (Anexo B), utilizando-se placas RT² Profiler PCR Array (Human 

Cancer Stem Cells, Cat. No. PAHS-176Z, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), de 

acordo com as instruções do fabricante. 
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4.11.1 Coleta, extração e purificação do RNA para PCR array 
 

 

Para as reações de PCR array, uma densidade de 300.000 células da linhagem 

UM-HMC1 e 590.000 células da linhagem UM-HMC3A em 10 mL de meio, foram 

plaqueadas em placas de cultivo de 100 mm de diâmetro (Cat. No. 353003, Falcon®, 

Corning® Incorporated, Corning, NY, EUA). Após 24 horas, o meio de cultivo das 

placas foi substituído por 12 mL de meio contendo os fármacos, nas suas respectivas 

doses de IC50. Após 48 horas de tratamento, as placas foram lavadas 3 vezes com 

PBS 1X, e a coleta das células foi realizada com 600 μL de tampão RLT (RNeasyÒ 

Mini Kit, Cat. No. 74104, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha). As células coletadas foram 

lisadas com o auxílio de agulhas acopladas a seringas, com movimentos de 

compressão e descompressão por 7 vezes, e armazenadas a -80 °C. O RNA total das 

amostras celulares foi isolado e purificado por colunas de centrifugação, utilizando o 

kit comercial RNeasyÒ Mini (Cat. No. 74104, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), 

incluindo a etapa de eliminação da contaminação por DNA genômico (RNase-Free 

DNase Set, Cat. No. 79254, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), seguindo as instruções 

do fabricante. Após o processo de extração e purificação, os RNAs extraídos foram 

diluídos em 30-50 μL de água ultrapura (UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled 

Water, Cat. No. 10977-015, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

EUA) e quantificados em espectrofotômetro (NanoDrop® 1000), de forma que, ao final 

da diluição, todas as amostras ficaram com concentrações ³40 μg/mL. O controle de 

qualidade do material genético, foi realizado conforme descrito no item 4.11.2. 

 

 

4.11.2 Síntese de cDNA e qPCR utilizando RT² Profiler PCR Arrays 
 

 

A síntese da fita de DNA complementar (cDNA), foi efetuada por transcrição 

reversa em um aparelho termociclador (Eppendorf® Mastercycler, Hamburgo, 

Alemanha), utilizando-se o kit comercial RT2 PreAMP cDNA Synthesis (Cat. No. 

330451, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), a partir de 4 μg do RNA (extraído e 

purificado). Posteriormente, as reações de PCR em tempo real (qPCR), foram 
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realizadas com o kit comercial RT2 SYBR® Green ROX™ Mastermix (Cat. No. 330523, 

Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha), e os genes presentes na placa foram amplificados 

em um Real Time PCR System ABI7500 (Applied Biosystems 7500 PCR Systems, 

Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), seguindo as 

seguintes etapas: ativação da enzima HotStart DNA Taq Polymerase (95 ºC por 10 

minutos), seguido por 40 ciclos de desnaturação (95 ºC por 15 segundos), e pela 

etapa de anelamento e extensão (60 ºC por 1 minuto). Após a amplificação, as 

amostras foram submetidas à análise da curva de dissociação (curva de melting), para 

verificar a especificidade da PCR, caracterizada pela ausência de qualquer curva 

bimodal ou sinal anormal de amplificação. Todas as reações foram realizadas 

seguindo as instruções do datasheet do fabricante. 

 

 

4.11.3 Análise dos dados de PCR array 
 

 

Os resultados foram analisados através do software GeneGlobe (Qiagen), 

disponível em https://dataanalysis2.qiagen.com/pcr. Todas as amostras passaram por 

controle de qualidade, para a avaliação de contaminação por DNA genômico, 

eficiência da transcrição reversa e reprodutibilidade da reação de qPCR array. A 

alteração da expressão gênica foi calculada pelo método delta-delta Ct (∆∆Ct), no qual 

o ∆Ct foi obtido entre o gene alvo e a média aritmética dos genes endógenos (Quadro 

4.7 e 4.8) contidos na placa. Em seguida, foi realizado o cálculo do ∆∆Ct, subtraindo-

se o valor de ∆Ct obtido no grupo controle do ∆Ct do grupo tratado (∆Ct do grupo 

tratado - ∆Ct do grupo controle). Os valores de expressão relativa foram então 

transformados em fold-change, utilizando-se a fórmula 2(-∆∆Ct). Foram considerados 

diferencialmente expressos, apenas os genes com fold-change < -2 (subexpressão) 

ou fold-change > 2 (superexpressão). 

Além da análise global da expressão gênica por qPCR array, os dados obtidos 

foram também analisados por Análise de Componentes Principais (PCA), para melhor 

caracterizar como os tratamentos com os fármacos, explicam as diferenças na 

expressão dos 84 genes, relacionados a CTTs, presentes na placa de PCR array. 

Nessas análises, os dados obtidos a partir das matrizes de covariância dos valores de 

fold-change, para cada gene, foram utilizados para demonstrar a variância na 
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expressão gênica e nos tratamentos em termos de loading e score plots (biplot). 

Genes que não foram diferencialmente expressos (sub ou superexpressão) em 

relação ao grupo não tratado (controle), tiveram ∆∆Ct = 0, mas foram incluídos nas 

matrizes de covariânica. Todas as análises de PCA foram realizadas com auxílio do 

software PAST 4.04 (159).  

Os genes que melhor representaram a variância dos dados, após as análises 

de PCA, foram selecionados e agrupados em relação aos processos biológicos do 

qual fazem parte, de acordo com o fabricante da placa 

(https://geneglobe.qiagen.com/us/product-groups/rt2-profiler-pcr-arrays). 

 

 
Quadro 4.7 - Genes utilizados para a normalização dos dados brutos da linhagem UM-HMC1 
 

Grupo Amostra 
Genes Normalizadores Média 

aritmética ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLP 

Controle CTRL 16,66 19,16 18,24 22,63 14,18 18,17 

Grupo 1 CIS 17,83 18,51 19,09 22,72 14,64 18,56 

Grupo 2 PAN 16,88 18,76 18,64 22,98 13,69 18,11 

Grupo 3 PAN+CIS 17,29 18,07 20,28 23,62 13,71 18,59 

Grupo 4 ROM 16,79 18,54 18,36 22,86 13,46 18,00 

Grupo 5 ROM+CIS 17,27 18,54 19,34 23,17 14,25 18,51 
 
 
Fonte: O autor. 
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Quadro 4.8 - Genes utilizados para a normalização dos dados brutos da linhagem UM-HMC3A 
 

Grupo Amostra 
Genes Normalizadores Média 

aritmética B2M HPRT1 

Controle CTRL 18,91 22,42 20,67 

Grupo 1 CIS 18,12 22,54 20,33 

Grupo 2 PAN 17,98 21,88 19,93 

Grupo 3 PAN+CIS 18,76 22,82 20,79 

Grupo 4 ROM 19,24 22,46 20,85 

Grupo 5 ROM+CIS 18,60 22,06 20,33 
 
 
Fonte: O autor. 
 

 

4.12  ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad 

Prism (versão 8.0 para Mac, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os dados 

foram avaliados quanto à distribuição normal (Testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-

Smirnov, p > 0,05) e homocedasticidade (Testes de Brown-Forsythe e Bartlett, 

p > 0,05). Aqueles que apresentaram distribuição normal e homogeneidade de 

variâncias, foram avaliados pela Análise de Variância Fatorial (1 x 1), seguido do teste 

de Tukey. Entretanto, nos casos em que os dados não seguiram uma distribuição 

normal e apresentaram variâncias heterogêneas, utilizou-se o teste não paramétrico 

de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn's para comparações múltiplas. Para 

além disso, também foi utilizado o teste não paramétrico U de Mann-Whitney, para 

comparar a porcentagem de proliferação celular entre as linhagens UM-HMC1 e UM-

HMC3A, em 24h, 48h, 72h e 96h. O nível de significância estatística empregado em 

todas as análises foi de 5% (α = 0,05) 
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5 RESULTADOS  
 

 

5.1 ANÁLISE DO PERFIL PROLIFERATIVO DAS LINHAGENS TUMORAIS 

DERIVADAS DE CME 

 

 

Inicialmente, foram realizados ensaios de proliferação celular pela técnica de 

sulforodamina B (SRB), para caracterizar o comportamento proliferativo das células 

das linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A, em diferentes períodos de tempo (24, 48, 72 

e 96 horas). Para tanto, o período de 24h foi definido como sendo o tempo estimado 

para a adesão celular. Como mostrado na Figura 5.1, ambas as linhagens 

apresentaram perfis de proliferação semelhantes em 24h, 48h e 72h. Entretanto, 

houve um aumento significativo na proliferação da linhagem UM-HMC3A (de tumor 

recidivante), no período de 96h (p < 0.0001), comparado à linhagem derivada de 

tumor primário, UM-HMC1. 

 
  



 82 

Figura 5.1- Percentual de proliferação celular (média ± desvio padrão) das linhagens tumorais derivadas 
de CME, determinada pelo método da SRB nos períodos de 48h, 72h e 96h, em relação ao 
período de 24h. 

 

 
Teste U de Mann-Whitney realizado para as linhagens estudadas, em cada período 
analisado. Significância estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa entre as linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A no tempo de 96h. 
 
Fonte: O autor. 
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5.2 ESCANEAMENTO DE 133 FÁRMACOS ONCOLÓGICOS EM LINHAGENS DE 

CME 

 

 

Conforme descrito em Material e Métodos, o escaneamento da biblioteca de 

fármacos foi realizado com 133 drogas antineoplásicas, contidas em placas fornecidas 

pelo NCI/NIH (No. 4858 e 4859). Como critério inicial, foram selecionados fármacos 

capazes de reduzir, em pelo menos 70%, a viabilidade celular em ambas as linhagens 

de CME (UM-HMC1 e UM-HMC3A), tratadas com dose única de 5 µM, por 48 horas. 

Assim, conforme demonstrado no Apêndice A, apenas seis fármacos atenderam os 

critérios iniciais, a saber: Panobinostat, Romidepsin, Cabazitaxel, Omacetaxine 

Mepesuccinate, Ponatinib e Carfilzomib. Porém, apenas Panobinostat (PAN) e 

Romidepsin (ROM), dois iHDACs, foram selecionados para os ensaios subsequentes, 

uma vez que, outros estudos já têm mostrado os bons resultados dessa classe de 

medicamentos frente a linhagens de CME (22), inclusive sobre populações de CTTs 

(15).  

