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RESUMO 

 

CASTRO, L. R. 2021. Envolvimento da sinalização de NFkB no acúmulo de células-

tronco tumorais em linhagens celulares de tumores de cabeça e pescoço resistentes à 

Cisplatina. 2021. 69 p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Odontologia, 

Universidade de São Paulo, 2021.  

 

 O Carcinoma espinocelular (CEC) de cabeça e pescoço é uma malignidade de alta 

incidência e mortalidade devido a resistência das células-tronco tumorais (CTT) aos 

tratamentos antineoplásicos. NFkB é um fator de transcrição associado a quimiorresistência 

por ativar genes importantes na carcinogênese. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel de 

NFkB no acúmulo de CTT em linhagens celulares de CEC de língua resistentes a Cisplatina e 

se a inibição da via de NFkB poderia reverter o fenótipo de quimiorresistência. Foram 

realizados ensaios in vitro com as linhagens celulares CAL-27 e SCC-9 selvagens a 

resistentes a Cisplatina (CisR). TNFα foi usado como indutor e CBL0137 e Emetine como 

inibidores de NFkB. Foi identificado acúmulo de NFkB nas células CisR e na população de 

CTT; ainda, as células selvagens com TNFα e CisR apresentaram aumento de CTT, sugerindo 

o envolvimento de NFkB no acumulo destas células. A administração de CBL0137 diminuiu 

a expressão de NFkB na CAL-27 e de CXCL8 e TNF em ambas linhagens. Emetine reduziu a 

expressão de NFkB na SCC-9. Os inibidores reduziram a expressão proteica de p-NFkB em 

ambas linhagens e causaram aumento de expressão gênica de HDAC1, 2, 9 e SIRT 1 na CAL-

27 e de HDAC9 e SIRT1 na SCC-9. A administração de CBL0137 aumentou a expressão 

gênica de HDAC1 e HDAC11 na SCC-9.  Os tratamentos reduziram os níveis de acetilação 

das histonas H3K9, H3K36, H3K79, H4K5 e H4K12 na CAL-27 e de H3K79, H4K5 e 

H4K12 na SCC9; ainda, CBL0137 reduziu H3K36 na SCC9. O tratamento de ambos 

inibidores combinados com Cisplatina e a monoterapia com Emetine foram capazes de 

reduzir o número de CTT na CAL-27 enquanto o tratamento isolado CBL0137 ou combinado 

com Cisplatina foram mais eficientes na SCC9. O tratamento isolado com Emetine foi mais 

eficiente em reduzir as CTT em ambas linhagens. Ambas drogas inibiram o potencial de 

formação de colônias e Emetine + Cisplatina e Emetine reduziram o número de células 

invasivas na CAL-27 e SCC-9, respectivamente. Emetine + Cisplatina foi o tratamento mais 

eficiente na inibição do potencial de migração. Com os resultados obtidos, é sugerido que 



 

NFkB está envolvido no acúmulo de CTT em linhagens celulares resistentes à cisplatina e que 

a sua inibição induz a sensibilização ao tratamento, reduzindo a população de CTT e 

marcadores de agressividade tumoral.  

 Palavras-chave: Carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço, quimiorresistência, 

células-tronco tumorais, Cisplatina, NFkB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 

CASTRO, L. R. 2021. Involvement of NFkB signaling in CSC accumulation of head and 

neck carcinoma cell lines resistant to chemotherapy. 2021. 69 p. Thesis (Master´s Degree) 

– School of Dentistry of Ribeirão Preto, University of São Paulo, 2021. 

 

 Head and neck squamous cell carcinoma is a high mortality and malignancy disease 

due to cancer stem cell (CSC) resistance to antineoplastic treatments. NFkB is a transcription 

factor associated with chemoresistance through activation of importante genes in 

carcinogenesis. The objective of this study was to evaluate the role of NFkB in the 

accumulation of CSC in Cisplatin-resistant tongue squamous cell carcinoma cell lines and 

whether inhibition of the NFkB pathway could reverse the phenomenon of chemoresistance to 

this drug. In vitro assays were performed with the wild-type CAL-27 and SCC-9 cell lines 

resistant to Cisplatin (CisR). TNFα was used as an inducer and CBL0137 and Emetine as 

NFkB inhibitors. An accumulation of NFkB was found in CisR cells and in the CTT + 

population; further, wild-type cells with TNFα and CisR additionally increased CTT, 

suggesting involvement of NFkB in accumulating these cells. As IC50 and drug inhibition 

doses for each strain were established. Administration of CBL0137 decreased NFkB 

expression in CAL-27 and CXCL8 and TNF in both strains. Emetine reduced NFkB 

expression in SCC-9. Inhibitors reduced p-NFkB in both cell lines. The inhibitors caused 

increased gene expression of HDAC1, 2, 9 and SIRT 1 in CAL-27 and of HDAC9 and SIRT1 

in SCC9. CBL0137 increased HDAC1 and HDAC11 in SCC9. The treatments reduce the 

levels of acetylation of histones H3K9, H3K36, H3K79, H4K5 and H4K12 in CAL-27 and of 

H3K79, H3K79, H4K5 and H4K12 in SCC9; further, CBL0137 reduced H3K36 in SCC9. 