 

 

5.3 DETERMINAÇÃO E CONFIRMAÇÃO DAS DOSES DE IC50 DOS FÁRMACOS 

 

 

Foram utilizados modelos de regressão não linear para o cálculo da 

Concentração Média Inibitória (IC50) dos fármacos selecionados, nas duas linhagens 

derivadas de CME (UM-HMC1 e UM-HMC3A). Posteriormente, os valores de IC50 

foram utilizados como parâmetro das doses utilizadas em todos os experimentos, para 

comparar o efeito dos fármacos sobre as células. A relação entre as doses testadas 

para cada fármaco, e seus respectivos efeitos na diminuição da viabilidade celular, 

está representada na Figura 5.2. As curvas de dose-resposta apresentaram alto grau 

de ajustamento ao modelo de regressão (R2 > 0,95), garantindo confiabilidade do 

modelo. Conforme demonstrado na Figura 5.3, as doses correspondentes aos valores 

de IC50 determinados para os três fármacos, foram capazes de reduzir o crescimento 

celular em cerca de 50%. Contudo, entre os iHDACs, o PAN apresentou valores de 

IC50 relativamente mais altos do que os valores obtidos para ROM, em ambas as 
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linhagens tumorais avaliadas, sugerindo uma citotoxicidade ligeiramente mais baixa 

do primeiro, quando comparado ao tratamento com ROM. Além disso, valores de IC50 

ligeiramente mais baixos para os fármacos PAN e CIS, foram obtidos em UM-HMC3A 

(CIS = 2,0 µM e PAN = 6,4 nM) comparado a linhagem UM-HMC1 (CIS = 3,33 µM e 

PAN = 6,9 nM). 

O efeito citotóxico dos fármacos, foram analisados pelos ensaios de SRB e 

MTS, para avaliar o crescimento e a viabilidade celular, respectivamente, e confirmar 

as doses de IC50 determinadas anteriormente. De um modo geral, as doses de IC50 

determinadas foram, de fato, capazes de inibir tanto o crescimento, quanto a 

viabilidade celular, nas duas linhagens celulares de CME (Figura 5.3).  
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Figura 5.2 - Curvas de dose-resposta dos fármacos nas linhagens UM-HMC1 e UM-HC3A, geradas por 
modelo de regressão não linear, para definição das doses de IC50. 

 

 
 
 
Fonte: O autor. 
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Figura 5.3 - Percentual de crescimento (SRB) e viabilidade celular (MTS) (média ± desvio padrão), 
normalizados em relação ao grupo CTRL, após 48h o tratamento com as doses de IC50 
estabelecidas, nas linhagens tumorais derivadas de CME. 

 

 
 
Fonte: O autor 
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5.4 AÇÃO DOS FÁRMACOS SOBRE PROPRIEDADES RELACIONADAS AO 

FENÓTIPO TRONCO TUMORAL (CLONOGENICIDADE E AUTORRENOVAÇÃO) 

 

 

5.4.1 Avaliação do potencial de clonogenicidade e autorrenovação de 
células remanescentes ao tratamento com os fármacos – Tratamento prévio  
 

 

Os resultados obtidos com a primeira abordagem experimental estão 

apresentados na Figura 5.4. Assim, conforme evidenciado nos ensaios de esferas 

(Figuras 5.4A e 5.4B), apenas os tratamentos com PAN e ROM foram capazes de 

reduzir significativamente o número de esferas, em relação ao grupo CTRL, tanto na 

linhagem UM-HMC1, quanto na linhagem UM-HMC3A. Contrariamente, o tratamento 

com CIS aumentou, de forma significativa, o número de esferas formadas, tanto em 

relação ao CTRL, quanto em relação à todos os grupos tratados, em ambas as 

linhagens celulares. Da mesma maneira, a associação entre CIS e os iHDACs 

(PAN+CIS e ROM+CIS), resultou em um aumento significativo no número de esferas, 

quando comparada aos tratamentos com PAN e ROM isoladamente. Esse aumento 

também foi notado em relação ao grupo CTRL, porém, com significância estatística 

apenas na linhagem UM-HMC1.  

Ao contrário do que foi observado no ensaio anterior, os resultados obtidos no 

ensaio de colônias (Figuras 5.4C e 5.4D) mostraram que, apenas o tratamento prévio 

com CIS, e suas respectivas associações com os iHDACs (PAN+CIS e ROM+CIS), 

diminuíram significativamente o número de colônias formadas, em relação ao grupo 

CTRL, nas duas linhagens celulares analisadas. Além disso, a associação entre 

ROM+CIS, promoveu uma redução significativa no número de colônias na linhagem 

UM-HMC1, quando comparada ao tratamento isolado com ROM. 
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Figura 5.4 - Número de esferas e colônias formadas (média ± desvio padrão), após 48h de tratamento 
prévio com as doses de IC50 dos fármacos selecionados. 

 

 
A e B: Análise de Variância Fatorial (1 x 1), seguida pelo teste de Tukey, para 
comparações múltiplas entre os grupos analisados.  
C e D: Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn`s, para comparações 
múltiplas entre os grupos analisados.  
Significância estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
# diferença significativa em relação a CIS. 
° diferença significativa entre tratamentos isolados e suas respectivas associações 
com CIS. 
 
Fonte: O autor. 
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5.4.2 Avaliação da capacidade de formação de esferas e colônias, na 
presença dos fármacos adicionados ao meio de cultivo – Tratamento 
concomitante  
 

 

No segundo delineamento experimental (Figuras 5.5A e 5.5B), assim como 

ocorreu na primeira abordagem, o tratamento com CIS nas linhagens UM-HMC1 e 

UM-HMC3A, elevou significativamente o número de esferas formadas, tanto em 

relação ao grupo CTRL, quanto em relação à todos os grupos tratados. Por outro lado, 

com exceção da CIS, todos os outros tratamentos realizados, conseguiram reduzir 

significativamente o número de esferas formadas, em ambas as linhagens. Esta 

diminuição se manteve, até mesmo nos grupos que receberam os tratamentos 

associados (PAN+CIS e ROM+CIS). Porém, apesar dessa diminuição em relação ao 

grupo CTRL, os grupos tratados em associação com a CIS, apresentaram um número 

estatisticamente maior de esferas, em relação aos tratamentos com iHDACs 

isoladamente, com exceção do tratamento com ROM+CIS na linhagem UM-HMC1, 

que não diferiu estatisticamente do grupo tratado apenas com ROM.  

Em relação aos resultados obtidos nos ensaios de colônias (Figuras 5.5C e 

5.5D), essa segunda abordagem experimental evidenciou que o contado prolongado 

dos fármacos com as células, induziu efeitos inibitórios potentes em todos os grupos 

tratados, de forma que, tanto os fármacos isolados, quanto as associações, reduziram 

significativamente o número de colônias formadas, em relação ao grupo CTRL, nas 

duas linhagens. Não obstante, apesar da marcante redução no número de colônias 

em relação ao grupo CTRL, o tratamento isolado com PAN na linhagem UM-HMC1, 

permitiu a formação de um maior número de colônias, comparado aos demais 

tratamentos.  
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Figura 5.5 - Número de esferas e colônias formadas (média ± desvio padrão), após o tratamento 
concomitante com as doses de IC50 dos fármacos selecionados. 

 

 
A e B: Análise de Variância Fatorial (1 x 1), seguida pelo teste de Tukey, para 
comparações múltiplas entre os grupos analisados.  
C e D: Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn`s, para comparações 
múltiplas entre os grupos analisados.  
Significância estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
# diferença significativa em relação a CIS. 
° diferença significativa entre tratamentos isolados e suas respectivas associações 
com CIS. 
 
Fonte: O autor. 
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5.5 AÇÃO DOS FÁRMACOS SOBRE A CAPACIDADE DE MIGRAÇÃO E INVASÃO 

CELULAR 

 

 

5.5.1 Análise da migração celular pelo ensaio de ferida  
 
 

Este ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade dos fármacos 

iHDACs, e suas associações com a Cisplatina, de inibirem a migração celular coletiva 

horizontal. Assim, para evitar possíveis interferências do crescimento celular nos 

resultados de migração, a proliferação celular foi inibida com Mitomicina C, 4 horas 

antes da formação das “feridas” (T0). A migração celular foi acompanhada por 48h 

(tempo de tratamento padronizado neste estudo), e após este período, as áreas das 

feridas foram calculadas e expressas como fechamento relativo da área da “ferida”, 

em comparação com a área total no T0. A seguir, os dados foram normalizados em 

relação ao grupo controle.  

Conforme mostrado na Figura 5.6, ambas as linhagens analisadas exibiram um 

padrão semelhante de migração celular na presença dos fármacos. Assim, apenas os 

tratamentos com ROM (UM-HMC1: p = 0,013 e UM-HMC3A: p = 0,005), ROM+CIS 

(UM-HMC1: p < 0,0001 e UM-HMC3A: p = 0,0001) e PAN+CIS (UM-HMC1: p = 0,042 

e UM-HMC3A: p = 0,0353) foram capazes de inibir significativamente a migração 

celular, em relação ao grupo CTRL, após as 48h de tratamento. Essa inibição foi 

demonstrada pela porcentagem de fechamento da área total das “feridas” nesses 

grupos, visto que a redução do fechamento da área da “ferida”, é diretamente 

proporcional à capacidade dos fármacos de inibirem a migração celular. 

 



 92 

Figura 5.6 - Percentual de fechamento das "feridas" (média ± desvio padrão), normalizadas pelo grupo 
CTRL, após 48h de tratamento com as doses de IC50 dos fármacos selecionados. 

 

 
Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn`s, para comparações múltiplas 
entre os grupos analisados.  
Significância estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
 
Fonte: O autor. 
 
 
5.5.2 Análise da migração e invasão celular por Transwell  
 

 

Estes ensaios foram realizados para investigar a capacidade de migração e 

invasão das células das linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A, que sobreviveram à 48h 

de tratamento com os fármacos iHDACs selecionados, e suas associações com a 

Cisplatina. Os resultados mostraram (Figura 5.7), que todos os tratamentos foram 

capazes de inibir significativamente a migração (A e B) e a invasão (C e D) celular, 

em ambas as linhagens celulares, quando comparados ao grupo CTRL. Além disso, 

os tratamentos com os fármacos associados (PAN+CIS e ROM+CIS) apresentaram 

um efeito inibitório significativamente maior, tanto na migração, quanto na invasão, em 

comparação com os fármacos ministrados isoladamente (PAN, ROM e CIS), nas duas 

linhagens avaliadas. Em relação aos tratamentos isolados, no grupo CIS houve 
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redução significativa do percentual de células invasivas na linhagem UM-HMC3A, 

comparado aos grupos tratados apenas com PAN e ROM, diferentemente do 

observado na linhagem UM-HMC1, e também na avaliação da migração celular. 
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Figura 5.7 – Percentual de células migratórias (A e B) e invasivas (C e D) (média ± desvio padrão), 
normalizadas pelo grupo CTRL, após 48h de tratamento com as doses de IC50 dos 
fármacos selecionados (e suas respectivas associações). 

 

 
Análise de Variância Fatorial (1 x 1) seguida pelo teste de Tukey, para comparação 
das médias entre os grupos analisados. Significância estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
# diferença significativa em relação a CIS. 
° diferença significativa entre tratamentos isolados e suas respectivas associações 
com CIS. 
 
Fonte: O autor. 
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5.6 AÇÃO DOS FÁRMACOS SOBRE A EXPRESSÃO DE MARCADORES 

RELACIONADOS À CTTs POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 

 

O efeito dos fármacos iHDACs, e suas associações com a Cisplatina, sobre as 

células tumorais com assinatura fenotípica ALDH+/CD44+, previamente identificadas 

como CTTs em linhagens celulares derivadas de CME, foi investigado pelo ensaio de 

citometria de fluxo. A análise foi realizada a partir da identificação da população celular 

total, de acordo com o seu tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Células não viáveis 

(marcação positiva para DAPI) foram excluídas da análise, e a população com 

marcação positiva para CD44 foi selecionada. A seguir, as células que apresentaram 

atividade da enzima ALDH (ALDH+) foram identificadas dentro da população CD44+ e 

quantificadas. 

Conforme evidenciado na Figura 5.8, nas análises com a linhagem UM-HMC1, 

o tratamento com CIS promoveu um aumento significativo das células ALDH+/CD44+, 

tanto em relação ao CTRL (p < 0,0001), quanto em relação aos grupos tratados com 

PAN e ROM (p < 0,0001), enquanto os tratamentos isolados com os iHDACs, 

reduziram, significativamente, a porcentagem dessas células comparado a o grupo 

CTRL (PAN, p = 0,0186 e ROM, p = 0,0091). Por outro lado, os tratamentos com as 

associações (PAN+CIS e ROM+CIS), não promoveram uma diminuição significativa 

da população ALDH+/CD44+, em relação ao grupo CTRL (PAN+CIS, p > 0.9999 e 

ROM+CIS, p = 0.2870), ainda que uma redução efetiva tenha ocorrido nas 

associações, em comparação ao tratamento apenas com CIS (p < 0,0001).  

Em relação a linhagem UM-HMC3A (Figura 5.9), ao contrário do que foi 

observado para a linhagem UM-HMC1, os tratamentos isolados com PAN e ROM não 

foram efetivos, a ponto de promover uma diminuição significativa na população de 

células ALDH+/CD44+, quando comparados ao grupo CTRL (PAN, p = 0.4222 e ROM, 

p = 0.2246). O tratamento isolado com CIS, elevou significativamente a porcentagem 

de células positivas para ALDH/CD44, tanto em relação ao grupo CTRL (p = 0,0009), 

como em relação aos grupos tratados com PAN (p < 0.0001) e ROM (p < 0.0001). 

Além disso, as associações entre PAN+CIS e ROM+CIS, também elevaram 

significativamente a população com fenótipo ALDH+/CD44+, em comparação com os 

grupos tratados isoladamente com PAN (p = 0.0004) e ROM (p = 0.0334). Porém, 
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apenas a associação entre PAN+CIS, promoveu um aumento significativo em relação 

ao grupo CTRL (p = 0.0081). 
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Figura 5.8 - Frequência (%) de células positivas para marcadores de CTTs na linhagem UM-HMC1 

 

 
(A) Gráficos representando a porcentagem de células com fenótipo ALDH+/CD44+ na 
linhagem UM-HMC1. (B) Análise de Variância Fatorial (1 x 1) seguida pelo teste de 
Tukey, para comparação das médias entre os grupos analisados. Significância 
estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
# diferença significativa em relação a CIS. 
° diferença significativa entre tratamento isolado e sua respectiva associação com CIS. 
 
Fonte: O autor. 
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Figura 5.9 - Frequência (%) de células positivas para marcadores de CTTs na linhagem UM-HMC3A 
 

 
(A) Gráficos representando a porcentagem de células com fenótipo ALDH+/CD44+ na 
linhagem UM-HMC3A. (B) Análise de Variância Fatorial (1 x 1) seguida pelo teste de 
Tukey, para comparação das médias entre os grupos analisados. Significância 
estatística se p ≤ 0,05. 
* diferença significativa em relação ao CTRL. 
# diferença significativa em relação a CIS. 
° diferença significativa entre tratamento isolado e sua respectiva associação com CIS. 
 
Fonte: O autor. 
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5.7 AÇÃO DOS FÁRMACOS SOBRE A EXPRESSÃO DE GENES RELACIONADOS 

À CTTs POR RT-qPCR 

 

 

Análises de RT-qPCR foram utilizadas para avaliar a ação dos fármacos 

selecionados, sobre a expressão gênica de alguns marcadores de CTTs, já utilizados 

no CME. Esses genes estão associados aos processos de pluripotência e 

autorrenovação celular (BMI1, OCT-4 e NANOG). A análise dos dados foi realizada 

pelo método de Pfaffl (2001) (158), no qual as expressões relativas dos genes alvos 

foram calculadas em relação ao grupo CTRL e normalizadas pelo gene constitutivo 

HPRT. 

Os resultados mostraram, que a expressão da OCT-4 na linhagem UM-HMC1 

só foi afetada, significativamente, pelo tratamento com ROM+CIS, que promoveu o 

aumento nos níveis de expressão deste gene, quando comparado ao grupo CTRL 

(Figura 5.10 C). Já em relação ao NANOG, o tratamento com PAN+CIS reduziu, 

significativamente, a expressão deste gene, tanto em relação ao CTRL, quanto em 

relação ao grupo tratado com CIS (Figura 5.10 B). Contudo, a análise do BMI-1 revelou 

que os tratamentos com ROM e ROM+CIS, até promoveram uma redução nos níveis 

deste gene, porém, essa diminuição só foi estatisticamente significativa em relação 

ao grupo tratado com CIS, e não em relação ao grupo CTRL, como era esperado 

(Figura 5.10 A).  

Diferentemente do que foi observado na linhagem UM-HMC1, nenhum dos 

tratamentos com os iHDACs, tão pouco, suas associações com a Cisplatina, foram 

capazes de alterar, de forma significativa, os níveis de expressão dos genes BMI-1, 

NANOG e OCT-4 na linhagem UM-HMC3A (Figura 5.10 D, E e F). 
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Figura 5.10 - Expressão relativa de genes relacionados à CTTs (média ± desvio padrão), após 48h de 
tratamento com as doses de IC50 dos fármacos selecionados. 

 

 
Teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn`s, para comparações múltiplas 
entre os grupos analisados. Significância estatística se p ≤ 0,05. *diferença 
significativa em relação ao CTRL. #diferença significativa em relação a CIS. 
 
Fonte: O autor 
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5.8 AÇÃO DOS FÁRMACOS SOBRE O PERFIL DE EXPRESSÃO DE GENES 

RELACIONADOS À CTTs POR qPCR ARRAY  

 

 

5.8.1 Identificação dos genes diferencialmente expressos pela Análise de 
Componentes Principais (PCA)  
 

 

A Análise de Componentes Principais (PCA) foi realizada em um conjunto de 

dados de expressão gênica, a partir dos 84 genes relacionados a CTTs, avaliados por 

PCR array, com o objetivo de reduzir as informações obtidas, e identificar os genes 

que melhor representaram a variância dos dados nas linhagens de CME, após os 

tratamentos com os fármacos. Para isso, a expressão relativa dos genes foi 

previamente analisada pelo método ΔΔCT e, em seguida, o Fold change foi calculado. 

Apenas os genes que se mostraram diferencialmente expressos em pelo menos um 

tratamento, em relação ao grupo CTRL (fold change < -2 (subexpressão) ou fold 

change > 2 (superexpressão), foram incluídos na análise de PCA.  

De acordo com os resultados do PCA, juntos, os Componentes Principais 1 e 

2 (PC1 e PC2) foram capazes de explicar 85,57% da variância dos dados na linhagem 

UM-HMC1 (Figura 5.11 A) e 85,58% na linhagem UM-HMC3A (Figura 5.11 B). De um 

modo geral, todos os tratamentos realizados foram capazes de alterar a expressão de 

genes relacionados com as CTTs, em níveis variados, com destaque para os 

tratamentos com ROM+CIS e CIS, que exerceram maior influência sobre a variância 

dos dados nas linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A, respectivamente. 

Os genes que melhor representaram a variância dos dados na linhagem UM-

HMC1 e UM-HMC3A, foram definidos a partir de limites (cut off), estabelecidos com 

base na distribuição espacial dos dados no gráfico biplot, bem como, pela expressão 

diferencial desses genes em relação ao grupo CTRL. Para tanto, os genes 

posicionados fora do limite estabelecido (circunferência tracejada no biplot), foram 

considerados para a análise do perfil de expressão gênica qualitativa. Adicionalmente, 

as Tabelas 5.1 e 5.2 sintetizam a expressão diferencial dos 9 genes que melhor 

representam a variância dos dados em cada linhagem, e os agrupam de acordo com 

os principais processos biológicos no qual estão envolvidos. 



 

Figura 5.11 - Análise por Componentes Principais (PCA) da expressão diferencial dos genes relacionados à CTTs avaliados por PCR array, após o tratamento 
com as doses de IC50 dos fármacos iHDACs e suas associações com a Cisplatina. 

 

 
Os pontos coloridos representam diferentes genes, que foram agrupados por cores, de acordo com o processo biológico do qual 
fazem parte. 
 
Fonte: O autor 
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5.8.2 Perfil qualitativo da expressão diferencial dos genes identificados pela 
análise de PCA  
 
 
5.8.2.1 Perfil de expressão gênica da linhagem UM-HMC1  

 

 

Conforme demonstrado na Tabela 5.1, dentre os nove genes que se 

destacaram na linhagem UM-HMC1, quatro deles são utilizados como marcadores de 

CTTs (PROM1, ITGA4, ALDH1A1, PECAM1). A expressão relativa dos genes PROM1 

e ITGA4 não foram alteradas diferencialmente pelo tratamento com CIS, em relação 

ao grupo CTRL. Entretanto, o tratamento com ROM, bem como, a associação dos 

iHDACs com CIS (PAN+CIS e ROM+CIS) promoveram uma superexpressão desses 

genes, evidenciada de forma mais marcante no grupo tratado com ROM+CIS. 