The combined treatment of Emetine + Cisplatin and CBL0137 + Cisplatin and monotherapy 

with Emetine reduced the number of CSC in CAL-27, while CBL0137 alone or combined 

treatment with Cisplatin were more efficient in SCC9. The isolated Emetine treatment was 

more efficient in reducing CSC in both strains. Both drugs inhibited the colony formation 

potential and Emetine + Cisplatin and Emetine reduced the number of invasive cells in CAL-

27 and SCC-9, respectively. Emetine + Cisplatin was the most efficient treatment in inhibiting 

the migration potential. With the results obtained, it is suggested that NFkB is related to the 

accumulation of CSC in CisR cell lines and that its inhibition increases the sensivity to 



 

treatment with Cisplatin by reducing the population of CSC and tumor aggressiveness 

markers. 

 Keywords: Head and neck squamous cell carcinoma, chemoresistance, tumor stem 

cells, Cisplatin, NFkB. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Carcinoma de cabeça e pescoço 

 

A carcinogênese envolve alterações genéticas, epigenéticas e fatores ambientais. Esta 

combinação de alterações pode revelar relações funcionais entre genes e vias de sinalização 

que levam ao desenvolvimento de um tumor, além de identificar alvos para o estabelecimento 

de tratamentos mais eficazes (Yeang et al., 2008). Apesar dos extensivos esforços para melhor 

compreender a biologia tumoral e desenvolver novas modalidades terapêuticas, o câncer 

continua sendo uma das principais causas de morte em todo o mundo (Farley et al., 2016). 

 Aproximadamente 40% das neoplasias de cabeça e pescoço ocorrem na cavidade oral, 

constituindo cerca de 15% na faringe, 25% na laringe, e o restante nos sítios remanescentes, 

tais como glândulas salivares e tireoide (Stoeckli & Broglie, 2013). No Brasil, estimou-se 

11.180 casos novos de câncer da cavidade oral em homens e 4.010 novos casos em mulheres 

para os anos de 2020-2022, sendo o 5º ou 6º tumor de maior incidência em homens, 

dependendo da região em território nacional, e 11º ou 12º tumor de maior incidência em 

mulheres (Estimativa 2020: Incidência de Câncer No Brasil, 2019). Os fatores de risco 

clássicos para os tumores de cabeça e pescoço são o tabagismo e o etilismo. É bem 

estabelecido que a infecção por papilomavírus humanos (HPVs) aumenta o risco de 

desenvolvimento desses tumores, principalmente na orofaringe (Lawrence et al., 2015).  

 O tratamento empregado para os tumores orais envolve uma abordagem 

multidisciplinar composta por cirurgia, radiação e/ou quimioterapia. Contudo, menos de 50% 

dos pacientes sobrevivem mais de 5 anos após diagnóstico. A elevada mortalidade não é 

devida somente às falhas loco-regionais, mas também à altas taxas de recorrência e ao 

aparecimento de metástases, que acometem 60% e 20% dos pacientes, respectivamente, sendo 

essas falhas devidas à resistência ao tratamento (Datta et al., 2016). A base molecular da 

resistência adquirida nesses tumores permanece desconhecida, tornando-se um fator limitante 

na quimioterapia (Chang & Wang, 2016). Em estágios iniciais da doença o tratamento é 

eficaz, entretanto, no momento do diagnóstico, a maioria dos pacientes apresenta-se em 

estágios avançados da doença, o que requer o uso de modalidades combinadas de tratamentos, 
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que além de afetarem profundamente a qualidade de vida dos pacientes, não proporcionam 

uma resposta satisfatória (Ausoni et al., 2016). 

 Um dos maiores impedimentos para a melhora da taxa de sobrevida de pacientes com 

tumores de cabeça e pescoço, é a falta de entendimento dos mecanismos pelos quais as células 

resistentes ao tratamento sobrevivem em meio a uma população de células tumorais 

heterogêneas (Ghosh et al., 2016). A presença de uma subpopulação específica de células, 

denominada células tronco tumorais, está sendo identificada em vários tipos de tumores, 

inclusive em carcinoma de cabeça e pescoço, comportando-se como progenitor tumoral 

(Almeida et al., 2016). O papel dessas células na progressão tumoral e formação de metástase 

em carcinomas de cabeça e pescoço é um importante ponto que precisa ser esclarecido para a 

eliminação da doença (Méry et al., 2016). 

 

1.2. Células-tronco tumorais 

 

A teoria das células-tronco tumorais é baseada em evidências experimentais de que o 

estado de diferenciação das células em um tumor não é igual, semelhante ao dos tecidos 

normais, com algumas células-tronco raras e indiferenciadas responsáveis pela manutenção de 

toda a população de células do tumor. Estas células compartilham várias propriedades 

fundamentais com as células-tronco normais, como a autorrenovação (Antoniou et al., 2013). 

As células-tronco tumorais possuem capacidade de renovar-se indefinidamente e 

permanecerem em um estado indiferenciado. A segunda propriedade é a divisão assimétrica, a 

qual é responsável por dar origem a células-filhas diferenciadas que compõem a maior parte 

do tumor e são caracterizadas por propagação rápida e limitada. Em terceiro lugar, as células-

tronco tumorais são resistentes às agressões eletromagnéticas e químicas, principalmente 

devido à sua replicação infrequente, a ativação aumentada de mecanismos de reparo de DNA, 

ao sistema de efluxo de drogas ativado e ao aumento das defesas contra espécies reativas de 

oxigênio (Colak & Medema, 2014; Kaiser, 2015; Lou & Dean, 2007; Skvortsov et al., 2015). 

 Assim como células-tronco normais, as células-tronco tumorais  retêm a habilidade de 

se dividir assimetricamente dando origem a células mais diferenciadas; ou simetricamente 

resultando em células-filhas que mantêm as mesmas propriedades de células-tronco. Esta 

habilidade de autorrenovação permite que as células-tronco tumorais perpetuem o tumor (Le, 
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2014) . Estas células também apresentam a expressão de típicos marcadores de superfície 

como CD133, CD44, CD24, CD166 e Lgr5, além da expressão de marcadores funcionais 

como a atividade de Wnt e ALDH1 (Paldino et al., 2014). Em tumores de cabeça e pescoço, a 

associação de altos níveis da proteína de superfície celular CD44 e a atividade aumentada da 

enzima de desintoxicação celular ALDH1 são eficientes na identificação da subpopulação de 

células-tronco tumorais (Zhang et al., 2012). 

 Grande parte da resistência a quimioterapia e radioterapia parece estar relacionada a 

presença das células-tronco tumorais  (Almeida et al., 2017a; Dalerba & Clarke, 2007; 

Guimarães et al., 2016; Wagner et al., 2016) Estudos recentes têm demonstrado que a 

quimioterapia ou radioterapia são tratamentos efetivos na eliminação da massa tumoral, mas 

falham em destruir as células-tronco e, dessa forma, a mortalidade do câncer permanece alta 

porque posteriormente, estas células promovem o reaparecimento do tumor (Gopalan et al., 

2013). Explorar maneiras de eliminar ou diferenciar as células-tronco do câncer pode definir 

novas estratégias terapêuticas para o tratamento do carcinoma de cabeça e pescoço (Méry et 

al., 2016). 

 

1.3. Resistência a quimioterapia 

 

A resistência adquirida sobre agentes quimioterápicos é um importante problema no 

tratamento do câncer. Estima-se que 7,5 milhões de pacientes morrem a cada ano em todo o 

mundo devido a falhas na terapia contra o câncer como consequência da resistência adquirida 

ao tratamento (Ran, 2015). 

 Drogas utilizadas na quimioterapia convencional têm como alvo as células tumorais 

em intensa proliferação celular. Estes fármacos dizimam a maioria das células proliferativas, 

reduzindo o tamanho do tumor imediatamente, mas não atuam sobre as células-tronco 

quiescentes, que posteriormente são ativadas e dão origem a uma nova massa tumoral, 

causando recidivas e metástase (Plaks et al., 2015). 