Interessantemente, apenas o gene PROM1 foi diferencialmente expresso após o 

tratamento com PAN. Em relação a expressão de ALDH1A1, os resultados mostraram 

uma regulação negativa deste gene pelo tratamento com CIS, enquanto os iHDACs 

isolados, promoveram a sua superexpressão. Curiosamente, a associação entre 

ROM+CIS promoveu um aumento marcante, enquanto o tratamento com PAN+CIS 

não afetou diferencialmente a expressão desse gene. Por outro lado, o gene 

PECAM1, apresentou um perfil de expressão homogêneo e foi regulado 

negativamente em todos os grupos tratados, com destaque para o tratamento com 

CIS. 

NANOG (relacionado a pluripotência celular) e NOTCH1 (transdutor de sinal) 

foram outros genes que se destacaram, exibindo um perfil de expressão semelhante, 

foram regulados negativamente pelos iHDACs e suas associações com a CIS. Além 

desses, o gene MERTK, outro transdutor de sinal avaliado, mostrou expressão 

diferencial apenas nos grupos tratados com CIS e ROM+CIS, com destaque para o 

aumento importante observado no grupo associado (ROM+CIS). Enquanto CXCL8, 

um gene relacionado a processos de migração celular e metástase, foi superexpresso 

em todos os tratamentos, com exceção do grupo PAN; e WEE1, um importante alvo 

terapêutico em câncer, foi regulado negativamente em todos os grupos tratados, com 

exceção do tratamento com ROM, que não alterou a expressão deste gene. 



 

Tabela 5.1 - Expressão gênica (fold change) dos genes identificados pela análise de PCA na linhagem UM-HMC1, após o tratamento com as doses de IC50 
dos fármacos iHDACs e suas associações com a Cisplatina, em relação ao grupo controle. 

 

*Os níveis de expressão gênica foram considerados como diferenciais, em relação ao grupo controle, se: fold change < -2 
(subexpressão) ou fold change > 2 (superexpressão). 
 
Fonte: O autor. 
 

Processos biológicos Genes Expressão gênica em relação ao grupo CTRL (Fold-change*) 

  CIS PAN PAN+CIS ROM ROM+CIS 

Marcadores de CTTs 

PROM1 +1,31 +2,90 +3,48 +7,25 +9,49 

ITGA4 +1,31 +1,01 +4,17 +5,70 +24,77 

ALDH1A1 -4,10 +2,28 +1,82 +4,61 +21,39 

PECAM1 -10,54 -6,57 -14,54 -4,48 -6,55 

Pluripotência NANOG -1,87 -6,78 -6,0 -14,15 -7,22 

Migração celular e 

metástase 
CXCL8 +2,40 +1,45 +6,36 +2,25 +3,57 

Transdução de sinal 
NOTCH1 +1,98 -3,83 -4,41 -4,14 -4,45 

MERTK +2,99 +1,01 +1,34 +1,53 +14,55 

Alvos terapêuticos em 

câncer 
WEE1 -8,90 -2,61 -2,35 -1,75 -3,72 
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5.8.2.2 Perfil de expressão gênica da linhagem UM-HMC3A 

 

 

Na linhagem UM-HMC3A, foram selecionados nove genes que se destacaram 

nas análises de PCA (Tabela 5.2). Desses, cinco genes são conhecidos como 

marcadores de CTTs (PROM1, ITGA4, CD38, CD34 e ENG) e os outros 4 estão 

envolvidos em processos biológicos como autorrenovação (BMP7), migração celular 

e metástase (CXCL8), perda da capacidade tronco (DACH1) e transdução de sinal 

(DLL1).  

De modo semelhante ao observado na linhagem UM-HMC1, os genes PROM1 

e ITGA4 foram superexpressos após os tratamentos com os iHDACs e suas 

associações com a CIS. Já o marcador CD38, foi regulado negativamente, tanto pelos 

tratamentos isolados (CIS, PAN e ROM) quanto pela associação entre PAN+CIS. O 

gene CD34, acompanhou o perfil de expressão exibido pelo CD38, sem, contudo, ter 

sua expressão alterada pelo tratamento com PAN. Outro marcador de CTTs que se 

destacou foi o ENG, que exibiu uma grande regulação negativa no grupo tratado com 

CIS. Curiosamente, a associação entre ROM+CIS induziu um grande aumento na 

expressão de ENG, apesar do tratamento isolado com ROM não ter alterado a sua 

expressão.  

Em relação ao BMP7, gene envolvido com o processo de autorrenovação 

celular, apenas a associação entre ROM+CIS promoveu o aumento da expressão 

gênica. Para o CXCL8, diferentemente do que ocorreu na linhagem UM-HMC1, 

apenas os tratamentos associando os iHDACs com a CIS (PAN+CIS e ROM+CIS) 

induziram superexpressão deste gene. Por sua vez, o gene DACH1, relacionado à 

perda da capacidade tronco, só não teve a sua expressão alterada no grupo tratado 

com PAN. Nos demais grupos, houve uma regulação negativa desse gene, de forma 

mais pronunciada após o tratamento com CIS. Enquanto o DLL1, gene que está 

relacionado ao processo de transdução de sinal, foi subexpresso após todos os 

tratamentos, com exceção do grupo tratado com ROM+CIS, no qual a expressão de 

DLL1 não foi alterada efetivamente.



 

Tabela 5.2 - Expressão gênica (fold change) dos genes selecionados pela análise de PCA na linhagem UM-HMC3A, após o tratamento com as doses de IC50 
dos fármacos iHDACs e suas associações com a Cisplatina, em relação ao grupo controle. 

 

*Os níveis de expressão gênica foram considerados como diferenciais, em relação ao grupo controle, se: fold change < -2 
(subexpressão) ou fold change > 2 (superexpressão). 
 
Fonte: O autor. 

 

 

 

 

Processos biológicos Genes Expressão Gênica Diferencial em relação ao grupo CTRL (Fold-change*) 

  CIS PAN PAN+CIS ROM ROM+CIS 

Marcadores de CTTs 

PROM1 +1,18 +2,42 +4,39 +3,08 +15,69 

ITGA4 -1,54 +4,77 +4,30 +2,63 +14,09 

CD34 -30,69 +1,26 -6,53 -3,80 +1,65 

ENG -10,32 -1,70 -1,70 -1,13 +16,06 
CD38 -7,50 -12,20 -11,64 -5,24 +1,00 

Autorrenovação BMP7 -1,72 +1,33 -1,29 -1,88- +13,29 

Migração celular e 

metástase 
CXCL8 +1,85 +1,81 +10,12 -1,22 +4,85 

Perda da capacidade 

tronco 
DACH1 -52,22 -1,28 -3,28 -3,58 -3,90 

Transdução de sinal DLL1 -3,97 -3,21 -14,36 -7,26 -1,06 
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6 DISCUSSÃO 
 

 

Neste trabalho, demonstrou-se, pela primeira vez, o efeito dos tratamentos com 

Panobinostat (PAN) e Romidepsin (ROM), dois inibidores de histonas deacetilases 

(iHDACs), como terapia única e em associação com a Cisplatina (CIS), sobre o 

fenótipo tronco-tumoral e a expressão de genes relacionados às células-tronco de 

câncer (CTTs), em linhagens de carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar 

menor (CME). Inicialmente, hipotetizou-se que os fármacos iHDACs apresentariam 

efeitos antitumorais sobre linhagens de CME e que tanto isoladamente, quanto em 

associação com a CIS, eles poderiam atuar sobre as CTTs, podendo, inclusive, 

reduzir, in vitro, a resistência tumoral do CME à CIS. 

Sabe-se que a resistência à quimioterapia, que ocorre após a seleção e a 

repopulação tumoral pelas células resistentes ao tratamento (160), ainda representa 

um dos principais desafios no tratamento de carcinomas de cabeça e pescoço. Apesar 

de pouco elucidada, essa resistência tem sido associada à presença das CTTs na 

população intratumoral, uma vez que, essa pequena população apresenta 

mecanismos de evasão/resistência (137), que lhes permite escapar da radioterapia 

(17) e da quimioterapia convencional (15), além de possuírem a capacidade de iniciar 

e manter o crescimento de uma nova população (137), favorecendo as recidivas e 

contribuindo para as metástases tumorais.  

As CTTs já foram identificadas em linhagens celulares derivadas de CME de 

glândulas salivares menores e representam menos de 5% do total de células tumorais 

(23,106), o que pode justificar a resistência deste tumor ao tratamento. 

Consequentemente, o CME conta, ainda hoje, com limitadas opções de tratamento, 

já que a quimioterapia é utilizada apenas como terapia adjuvante, em casos de 

tumores irressecáveis, recorrentes ou metastáticos, sem que haja melhora 

significativa na sobrevida dos pacientes (161). 

A Cisplatina, por exemplo, pertence ao pequeno grupo de quimioterápicos, 

disponíveis para serem utilizados em tumores de glândulas salivares (64). Esse 

fármaco foi aprovado pela FDA em 1978 e desde então, tem sido amplamente utilizado 

no tratamento de tumores sólidos, incluindo os cânceres de cabeça e pescoço, de 
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modo que, aproximadamente 50% de todos os pacientes com câncer, em todo o 

mundo, são tratados com Cisplatina (162). A CIS atua danificando o DNA genômico e 

mitocondrial, e exerce a sua atividade antitumoral, através de múltiplas vias que levam 

à apoptose, sendo que o estresse oxidativo é o mecanismo de ação mais comum, 

embora alterações nos mecanismos de reparo de DNA e a parada do ciclo celular, 

também contribuam para o efeito citotóxico desse quimioterápico (162). 

Contudo, apesar de pouco elucidada, a resistência tumoral à CIS tem sido 

associada à mecanismos moleculares envolvidos na permanência intracelular dos 

fármacos, na sua inativação citosólica, bem como no aumento da capacidade de 

reparo do DNA, por parte das CTTs (163,164). Além disso, já foi verificado que a 

sinalização mitogênica do NF-kB está envolvida na aquisição de resistência à CIS 

(109). No CME, já foi verificado a existência de uma superativação intrínseca na 

sinalização do NF-kB (17), e essa ativação, já foi relacionada com a redução da 

apoptose, e com o aumento na desacetilação das histonas (compactação da 

cromatina) (109).  

As enzimas histonas acetiltransferases (HATs) e histonas deacetilases 

(HDACs), participam, em conjunto, regulando a expressão de genes envolvidos na 

proliferação, diferenciação e migração celular (20). Contudo, a expressão inapropriada 

de HDACs nas células cancerígenas, promove o silenciamento de genes supressores 

de tumor, reguladores do ciclo celular, além de indutores de apoptose. Além disso, as 

HDACs também estão envolvidas na manutenção das CTTs, através da regulação de 

vias associadas à autorrenovação, e redução da transcrição de genes relacionados à 

diferenciação celular (137,165).  

Nesse contexto, fármacos iHDACs tem se destacado na oncologia, por 

induzirem a hiperacetilação das histonas (modificação pós-traducional que controla o 

acesso ao DNA, através da configuração da cromatina) (20), podendo, teoricamente, 

reverter a resistência à Cisplatina. Estudos recentes têm apresentado os iHDACs 

como uma estratégia promissora no combate às CTTs (137). Entretanto, existem 

apenas quatro iHDACs aprovados pela FDA para serem utilizados como terapia 

antitumoral (Vorinostat, Belinostat, Panobinostat e Romidepsin) (25) e desses, até o 

momento, apenas o Vorinostat (SAHA) já foi testado em linhagens de CME (5,15,23). 

Assim, embora todos iHDACs compartilhem uma atividade inibitória sobre as enzimas 
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HDACs, esses fármacos apresentam estruturas químicas distintas, o que lhes confere 

diferenças importantes em termos de farmacocinética, eficiência, potência e efeitos 

adversos (166). Além disso, as diferenças exibidas pelos iHDACs em relação à 

especificidade para as diferentes classes de HDACs, também são bastante 

relevantes, já que estas enzimas são diferencialmente expressas em diversos tipos 

de câncer. Logo, um mesmo iHDAC pode apresentar eficácia diferencial em diferentes 

tipos de câncer (123,126). Somado a isso, o desconhecimento, quase que completo, 

acerca do padrão de expressão das HDACs no CME, ressalta, ainda mais, a 

necessidade de novos estudos com iHDACs em linhagens de CME.  

Portanto, este estudo se propôs a avaliar, in vitro, o efeito dos tratamentos com 

fármacos iHDACs, como terapia única e em associação com a Cisplatina, sobre o 

fenótipo tronco-tumoral e a expressão de genes relacionados às CTTs, em linhagens 

de CME de glândula salivar menor. Para tanto, os principais resultados obtidos neste 

estudo foram sintetizados e estão apresentados no Quadro 6.1. 

 



 

 

Quadro 6.1 - Resumo dos principais resultados encontrados no desenvolvimento das metodologias do presente trabalho 
 

Efeito dos 
tratamento sobre: Ensaio Linhagens celulares analisadas 

UM-HMC1 UM-HMC3A 
Migração coletiva Ensaio de “Ferida” Redução significativa apenas nos grupos tratados com ROM isoladamente e 

nas associações entre ROM+CIS e PAN+CIS 

Migração individual Migração por transwell Redução significativa em todos os grupos analisados 

Invasão Invasão por transwell Redução significativa em todos os grupos analisados 

Clonogenicidade 

Formação de Colônias – 
Tratamento prévio (48 horas) 

Redução significativa apenas nos grupos tratados com CIS isoladamente e as 
associações entre ROM+CIS e PAN+CIS 

Formação de Colônias – 
Tratamento concomitante 

(prolongado) 
Redução significativa em todos os grupos analisados 

Autorrenovação 

Formação de Esferas – 
Tratamento prévio (48 horas) 

• Redução significativa nos grupos tratados com PAN e ROM 
• Aumento significativo no grupo tratado com CIS 

Formação de Esferas – 
Tratamento concomitante 

(prolongado) 

• Redução significativa nos grupos tratados com PAN, ROM e nos 
grupos em associação com a Cisplatina (ROM+CIS e PAN+CIS) 

• Aumento significativo no grupo tratado com CIS 

CTTs Citometria de fluxo (ALDH+/CD44+) 

• Redução significativa nos 
grupos tratados com PAN e 
ROM 

• Aumento significativo no grupo 
tratado com CIS 

• Aumento significativo nos 
grupos tratados com CIS e 
PAN+CIS 

Expressão de genes 
relacionados às CTTs 

RT-qPCR 
Genes: BMI-1, NANOG, OCT4 

• BMI-1: sem alteração 
• NANOG: redução significativa 

no grupo tratado com PAN+CIS 
• OCT-4: aumento significativo no 

grupo tratado com ROM+CIS 

Nenhum dos tratamentos alteraram 
significativamente a expressão dos 

genes analisados 
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Assim, além da avaliação dos efeitos dos iHDACs administrados 

individualmente, tratamentos em associação com a CIS (PAN+CIS e ROM+CIS) 

também foram realizados, para verificar a existência de um possível efeito sinérgico 

proveniente dessa interação. Além disso, a possibilidade dessa associação reduzir a 

resistência à CIS, também foi analisada, já que, tanto a população com fenótipo 

tronco-tumoral (ALDH+/CD44+), quanto as células capazes de formar esferas, 

apresentaram resistência ao tratamento com CIS e, inclusive, foram estimuladas, 

principalmente na modalidade de tratamento prévio. 

Em vista disso, na primeira etapa deste estudo foi realizado o escaneamento 

de diversos compostos frente as linhagens de CME, a partir do qual, foram 

selecionados os dois iHDACs avaliados neste estudo, Panobinostat e Romidepsin. 

Ambos os iHDACs (PAN e ROM), exibiram efeitos antitumorais, em baixas doses, 

reduzindo tanto o crescimento, quanto a viabilidade celular. Dentre eles, observou-se 

que ROM, um inibidor seletivo para HDACs de classe I, foi mais potente que o PAN, 

considerado um pan-inibidor de HDACs, sobre as linhagens de CME, já que as doses 

de IC50 encontradas para este último fármaco, foram consideravelmente maiores, nas 

duas linhagens celulares analisadas.  

As doses de IC50 utilizadas, foram estabelecidas levando-se em consideração 

o período de 48h de tratamento, com base em modelos de regressão não linear. Para 

tanto, utilizou-se o ensaio SRB para mensurar os valores de crescimento celular, em 

cada dose testada, já que esse método apresenta bom rendimento e alta sensibilidade 

com baixo número de células, além de apresentar desempenho similar ao Brometo 

tiazolil azul de tetrazólio (MTT) (167,168). Entretanto, na medida em que a SRB 

consegue avaliar apenas o crescimento celular, não diferenciando, portanto, células 

vivas de células mortas (154), optou-se por verificar se as doses de IC50 estabelecidas, 

também apresentavam efeitos sobre a viabilidade celular. Com isso, o ensaio de MTS, 

que avalia a atividade metabólica das enzimas mitocondriais (169), foi realizado e 

confirmou que os fármacos exibem, além do efeito citostático, um efeito citotóxico 

sobre as linhagens celulares derivadas de CME, utilizadas neste estudo. 

Em seguida, foram realizados ensaios para avaliar as ações dos fármacos, 

frente a processos envolvidos com a metástase tumoral (migração e invasão celular), 

uma vez que a metástase a distância é a principal causa de mortes em pacientes com 
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CME (170); e que a progressão do câncer oral, em geral, vem acompanhada por um 

aumento na desacetilação das histonas e dos marcadores de TEM (171). A TEM é um 

dos principais mecanismos envolvidos no processo de metástase (172), na medida 

em que as células epiteliais vão adquirindo características mesenquimais, que lhes 

permite penetrar na membrana basal e migrar, através da matriz extracelular, até cair 

na corrente sanguínea e se disseminar pelo corpo (173,174). Essas células podem se 

mover individualmente ou coletivamente e podem circular como células isoladas 

(células tumorais circulantes), ou como agregados celulares (microêmbolos tumorais 

circulantes), respectivamente (175). Apesar de ambos os modelos de células 

circulantes terem sido identificados nos cânceres epiteliais (176), trabalhos recentes 

sugerem que as células que migram coletivamente, são a forma mais dominante e 

agressiva em circulação, tendo sido, inclusive, associadas a um pior prognósticos em 

alguns tipos de câncer (177,178). 

Assim, os ensaios de migração e invasão celular por transwell, foram realizados 

para verificar se os iHDACs (PAN e ROM), e suas associações com a CIS, seriam 

capazes de inibir o processo de migração e invasão das células tumorais, quando 

tratadas com doses correspondentes aos valores de IC50. Os resultados obtidos 

mostraram que 48h de tratamento com PAN e ROM, isoladamente, foram capazes de 

inibir a migração individual e a invasão celular, nas duas linhagens de CME. Além 

disso, aparentemente, a associação dos iHDACs com a CIS, promoveu um efeito 

sinérgico entre os fármacos, potencializando os efeitos dos tratamentos isolados com 

CIS, PAN e ROM. Embora, apenas o tratamento com ROM e os tratamentos em 

associação com a CIS, tenham conseguido inibir significativamente o processo de 

migração coletiva das células tumorais, como demonstrado pelo ensaio de “ferida”. É 

importante salientar, que no ensaio de “ferida” foi utilizado um fármaco inibidor da 

síntese de DNA (Mitomicina C), em baixas doses, para interromper a proliferação 

celular, já que este tipo de ensaio, quando realizado por mais de 24h, não permite 

diferenciar proliferação de motilidade celular (179). 

Na sequência, avaliou-se o efeito dos tratamentos com os iHDACs (PAN e 

ROM), e suas associações com a CIS, em doses correspondentes aos valores de IC50, 

sobre duas importantes propriedades (clonogenicidade e autorrenovação), 

relacionadas a população de CTTs, já que, evidências recentes, têm sugerido que os 

iHDACs atuam melhor sobre células com fenótipo tronco-tumoral (15). Além disso, 
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acredita-se que as alterações no “status” da cromatina nas CTTs, sejam mantidas pela 

desacetilação das histonas, que está envolvida, entre outras coisas, com a ativação 

de genes relacionados à CTTs (20,180).  

Para tanto, os ensaios de formação de colônias e esferas, foram realizados 

utilizando-se duas abordagens metodológicas distintas: 1- tratamento prévio e 2- 

tratamento concomitante. Na primeira abordagem (tratamento prévio), as células 

foram tratadas, por 48h, com os fármacos, e, posteriormente, as propriedades de 

clonogenicidade e autorrenovação, foram avaliadas nas células sobreviventes ao 

tratamento. Contudo, na segunda abordagem, essas propriedades foram avaliadas 

em condições de desacetilação, obtida pelo presença prolongada dos fármacos no 

meio de cultivo, concomitantemente ao crescimentos das colônias (21 dias) e esferas 

tumorais (7 dias). 