 A Cisplatina é uma das drogas mais frequentemente usadas na quimioterapia. Este 

fármaco foi introduzido em testes clínicos no início da década de 70 e os resultados 

demonstraram que essa droga era um dos mais eficazes agentes quimioterápicos disponíveis 

para o tratamento de diversos tumores sólidos. Nestas neoplasias, o tratamento com a 
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Cisplatina obteve boas respostas como monoterapia ou em associação em regimes de 

poliquimioterapia, uma vez que possui efeito sinérgico com numerosos agentes como 

alquilantes, antibióticos e antimetabólitos (Ali et al., 2013). Porém, alguns tipos de tumor 

desenvolveram resistência a este quimioterápico, respondendo bem à Cisplatina no início do 

tratamento, com diminuição de até 70% das células; contudo, a taxa de morte das células do 

câncer gradualmente diminui para 15-20% com o passar do tempo (Germani et al., 2014). A 

cisplatina também é o agente utilizado com maior frequência para o tratamento dos 

carcinomas de cabeça e pescoço. Quando combinada com radioterapia, a Cisplatina melhora a 

preservação do órgão e acentua a qualidade de vida dos pacientes. Entretanto, como dito 

anteriormente, a sobrevida média dos pacientes não melhorou significativamente, havendo 

necessidade de criação de novas abordagens terapêuticas. 

 Tem sido observado que as células-tronco tumorais não são apenas resistentes ao 

tratamento com Cisplatina, mas também são acumuladas após o tratamento em tumores de 

cabeça e pescoço (Nör et al., 2014). Uma vez que a resistência à quimioterapia contribui para 

a falha no tratamento, evitar a falta de resposta dos tratamentos atuais e daqueles que serão 

desenvolvidos futuramente é fundamental (Wilting & Dannenberg, 2012).  

 

1.4. A via de sinalização de NFkB 

 

NFkB é uma proteína nuclear que se liga à elementos acentuadores da cadeia leve da 

imunoglobulina kappa. NFkB liga-se ao DNA e ativa a expressão de muitos genes-alvo, 

atuando como um fator de transcrição. A família de NFkB é composta por cinco membros 

(p65-RelA, RelB, c-Rel, NF-kB1-p50 e NF-kB2-p52) que interagem formando heterodímeros 

(Hoesel & Schmid, 2013). A ativação de NFkB é regulada por duas principais vias: a via 

clássica ou canônica, relacionada principalmente à regulação do heterodímero RelA:p50, que 

sob condições não-estimuladas permanecem localizadas no citoplasma através de interações 

com proteínas inibitórias da família IkB. Através da ação de diversos estímulos, como TNF-α, 

IL-1, vírus, agentes genotóxicos e radiação ionizante, as proteínas IkB são fosforiladas por 

proteínas do complexo IkB quinase (IKK), promovendo a perda da interação entre IkB e 

NFkB e sinalizando para a ubiquitinação de IkB e posterior degradação por proteassoma. Em 

seguida, NFkB pode ser translocado para o núcleo para exercer sua atividade como fator de 

transcrição (Baud & Karin, 2009). A via não-canônica de NFkB é ativada por diferentes 
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classes de receptores, incluindo BAFFER, LTbR, CD40, RANK, TNFR2 e Fn14. Esses 

receptores induzem a ativação da quinase NIK, que fosforila e ativa predominantemente IKKa 

que, por sua vez, induz a fosforilação da proteína p100 resultando em sua ubiquitinação e 

degradação parcial, formando a subunidade p52 de NFkB (S. C. Sun, 2011). 

 A sinalização de NFkB é encontrada alterada em diversos tipos de tumores incluindo 

tumores sólidos e hematológicos e é um importante fator de transcrição envolvido no 

processo de carcinogênese, capaz de promover a indução de todos os seis processos celulares 

que são marcadores da progressão tumoral através da ativação transcricional de genes 

relacionados à proliferação, angiogênese, metástase, stress celular, migração, inflamação e 

autofagia (Canino et al., 2015; S. Ghosh & Karin, 2002; Hanahan & Weinberg, 2011; Rayet 

& Gélinas, 1999). O acúmulo nuclear de NFkB está associado com a resistência à cisplatina 

em carcinomas de cabeça e pescoço através da redução dos níveis de acetilação de histonas e 

a modulação da expressão de genes da maquinaria de reparo do DNA, além de estar 

envolvido na regulação de genes associados com a diferenciação celular, como Sox2 e Nanog 

(Almeida et al., 2014; Liu et al., 2010). A redução dos níveis de NFkB diminui o acúmulo das 

células-tronco tumorais  e sensibiliza as células tumorais à quimio e radioterapia, podendo ser 

uma opção promissora para melhorar a eficiência das terapias convencionais (Wagner et al., 

2016). 

 CBL0137 é um fármaco que inibe NFkB indiretamente. Esta droga pertence a classe 

das curaxinas que age inibindo o complexo FACT (Facilitador da transcrição da cromatina). 