O ensaio de formação de colônias, foi realizado para avaliar a capacidade de 

uma única célula se autorrenovar em colônias de 50 ou mais células, quando 

plaqueadas em baixa densidade (capacidade clonogênica) (181). Neste trabalho, os 

resultados mostraram que nenhum dos iHDACs avaliados (PAN e ROM), atuaram 

eficientemente sobre a capacidade clonogênica das CTTs, após 48h de tratamento 

(tratamento prévio), uma vez que, não houve redução significativa no número de 

colônias formadas, quando comparado ao grupo sem tratamento (CTRL). Além disso, 

ao contrário do que foi observado no ensaio de esferas, as colônias tumorais se 

mostraram bastante sensíveis ao tratamento com CIS e foram mais resistentes aos 

tratamentos isolados com os iHDACs, tanto na linhagem UM-HMC1, quanto na UM-

HMC3A. Porém, quando associados, esses tratamentos (PAN+CIS e ROM+CIS) 

conseguiram reverter a “resistência” exibida aos iHDACs. 

Interessantemente, as colônias tumorais foram drasticamente afetadas por 

todos os fármacos, quando submetidas à abordagem de tratamento concomitante. 

Esses resultados sugerem, que os iHDACs só são efetivos na redução das colônias 

tumorais, quando estão em contato direto com as células (tratamento concomitante), 

já que a retirada dos fármacos, após o tratamento prévio, não conseguiu reduzir, 

significativamente, o número de colônias formadas. Parag-Sharma et al., (2021) 

observaram resultados semelhantes, ao constatar que o SAHA (iHDAC que atua 

sobre HDACs de classe I e II) só apresentou efeito inibitório sobre as colônias, 
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enquanto foi mantido em contato com as células (5). Para além disso, notou-se que a 

retirada desse fármaco provocou um crescimento exacerbado das colônias tumorais 

na linhagem UM-HMC3A, o que, segundo os autores, poderia inviabilizar a utilização 

do SAHA em regime de monoterapia (5). 

Posteriormente, realizou-se ensaios de formação de esferas, para verificar se 

os iHDACs avaliados conseguiriam alterar a capacidade das CTTs, de crescer em 

condições de baixa adesão e se autorrenovarem formando esferas (182); já que, 

diferentemente do que ocorre com as CTTs, as células tumorais não-tronco, sofrem 

morte celular programada quando perdem a ancoragem aos substratos da matriz 

extracelular circundante (183). Os resultados encontrados, mostraram que ambos os 

fármacos (PAN e ROM) foram capazes de reduzir, de forma significativa, a formação 

de esferas, após 48h de tratamento com iHDACs (tratamento prévio), nas duas 

linhagens celulares (UM-HMC1 e UM-HMC3A). Para além disso, no que tange a 

hipótese deste trabalho, os tratamentos associados, nas duas linhagens celulares 

analisadas, até conseguiram diminuir a resistência à Cisplatina (tratamento prévio) e 

reduzir o número de esferas formadas, porém, essa redução não foi observada em 

relação ao grupo CTRL, como era esperado. Entretanto, quando administrados de 

maneira prolongada (tratamento concomitante), ambas as associações foram capazes 

de reverter a resistências à CIS. 

Para confirmar o efeito dos fármacos sobre as células com fenótipo tronco-

tumoral, as células das linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A foram tratadas com os 

iHDACs, e suas associações com a CIS. Em seguida, análises por citometria de fluxo 

foram realizadas, através da combinação entre a alta atividade enzimática de ALDH e 

a expressão de CD44. Assim como no ensaio de esferas (tratamento prévio), 

observou-se que as CTTs são, de fato, resistentes ao tratamento com CIS, que por 

sua vez, promoveu o enriquecimento da população tronco-tumoral (ALDH+/CD44+). 

Além disso, os iHDACs aqui avaliados, não conseguiram sensibilizar as CTTs ao 

tratamento com CIS, uma vez que, as associações entre os iHDACs e a Cisplatina 

(PAN+CIS e ROM+CIS) não conseguiram reverter a “resistência” e este 

quimioterápico.  

Por outro lado, no trabalho desenvolvido por Guimarães et al., (2016), 

observou-se que o iHDAC SAHA foi capaz de sensibilizar as CTTs ao tratamento com 
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a CIS (inclusive nas células da linhagem UM-HMC3A, que também foi utilizada neste 

estudo) (15). Além disso, Guimarães et al., (2016) (15) também observaram que esse 

iHDAC (SAHA) atuou de forma mais eficiente sobre as esferas tumorais, do que sobre 

as células cultivadas em monocamada, apresentando valores de IC50 

significativamente inferiores para as esferas, em todas as linhagens celulares 

analisadas (UM-HMC3A, UM-HMC3B e UM-HMC5) (15). Entretanto, os autores 

notaram que a dose necessária para reduzir o número de esferas tumorais em 50% 

(IC50 encontrado para as esferas) na linhagem UM-HMC3A, não foi capaz de reduzir 

a população de células ALDH+, sugerindo a existência de uma subpopulação tronco-

tumoral distinta, não isolada apenas pela atividade enzimática de ALDH+  (15). 

Curiosamente, os iHDACs avaliados neste estudo, que foram efetivos na 

redução das esferas tumorais, não foram capazes de reduzir a população 

ALDH+/CD44+ na linhagem UM-HMC3A. Apesar da população ALDH+/CD44+ 

apresentar um alto potencial para formar esferas, esse potencial não foi restrito ao 

fenótipo ALDH+/CD44+ (106), o que sugere uma possível diferença entre as 

populações de CTTs, isoladas pelo ensaio de esferas e pela citomertria de fluxo, nas 

linhagens de CME. Essa diferença poderia, inclusive, explicar a “resistência” aos 

iHDACs na população ALDH+/CD44+, caracterizada por citometria de fluxo, visto que 

essa população já se mostrou altamente tumorigênica quando inoculada in vivo, em 

estudos anteriores (106). 

Em contrapartida, outro trabalho, conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa 

(23), mostrou que as doses de IC50 do iHDAC Vorinostat (SAHA), estabelecidas para 

as células em monocamada (doses maiores), foram capazes de reduzir a 

porcentagem de células ALDH+ ( com atividade de ALDH), nas linhagens UM-HMC1 

e UM-HMC3A, as mesmas utilizadas neste estudo. Interessantemente, a redução no 

número de esferas só foi significativa na linhagem UM-HMC3A  (23), derivada de 

tumor recidivante. Desse modo, apesar da enzima ALDH ter sido apontada como um 

marcador universal de CTTs (90), já foi demonstrado que uma combinação entre 

marcadores específicos se faz necessária, para isolar populações de CTTs no CME 

(106), assim como foi realizado neste estudo. 

Para além disso, ainda que as CTTs da linhagem UM-HMC3A tenham se 

mostrado mais resistentes no presente trabalho, Parag-Sharma et al., (2021) 
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observaram uma redução na população ALDH+/CD44+ na linhagem UM-HMC3A, 

mesmo utilizando doses inferiores ao IC50 do iHDAC SAHA (5). Contudo, deve-se 

levar em consideração, o tempo de tratamento prolongado utilizado por Parag-Sharma 

et al (2021)(5), que foi de 7 dias, enquanto no presente estudo, as células foram 

tratadas por apenas 48h, antes da realização do ensaio de citometria. Tais diferenças 

poderiam estar relacionadas, tanto a diferenças metodológicas, quanto às 

especificidades de cada iHDAC, em relação a HDACs diferencialmente expressas nas 

linhagens de CME. 

Após as análises funcionais, realizou-se a avaliação da expressão gênica de 

alguns marcadores relacionados à CTTs, por RT-qPCR, para verificar como os 

fármacos estudados modulam a expressão de BMI-1, NANOG e OCT-4. Os 

marcadores em questão, já foram previamente identificados em casos de CME, e se 

mostraram superexpressos em relação ao tecido glandular normal (14). Além disso, 

já foram relacionados a um pior prognóstico em carcinomas de cabeça e pescoço 

(102), inclusive no CME (14). Assim, na medida em que esses marcadores se 

encontram superexpressos em CTTs, e que estas já foram identificadas no CME 

(106), é importante analisar, como os fármacos analisados neste estudo, atuam sobre 

a expressão desses genes. Para tanto, células de ambas as linhagens (UM-HMC1 e 

UM-HMC3A) foram tratadas, por 48h, com os iHDACs e suas associações com a CIS, 

e a análise de RT-qPCR foi realizada em seguida. 

Os resultados de expressão gênica mostraram que, apesar de alguns iHDACs 

já terem mostrado a capacidade de regular negativamente a expressão de BMI-1, 

NANOG e OCT-4 em linhagens de carcinomas de cabeça e pescoço (184), a 

monoterapia com PAN e ROM, não foi capaz de alterar a expressão desses genes 

nas linhagens de CME avaliadas neste estudo. As expressões dos referidos genes, 

também não foram alteradas pelo tratamento com CIS, ainda que tenha sido 

observado um acúmulo de CTTs após essa modalidade de tratamento, nos ensaios 

de formação de esferas. Não obstante, houve um aumento na expressão de OCT-4, 

após o tratamento com ROM+CIS, na linhagem UM-HMC1, enquanto a associação 

entre PAN+CIS, promoveu uma pequena redução na expressão de NANOG nesta 

mesma linhagem. Esses dois genes codificam fatores de transcrição que atuam, em 

conjunto, para garantir a manutenção das propriedades de pluripotência e 

autorrenovação, tanto das células-tronco embrionárias, quanto das CTTs (101).  
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Neste trabalho, a análise de expressão gênica da linhagem UM-HMC1 revelou 

alterações sutis nos níveis de OCT-4, que foram, até certo ponto, refletidas nos 

ensaios funcionais, já que houve um aumento significativo das esferas tumorais, após 

48h de tratamento (tratamento prévio) com ROM+CIS. Contudo, apesar de também 

ter havido uma elevação nos níveis de OCT-4, após o tratamento com PAN+CIS, essa 

alteração não foi significativa, a ponto de justificar o aumento verificado no número de 

esferas tumorais na linhagem UM-HMC1. Contudo, vale ressaltar que as análises de 

RT-qPCR foram realizadas a partir de células cultivadas em monocamadas, com 

condições normais de adesão, diferentemente do que ocorre no ensaio de esferas. 

Nesse mesmo contexto, verificou-se uma regulação negativa do gene NANOG, 

após o tratamento com PAN+CIS, comparado a associação entre ROM+CIS. Assim, 

levando-se em consideração a redução das esferas tumorais, observada após a 

modalidade de tratamento prolongado (tratamento concomitante), sugere-se a 

realização de outros estudos, para avaliar se um maior tempo de tratamento é 

necessário, para que as alterações gênicas sejam acompanhadas por alterações nos 

processos celulares relacionados à tumorigênese e progressão do câncer. 

Além das análises de RT-qPCR descritas anteriormente, este trabalho também 

analisou a expressão de 84 gene – comumente expressos em CTTs humanas - 

presentes em uma placa de qPCR array. Na sequência, os dados obtidos por qPCR 

array, foram analisados pela análise de PCA, para investigar como as modalidades 

de tratamento utilizadas neste estudo, poderiam explicar a variação nos dados de 

expressão gênica. Desse modo, os genes que melhor representaram a variância dos 

dados de expressão gênica, foram identificados em cada linhagem celular (Tabela  e 

Tabela ), e alguns deles serão discutidos a seguir. 

De um modo geral, as linhagens celulares analisadas, exibiram um perfil de 

expressão diferente entre elas, apesar dos genes PROM1, ITGA4 e CXCL8 terem se 

destacado em ambas as linhagens. O gene CXCL8 (Interleucina 8, IL-8) codifica uma 

quimiocina importante na resposta inflamatória e sua expressão é fortemente 

influenciada por fatores como óxido nítrico, hipóxia e desenvolvimento tumoral (185). 

Essa quimiocina desempenha um papel importante na regulação da migração, 

invasão e angiogênese; além da proliferação celular, já que a expressão de CXCL8 é 

regulada por fatores de transcrição da família do NF-kB (186,187), que já se 
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mostraram superexpressos no CME (17). Assim, sabendo que a superexpressão de 

NF-kB já foi relacionada ao aumento da desacetilação das histonas, além da 

resistência à CIS (109), esperava-se que os tratamentos com os iHDACs, e suas 

associações com a CIS, pudessem reduzir a expressão de CXCL8; mesmo levando-

se em consideração a falta de evidências acerca do padrão de expressão deste gene 

em tumores CME, comparado ao tecido glândula normal. Contudo, o que nós 

observamos foi um aumento efetivo na expressão deste gene, após os tratamentos 

com os fármacos, com exceção do iHDAC PAN na linhagem UM-HMC1, e das 

associações PAN+CIS e ROM+CIS na linhagem UM-HMC3A, que não foram capazes 

de alterar a expressão diferencial deste gene em relação ao grupo CTRL (não tratado). 

Interessantemente, esse padrão de expressão não se refletiu nos achados dos 

ensaios funcionais, uma vez que, houve uma redução na migração individual e na 

invasão, em todos os grupos tratados, sugerindo que o controle desses processos 

biológicos, vai muito além da sinalização desencadeada pela expressão de CXCL8. 

Já o PROM-1 (Prominina 1, CD133), é um gene responsável pela codificação 

de uma proteína transmembrana, expressa por células-tronco somáticas e células 

progenitoras em diversos órgãos, além de CTTs (188). Essa proteína já foi encontrada 

na membrana das células secretoras e das células ductais das glândulas salivares 

maiores (188), conforme sugere a teoria de origem do CME, segundo a qual, as 

células iniciadoras do tumor se encontram nos ductos excretores (70). Além disso, já 

foi verificado que células com fenótipo CD133+, isoladas em linhagens de carcinomas 

epidermoides orais, apresentaram aumento da capacidade de invadir e formar 

colônias, além do aumento na tumorigenicidade e na resistência à quimioterapia com 

Paclitaxel (189). A expressão de CD133 também foi encontrada em neoplasias 

malignas e benignas de glândula salivar, incluindo o CME (188,190), apesar de não 

ter sido verificada nenhuma correlação com o grau histológico e o estágio do tumor 

(190). Neste trabalho, verificou-se, com exceção da CIS, todos os tratamentos 

aumentaram a expressão de CD133, nas duas linhagens celulares analisadas. 

Contudo, sabendo que o CD133 também é expresso por CTTs e que o CME exibe 

resistência à Cisplatina, esperava-se que os níveis de CD133 estivessem elevados 

nesse grupo, visto que a CIS induziu um aumento substancial das CTTs, caracterizado 

por maior número de esferas tumorais. Ademais, sabe-se que o CD133 está associado 

ao aumento na clonogenicidade, contudo, os ensaios de colônias revelaram que, tanto 
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a CIS, quanto os tratamentos associados (PAN+CIS e ROM+CIS), foram capazes de 

reduzir o número de colônias. Não obstante, esses achados um tanto quanto 

inesperados, podem estar relacionados tanto a presença de diferentes populações de 

CTTs presentes nas linhagens de CME, já sugerida na literatura (106,110), quanto a 

diferenças nos tempos de tratamentos nos diferentes experimentos, ou até mesmo, a 

padrões diferenciais de expressão gênica, nas células usadas no qPCR array 

(população total) e nos ensaios de colônias e esferas, (populações mais ricas CTTs). 

O ITGA4 (integrina α4), por sua vez, é responsável pela codificação de uma 

proteína transmembrana, que medeia as interações entre células e entre as células e 

a matriz extracelular (191). A superexpressão desta proteína já foi encontrada em 

alguns tipos e câncer e tem sido associada à invasão de células tumorais e metástase, 

uma vez que, o ITGA4 participa da sinalização celular para controle da sobrevivência, 

proliferação, migração e crescimento tumoral (192). A superexpressão de ITGA4 

também foi observada em carcinomas epidermoides orais, em detrimento das 

margens livre de tumor, de modo que esse gene foi indicado como potencial 

biomarcador, em algumas localizações da cavidade oral (193). No presente trabalho,  

verificou-se que os tratamentos com ROM, ROM+CIS e PAN+CIS promoveram uma 

regulação positiva de ITGA4 e, apesar da CIS não ter alterado a expressão deste gene 

em nenhuma linhagem, sua associação com ROM aumentou marcadamente a 

expressão de ITGA4, em ambas as linhagens. O tratamento com PAN, por sua vez, 

só induziu a superexpressão de ITGA4 na linhagem UM-HMC3A. Assim, sabendo que 

ITGA4 ativa a via de sinalização Hedgehog (192), que por sua vez, está relacionada 

com a manutenção das CTTs (194), os resultados encontrados aqui, sugerem que 

48h de tratamento com os iHDACs, aumentam o potencial tumorigênico das células 

derivadas de CME, o que não foi verificado nos ensaios funcionais (formação de 

esferas), nos quais apenas o tratamento com CIS induziu o enriquecimento da 

população de CTTs. 

Para além dos genes discutidos acima, também foram identificados no PCA 

alguns marcadores de CTTs (PECAM 1, CD34 e ENG), que são utilizados em estudos 

clínicos para o monitoramento da densidade vascular em tumores malignos, visto que 

a angiogênese representa um fator biológico essencial na progressão e metástase 

tumoral (195). Nesse sentido, o aumento na densidade vascular já foi correlacionado 

ao pior prognóstico, progressão da doença, e diminuição da sobrevida global e livre 



 120 

de doença, em vários tipos de câncer (196,197). Além disso, evidências recentes têm 

apontado para a relação existente entre o aumento das CTTs, sob o estímulo da 

hipóxia, e o aumento do fator de crescimento endotelial vascular, cujo papel é induzir 

a angiogênese (198). Interessantemente, apesar desses marcadores serem 

comumente encontrados em células endoteliais presentes no microambiente tumoral 

(199), neste trabalho, observou-se que as células derivadas de CME também 

expressaram esses genes, que por sua vez, tiveram a sua expressão modulada pelos 

tratamentos com os iHDACs e suas associações com a CIS.  

O gene PECAM 1 (Molécula de Adesão Celular Endotelial Plaquetária, CD31) 

se destacou apenas na linhagem UM-HMC1, uma vez que, todos os tratamentos 

promoveram redução efetiva na expressão deste gene, com destaque para os grupos 

tratados com CIS e PAN+CIS, que se mostraram mais eficientes. Esse gene codifica 

uma glicoproteína, pertencente à superfamília das imunoglobulinas, cuja expressão é 

encontrada em plaquetas, leucócitos e células T, além de ser altamente expressa em 

células endoteliais, participando, portanto, do desenvolvimento vascular (195). A 

expressão de CD31 também já foi observada em células tumorais derivadas de 

melanoma, carcinomas de cólon, próstata e pulmão (200). Além disso, já foi observado 

que a marcação de CD31 em células tumorais, foi associada com o aumento da 

invasividade no câncer de mama (201) e à metástase, via indução da TEM, em células 

de carcinoma hepatocelular (195). Assim, em vista do papel biológico associado à 

expressão de PECAM 1, os resultados de expressão gênica obtidos neste trabalho, 

confirmam os achados encontrados nas análises funcionais de migração e invasão, 

em que todos os fármacos analisados, isoladamente e em associação, foram efetivos 

na redução da migração individual e invasão celular. 

Em relação às propriedades de pluripotência e autorrenovação, apenas os 

genes NANOG (pluripotência) e BMP7 (autorronovação) se destacaram nas análises 

de PCA, nas linhagens UM-HMC1 e UM-HMC3A, respectivamente. Contrastando com 

os achados do ensaio de RT-qPCR, no qual apenas o tratamento com PAN+CIS foi 

capaz de reduzir a expressão de NANOG, a análise realizada com as placas de qPCR 

array, mostrou que todos os tratamentos, com exceção da CIS, promoveram uma 

redução efetiva na expressão deste gene. Assim, na medida em que o NANOG é um 

dos fatores de transcrição responsável pela manutenção do estado indiferenciado e 

de pluripotência nas células-tronco embrionárias e nas CTTs (202), era de se esperar 
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que houvesse uma redução no fenótipo-tronco das células tumorais derivadas de 

CME, nos ensaios funcionais, o que não ocorreu após 48h de tratamento (tratamento 

prévio). Contudo, sabendo que o tratamento prolongado (tratamento concomitante) 

com os iHDACs e suas associações com a CIS, promoveram uma redução 

significativa no número de esferas, podemos deduzir, que um maior tempo de 

tratamento é necessário para que as alterações gênicas sejam “traduzidas” em 

alterações celulares efetivas. No entanto, é preciso ter em mente a participação de 

outros dois genes principais (OCT-4 e SOX2) nessa rede que regula a manutenção 

do estado “tronco”, já que eles podem se manter constantes nos estágios iniciais da 

diferenciação celular, ainda que tenha havido uma redução na expressão de NANOG 

(203). 

O gene BMP7 (Proteína Óssea Morfogenética 7) codifica uma proteína 

pertencente à superfamília do TGF-β, que por sua vez, desempenha um papel 

importante no controle da proliferação, invasão e migração das células cancerígenas 

(204). Evidências recentes demonstraram a expressão aberrante desta proteína em 

diversos tipos de câncer, incluindo o câncer de ovário, tumores do trato digestivo, 

melanoma, câncer de mama e de próstata (204). Contudo, expressão já foi associada, 

tanto à mecanismos pró-oncogênicos, (aumento da proliferação, migração e invasão), 

quanto aos mecanismos supressores de tumor, dependendo do tipo de câncer (205). 