FACT é um grupo de proteínas remodeladoras envolvidas no processo de transcrição, 

replicação e reparo do DNA. O complexo é composto pelas subunidades SSRP1 e SPT16, 

altamente expressas em células tumorais e em células indiferenciadas, sendo considerado um 

marcador das células-tronco tumorais (Maluchenko et al., 2016). Normalmente, FACT está 

ligado a proteínas histonas com a função de desmontar e remontar o octamêro de histonas 

para disponibilizar a dupla-fita de DNA para a transcrição gênica. Entretanto, com a 

administração de CBL0137, FACT é sequestrado das histonas para a dupla fita de DNA, 

causando o esgotamento da FACT nos nucleossomos, o que impede o processo de replicação 

(H. W. Chang et al., 2018). Via inibição de FACT, CBL0137 inibe a transcrição de NFkB ao 

impedir a ligação da RNA polimerase II (Gasparian et al., 2011). Em Glioblastoma, CBL0137 

induz apoptose e diminui a proliferação das células tumorais, reduzindo o volume do tumor 

(Barone et al., 2017). Em combinação com a Cisplatina, CBL0137 reduziu a população de 

células-tronco tumorais  em carcinoma de pulmão (De et al., 2018a). 
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Outra droga que inibe indiretamente NFkB é o Emetine, um agente anti-protozoário 

que atua impedindo a fosforilação da proteína inibidora do NFkB, o IkB. Como Emetine 

impede a fosforilação de IkB, NFkB fica agregado a sua proteína inibidora no citoplasma 

celular e não pode se translocar para o núcleo para atuar na transcrição gênica. Resultados 

recentes indicam que a inibição por Emetine ativa a apoptose de linhagem primaria de 

pacientes portadores de linfoma de células B (Aoki et al., 2017). A exposição de linhagens 

celulares de Carcinoma mucoepidermoide a Emetine aumentou a eficiência do tratamento 

radioterápico e quimioterápico com Cisplatina (Wagner et al., 2018). 

O papel chave de NFkB na carcinogênese e a identificação das etapas críticas que 

levam à sua ativação estão apenas começando a serem desvendados. A principal dificuldade, é 

que alterações na sinalização de NFkB não são mediadas por mutações gênicas, mas por 

estímulos à resposta inflamatória que se originam do próprio microambiente tumoral, no qual 

as células-tronco tumorais estão presentes (Nakanishi & Toi, 2005). Dessa forma, um melhor 

entendimento do mecanismo de resistência mediado pelas células-tronco requer futuros 

estudos envolvendo vias de sinalização que participam da resistência adquirida, como a 

sinalização de NFkB. A inibição de NFkB pode ser uma estratégia promissora para a redução 

da população de células-tronco tumorais e sensibilização às terapias atuais utilizadas no 

tratamento do carcinoma oral. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Este projeto teve como objetivo identificar o papel da sinalização de NFkB em 

linhagens celulares de tumores de cabeça e pescoço resistentes ao tratamento com Cisplatina, 

seu envolvimento no acúmulo de células-tronco tumorais e sua aplicação como alvo 

terapêutico. 

 

2. 2 Específicos 

 

1. Quantificar o acúmulo de NFkB nas linhagens celulares resistentes à Cisplatina 

previamente estabelecidas. 

2. Identificar a presença de NFkB na população de células-tronco tumorais. 

3. Caracterizar o envolvimento de NFkB em alterações do comportamento das linhagens 

quimiorresistentes, como aumento do potencial proliferativo, de invasão e migração. 

4. Investigar o papel de NFkB na regulação epigenética das células quimiorresistentes. 

5. Demonstrar se a redução dos níveis de NFkB, mediada por compostos inibitórios da 

proteína, pode reverter o fenótipo de quimiorresistência e diminuir a população de células-

tronco tumorais. 

6. Analisar a eficiência da inibição de NFkB de forma isolada e em associação à Cisplatina 

para eliminar as células-tronco tumorais , diminuir a agressividade e reverter o fenótipo de 

quimiorresistência. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Cultivo celular 

 

As linhagens celulares de carcinoma espinocelular de língua CAL-27 e SCC-9 foram 

obtidas previamente da American Type Culture Collection (ATCC) e cultivadas em 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) e Dulbecco's Modified Eagle Medium: 

Nutrient Mixture F-12 (DMEM F12) suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% 

de coquetel de antibióticos e antimicóticos (Corning, USA) e mantidas em incubadora à 

temperatura controlada de 37ºC, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Neste trabalho 

foram analisadas as linhagens celulares selvagens e resistentes à Cisplatina (CAL-27 CisR e 

SCC-9 CisR) estabelecidas previamente através da administração seriada de Cisplatina com a 

finalidade de induzir resistência ao fármaco. 

 

3.2. Ensaio de proliferação celular 

 

2,5x10³ células foram plaqueadas em 200 µl Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) suplementados com 10% de soro bovino fetal e 1% de coquetel de antibióticos e 

antimicóticos (Corning, USA) em uma placa de 96 poços. A placa foi mantida em incubadora 

à temperatura controlada de 37ºC, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. No terceiro dia, 

os poços foram tratados com as concentrações de 0 µM, 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 0,75 µM, 

1,0 µM, 2,0 µM, 5,0 µM, 7,5 µM e 10 µM de CBL0137 e Emetine (Cayman Chemical 

Company, USA). No quarto dia, o ensaio de proliferação celular foi realizado pelo teste de 

atividade mitocondrial das células pelo método da redução do MTS (difeniltetrazólio) através 

da utilização do kit CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, 

USA). Esse teste quantifica a conversão do MTS em formazan que é uma substância solúvel 

em meio de cultura, cuja concentração pode ser determinada pela densidade óptica de 490 nm 

(Epoch 2 microplate reader, BioTek, USA). Cada condição foi analisada em quintuplicata.  
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3.3. Ensaio de formação de esferas 

 

2x10³ células de cada condição de interesse foram semeadas em triplicata em 500 ul de 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) e Dulbecco's Modified Eagle Medium: 

Nutrient Mixture F-12 (DMEM F-12) suplementados com 10% de soro bovino fetal e 

1% de coquetel de antibióticos e antimicóticos (Corning, USA). As placas de cultura de baixa 

adesão de 24 poços (Corning, USA) foram tratadas com CBL0137 (Cayman Chemical 

Company, USA) e Emetine (hydrochloride) (Cayman Chemical Company, USA) nas 

concentrações de 0,1 µM, 0,25 µM, 0,5 µM, 0,75 µM e 1 µM e Recombinant Humano TNF-

α (PrepoTech, USA) na concentração de 10 ng/mL. As placas foram mantidas por 7 dias em 

incubadora à temperatura controlada de 37ºC, em atmosfera úmida contendo 5% de CO2. 

Após os 7 dias de plaqueamento, as esferas foram contadas e fotografadas no microscópio de 

luz invertido Nikon Eclipse Ti (Melville, New York 11747 800-52-NIKON, USA). Este 

ensaio foi realizado em triplicata. 

 

3.4. PCR em tempo real 

 

A extração de RNA das linhagens celulares foi realizada utilizando o reagente SV 

Total RNA isolation System (Promega, USA) conforme instruções do fabricante. 

Posteriormente o RNA foi tratado com DNase e purificado. A síntese de cDNA seguiu o 

protocolo da GoScriptTM Reverse Transcription System (Promega, USA). A expressão dos 

genes de interesse foi quantificada utilizando-se o sistema SybrGreen com o kit GoTaq qPCR 

Master Mix (Promega, USA), através da fórmula 2-ddCT utilizando-se o gene endógeno β-

actina como normalizador em termociclador StepOne (Applied Biosystems, USA). Os 

primers utilizados (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific; Sigma-Aldrich; USA) são listados 

abaixo: 

 

Primer Sequência foward Sequência reverse 

HDAC1 AGTGCGGTGGTCTTACAGTG CCTCCCAGCATCAGCATAGG. 

HDAC2 TGCTACTACTACGACGGTGATA TATTTTGTCATTTCTTCGGCAG 
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HDAC9 ACACATTACCAGGAGCACAAGA GCTGCTTCTCCTCTCTGCCACT 

HDAC11 CTACAACCGCCACACATCTACCCA ATGTTCCTCTCCACCTTATCCAG 

SIRT1 GAAACAATACCTCCACCTGA TCCACATGAAACAGACACCC 

NFkB-

RELA 

GAATCCAGTGTGTGAAGAAGC CACACGATTCAGGTCGTAGTC 

CXCL8 GGCAGCCTTCCTGATTTCTG AAATTTGGGGTGGAAAGGTTTG 

TNF CTTTGGAGTGATCGGCCCCC TCGAGAAGATGATCTGACTGCCT 

B-actina GCCTCGCTGTCCACCTTCCA AGAAAGGGTGTAACGCAACTAAG 

 

3.5. Extração de proteínas totais e Western Blot 

 