Neste trabalho, apesar do padrão de expressão de BMP7 não ter sido avaliado em 

tecido glandular normal, observou-se que o tratamento com ROM+CIS aumentou 

consideravelmente a expressão deste gene. Assim, levando em consideração que o 

tratamento com ROM+CIS promoveu uma redução considerável na capacidade de 

invasão, migração individual e coletiva, pode-se deduzir que essa superexpressão de 

BMP7, verificada na linhagem UM-HMC3A, pode ter atuado como um “atenuante de 

malignidade” nas células derivadas de CME. Resultados parecidos foram encontrados 

em células derivadas do câncer de mama, já que a expressão de BMP7 foi capaz de 

inibir, tanto a expressão de genes relacionados à transição epitélio-mesenquimal, 

quanto a invasão celular (206,207). 

O DACH1 (Do inglês Dachshund homolog 1), por sua vez, é um gene supressor 

de tumor, que foi selecionado por ter se destacado na linhagem UM-HMC3A. Esse 

gene codifica um fator de transcrição, responsável pela regulação da expressão de 

genes alvos relacionados ao destino celular (208). Evidências recentes demonstraram 
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uma redução na expressão de DACH1 em cânceres humanos, em comparação aos 

tecidos adjacentes normais (209). Esse padrão de expressão já foi identificado em 

algumas neoplasias malignas, incluindo o câncer colorretal (210), oral (211,212) e de 

mama (213); e já foi intimamente relacionado aos processos de proliferação, invasão 

e metástase (214). Em carcinomas epidermoides de língua, por exemplo, a redução 

de DACH1 foi associada à tumores mais avançados, pouco diferenciados e à 

metástase linfonodal (212). Estudos in vitro, também demonstraram que a 

superexpressão deste gene favorece a apoptose, além de inibir processos biológicos 

relacionados à progressão do câncer (212). Outro estudo demonstrou que o aumento 

de DACH1 favoreceu a redução, tanto do número, quanto do tamanho de 

mamoesferas, além de diminuir a porcentagem de células com fenótipo-tronco 

(CD44high/CD24low) no câncer de mama (215). DACH1 também promoveu a repressão 

da transcrição de genes relacionados à manutenção das propriedades das células-

tronco (SOX2, NANOG e KLF4) (215). Neste trabalho, observou-se uma grande 

redução na expressão de DACH1 no grupo tratado com a CIS, indo de encontro aos 

achados dos ensaios funcionais, em que a CIS promoveu um aumento substancial 

das esferas tumorais e das células com fenótipo tronco-tumoral. Dentre os fármacos 

iHDACs e suas associações com a CIS, apenas o tratamento com PAN não promoveu 

a redução de DACH1, ainda que não tenha aumentado a expressão deste gene. 

Em suma, primeiramente foi verificado que os iHDACs analisados, exibiram 

efeitos antitumorais com uma alta citotoxicidade e em baixas concentrações. Em 

seguida, sabendo que as esferas tumorais são enriquecidas com CTTs (106), e que a 

combinação entre a atividade enzimática de ALDH e a expressão de CD44 consegue 

identificar células altamente tumorigênicas (106), essa população foi utilizada para 

analisar a ação dos fármacos iHDACs e suas associações com a CIS, sobre 

processos biológicos (migração, invasão, pluripotência e autorrenovação) 

relacionados às CTTs; visto que estas células estão fortemente envolvidas no 

processo de resistência à terapia (137) e já foram identificadas em CME (106). Nós 

verificamos que, tanto PAN, quanto ROM, administrados em regime de monoterapia, 

foram efetivos na redução das propriedades de migração, invasão e autorrenovação, 

apesar de não terem inibido significativamente a formação das colônias tumorais, e 

tão pouco, de reduzido a população de células com fenótipo tronco-tumoral (células 

ALDH+/CD44+) na linhagem UM-HMC3A. Esses achados sugerem uma maior 
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resistência dessa linhagem aos tratamentos testados, ainda que valores menores de 

IC50 tenham sido obtidos nessa linhagem. Porém, é importante destacar que o IC50 

dos fármacos foi determinado apenas para células totais (não enriquecidas com 

CTTs), cultivadas em monocamada; logo, doses ligeiramente diferentes poderiam ser 

encontradas em colônias e esferas, como relatado em outro estudo recente (15). Além 

disso, outra ressalva que merece ser feita, diz respeito ao tempo de tratamento, já que 

este trabalho padronizou um período de 48h, previamente à realização dos ensaios; 

com exceção dos ensaios de esfera e colônia, nos quais as células foram mantidas 

em contato com os fármacos por tempo período prolongado (tratamento 

concomitante). 

Para além disso, também foi mostrado que, de fato, as CTTs das linhagens de 

CME são resistentes à 48h de tratamento com CIS, que, por sua vez, promoveu o 

acúmulo desta população, em ambas as linhagens estudadas, verificado através do 

aumento no número das esferas tumorais e das células ALDH+/CD44+. Frente a isso, 

foi observado que as associações entre os iHDACs e a CIS, não foram capazes de 

sensibilizar as CTTs ao tratamento com CIS. Curiosamente, essas associações só 

foram efetivas na redução das esferas tumorais, após a modalidade de tratamento 

concomitante, no qual os fármacos permaneceram em contato com as células por um 

período prolongado. 

Após os ensaios funcionais, utilizou-se a ferramenta de RT-qPCR, para avaliar 

o perfil de expressão de genes, sabidamente associados à manutenção das 

características tronco-tumorais em CME. Nós observamos pequenas alterações, 

apenas nos níveis de NANOG e OCT-4, após os tratamentos com PAN+CIS e 

ROM+CIS, respectivamente, na linhagem UM-HMC1, ainda que essas alterações não 

tenham refletido os achados dos ensaios funcionais. Isso pode estar relacionado a 

eventos de regulação pós-transcricional e a uma série de fatores extrínsecos, já 

mencionados anteriormente. Além das análises por RT-qPCR convencional, placas 

de qPCR array também foram utilizadas para investigar 84 genes relacionados à CTTs 

humanas.  

Os resultados obtidos por qPCR array foram submetidos, então, a análises de 

PCA, para identificar quais tratamentos responderiam pela maior parte da variância 

presente no conjunto de dados de expressão gênica. Outro ponto que merece 
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destaque, gira em torno dos mecanismos de ação e das vias de sinalização envolvidos 

na atividade antitumoral dos iHDACs avaliados, sozinhos e em associação com a CIS. 

Assim, a fim de complementar os achados acima expostos, também foi avaliada a 

expressão de 84 genes envolvidos com modificações epigenéticas da cromatina 

(resultados não mostrados), utilizando uma outra placa de qPCR array. Contudo, é 

importante ressaltar que todos esses dados de expressão gênica, ainda serão 

complementados por análises proteômicas, já realizadas com ambas as linhagens, 

após tratamento com os iHDACs e suas associações com a CIS, cujos resultados 

ainda estão sendo analisados e, por esta razão, não puderam ser incluídos na tese. 

 



 
 

125 

7 CONCLUSÕES 
 

 

De maneira geral, podemos concluir que as hipóteses iniciais deste trabalho 

foram, apenas, parcialmente aceitas, uma vez que:  

1) Os fármacos iHDACs exibiram efeitos antitumorais nas duas linhagens celulares 

analisadas, reduzindo tanto o crescimento, quanto a viabilidade celular; 

2) A monoterapia com os iHDACs (PAN ou ROM) atuou eficientemente na redução 

dos processos de autorrenovação, invasão e migração, ainda que não tenham afetado 

a clonogenicidade das células cultivas em monocamadas, na modalidade de 

tratamento prévio; 

3) Os iHDACs, quando utilizados em regime de monoterapia, só foram efetivos na 

redução das células com fenótipo tronco-tumoral (ALDH+/CD44+) na linhagem UM-

HMC1, derivada de tumor primário; 

4) As CTTs derivadas de CME, aqui estudadas, se mostraram resistentes ao 

tratamento com CIS, mesmo após um contato prolongado com o fármaco (tratamento 

concomitante);  

5) Os tratamentos associados não foram eficientes na sensibilização das CTTs à 

ação da CIS após 48h de tratamento (tratamento prévio); porém, os tratamentos em 

associação, quando administrados de maneira concomitante, foram capazes de 

diminuir a resistência, o que foi comprovado pela redução das propriedades de 

autorrenovação e clonogenicidade;  

6) As associações entre os iHDACs e Cisplatina, potencializaram a redução do 

número de colônias, além da capacidade de migrar e invadir, em ambas as linhagens; 

7) A expressão dos genes relacionados aos processos de pluripotência e 

autorrenovação, foi minimamente afetada pós 48h de tratamento com os iHDACs, 

sozinhos ou em associação com a CIS.  
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Este trabalho demonstrou, pela primeira vez, os efeitos antitumorais de dois 

fármacos iHDACs (Panobinostat e Romidepsin), sobre linhagens celulares derivadas 

de CME de glândula salivar menor. Tomados em conjunto, os dados aqui 

apresentados, não apenas apoiam relatos anteriores da literatura, mostrando os 

efeitos anticâncer de outros iHDACs, como também acrescentam achados valiosos a 

respeito dessa classe de fármacos, frente ao CME. Portanto, embora parte dos dados 

obtidos neste estudo, não tenha contemplado as hipóteses iniciais apresentadas, no 

que tange a efetividade dos iHDACs frente a algumas propriedades relacionadas ao 

fenótipo tronco-tumoral. Estes fármacos mostraram, claramente, um potencial 

passível de ser explorado em outros estudos, principalmente se associados a drogas 

com mecanismos de ação diferentes, daqueles apresentados pela Cisplatina. Não 

obstante, a busca por novas opções terapêuticas para o CME de glândula salivar 

ainda permanece em aberto. 
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APÊNDICE A – Viabilidade celular (média ± desvio-padrão) dos fármacos avaliados no escaneamento 

inicial (placas 4858 e 4859) após 48h de tratamento 

 

 

 

VC – Porcentagem média de células viáveis após o tratamento com os fármacos (5 

µM); DP – Desvio padrão. *Linhas em destaque mostram os fármacos com os 

melhores efeitos citotóxicos sobre as linhagens de CME (VC ≥ 70%). 

**Fármacos selecionados e testados nos experimentos subsequentes. 
 

Fonte: O autor. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B– Lista dos 84 genes encontrados em CTTs humanas, presentes na placa de RT² Profiler 

PCR Array (Human Cancer Stem Cells, Cat. No. PAHS-176Z, Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha) 
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