As linhagens foram plaqueadas em uma placa de 6 poços contendo DMEM com 10% de 

soro bovino fetal e 1% de coquetel de antibiótico e antifúngico com concentração de células 

próxima a 4x105 para obtenção de 80% de confluência. As células foram lisadas com tampão 

Pierce Ripa Buffer (Thermo-Scientific, USA) com inibidor de protease. O lisado das células 

foi submetido ao sonicador 3x por 10 segundos. As proteínas foram quantificadas com o Kit 

Pierce BCA protein assay (ThermoFísher Scientific, MA, USA). O resultado foi obtido após 

leitura na densidade óptica de 562 nm (Epoch2 microplate reader, BioTek, Vermont, USA) e 

as amostras foram padronizadas em 30 µg. O lisado foi submetido à SDS-PAGE. As proteínas 

foram transferidas para a membrana de PVDF (Millipore, Billerica, MA, USA). A membrana 

foi bloqueada com 5% de leite ou 5% de BSA. Foram utilizados anticorpos secundários (Cell 

signaling technology, USA; Sigma-Aldrich, USA) conjugados com horseradish peroxidase 

(Santa Cruz Biotechnology, USA) e a concentração das proteínas foi obtida por reação 

quimioluminescente (ECL SuperSignal - Pierce, USA). Cada experimento foi analisado em 

duplicata. Os anticorpos secundários são listados abaixo: 

Anticorpo  Concentração Solução Anticorpo 

monoclonal 

Histone H3 (1B1B2) 1:1.500 5% de BSA Mouse IgG 

Acetyl-Histone H3 (Lys9) (C5B11) 1:3.000 5% de BSA Rabbit IgG 

Acetyl-Histone H3 (Lys 36) 1:1.000 5% de BSA Rabbit IgG 

Acetyl-Histone H3 (Lys 79) 1:1.000 5% de BSA Rabbit IgG 
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Acetyl-Histone H4 (Lys5) (D12B3) 1.2.000 5% de BSA Rabbit IgG 

Acetyl-Histone H4 (Lys 12) 1:2.000 5% de BSA Rabbit IgG 

Phospho-IkB alpha (Ser32) 1:1.000 5% de Leite Rabbit IgG 

NF-kB p65 (D14E12) 1:1.500 5% de BSA Rabbit IgG 

Phospho-NF-kB p65 (Ser536) (93H1) 1:1.500 5% de BSA Rabbit IgG 

GAPDH (D16H11) XP 1:8.000 5% de Leite Rabbit IgG 

 

3.6. Citometria de fluxo 

 

A população de células-tronco foi quantificada pela atividade enzimática de ALDH1, 

utilizando-se o kit Aldefluor (StemCell Technologies, Durham, NC, USA), combinada à 

expressão do anticorpo CD44-APC (BD Biosciences). Foram utilizadas 6x105 células para 

cada condição. As células foram tratadas com Cisplatina (Cayman Chemical Company, USA) 

na concentração de 5 µM, Recombinant Humano TNF-α (PrepoTech, USA) na concentração 

de 10 ng/mL, CBL0137 (Cayman Chemical Company, USA) na concentração de 0,75 µM 

para CAL27 e SCC9 e Emetine (hydrochloride) (Cayman Chemical Company, USA) na 

concentração de 0,5 µM na para CAL27 e 0,75 µM para SCC9.  As células foram incubadas 

com a enzima ALDH1 sozinha ou em combinação com seu inibidor DEAB por 45 minutos à 

37°C protegido da luz, posteriormente foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo 

anti-CD44-APC à concentração de 1:200 em tampão Aldefluor, por 25 minutos à 4°C sob 

agitação constante. Após lavagens com PBS, as células foram ressuspendidas em tampão 

Aldefluor e analisadas no citômetro de fluxo BD FACSCantoTM II (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, New Jersey, USA). 

 

3.7. Ensaio de formação de colônias  

 

1x10³ células de cada condição foram plaqueadas em 500 μl de DMEM com 10% de 

soro bovino fetal e 1% de coquetel de antibiótico e antifúngico em placas de 24 poços e 

mantidas em cultura por 10 dias. Os tratamentos foram realizados no quarto dia com os 

fármacos Cisplatina (Cayman Chemical Company, USA) na concentração de 5 µM 
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Recombinant Humano TNF-α (PrepoTech, USA) na concentração de 10 ng/mL, CBL0137 

(Cayman Chemical Company, USA) na concentração de 0,75 µM para CAL27 e SCC9 e 

Emetine (hydrochloride) (Cayman Chemical Company, USA) na concentração de 0,5 µM na 

para CAL27 e 0,75 µM para SCC9. Os poços foram lavados com PBS e fixados com solução 

de metanol e ácido acético e corados por 30 minutos com cristal violeta. As fotos foram 

realizadas no microscópio LASV 4.0 Image Analysis Software (Leica Biosystem, IL, USA) 

com aumento de 1.25x e as imagens foram adquiridas digitalmente com estéreo-microscópio 

acoplado a uma câmera digital de alta resolução DC 300F. A quantificação das colônias foi 

realizada através do programa ImageJ. Cada condição foi analisada em triplicata. 

 

3.8. Ensaio de migração celular 

 

 1x105 células de cada condição foram plaqueadas em 500 μL de DMEM com 10% de 

soro bovino fetal e 1% de coquetel de antibiótico e antifúngico em uma placa de 24 poços. 

Após 2 dias, em quase 100% de confluência, as células foram tratadas com Cisplatina 

(Cayman Chemical Company, USA) na concentração de 5 µM Recombinant Humano TNF-

α (PrepoTech, USA) na concentração de 10 ng/mL, CBL0137 (Cayman Chemical Company, 

USA) na concentração de 0,75 µM para CAL27 e SCC9 e Emetine (hydrochloride) (Cayman 

Chemical Company, USA) na concentração de 0,5 µM na para CAL27 e 0,75 µM para SCC9. 

Após 24 horas do tratamento, os poços foram esvaziados e com uma ponteira de 200 μL 

estéril, foi realizado um defeito vertical e um horizontal no centro de cada poço, com a 

finalidade de remover as células aderidas daquela área.  Cada poço foi lavado com PBS estéril 

(DPBS, 1X Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline, Corning, USA) e recebeu 500 μL de 

DMEM para manutenção da viabilidade celular. Os poços foram fotografados no microscópio 

de luz invertido Nikon Eclipse Ti (Melville, New York 11747 800-52-NIKON, USA) nos 

tempos de 0, 12, 24 e 36 horas após a realização dos defeitos. A área aberta de quatro pontos 

diferentes em cada poço foi quantificada através do programa ImageJ. Este ensaio foi 

realizado em triplicata.  

 

3.9. Ensaio de invasão celular 
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 2x10³ células de cada condição foram plaqueadas em 120 μl de DMEM suplementado 

com 1% de antibiótico sobre insertos compatíveis com placas de 24 poços, contendo 30 μl de 

matrigel (Matrigel Matrix Basement Membrane 10 Milimeters, Corning, USA). Os poços 

abaixo dos insertos receberam 250 μl de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino 

e 1% de coquetel de antibiótico e antifúngico. A placa foi tratada com Cisplatina (Cayman 

Chemical Company, USA) na concentração de 5 µM Recombinant Humano TNF-

α (PrepoTech, USA) na concentração de 10 ng/mL, CBL0137 (Cayman Chemical Company, 

USA) na concentração de 0,75 µM para CAL27 e SCC9 e Emetine (hydrochloride) (Cayman 

Chemical Company, USA) na concentração de 0,5 µM na para CAL27 e 0,75 µM para SCC9 

e mantida em cultura por 4 dias. Os insertos foram lavados com PBS e fixados com metanol 

por 6 minutos em -20ºC. A membrana porosa, que constitui a base do inserto, foi corada com 

cristal violeta por 10 minutos. Os insertos foram lavados com água deionizada para remover o 

corante excedente e o matrigel foi removido com o auxílio de hastes de algodão. Com uma 

lâmina de bisturi foi realizada a remoção da membrana do inserto, que em seguida, foi 

montada em lâmina de vidro com eukitt® quick-hardening mounting médium (Sigma-

Aldrich, USA). As células foram contadas e fotografadas no microscópio de luz invertido 

Nikon Eclipse Ti (Melville, New York 11747 800-52-NIKON, USA) para avaliar a 

capacidade de invasão das diferentes condições analisadas. Este ensaio foi realizado em 

duplicata. 

 

3.10. Análise estatística 

 

 As análises estatísticas foram realizadas através de dois testes estatísticos com o 

auxílio do software GraphPad Prism (GraphPad Software, version 5.0) e um valor de p < 0,05 

foi considerado significativo. Para avaliação de vários grupos, foi usado o One Way ANOVA 

não paramétrico pelo teste de Kruskal-Wallis e pós teste de Dunns que realiza teste 

comparativo entre todos os pares de colunas. Para avaliação entre dois grupos, foi usado o T 

test não paramétrico através do teste Mann-Whitney. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. Identificação de NFkB nas linhagens celulares CAL-27 e SCC-9  

 

Para mimetizar in vitro as células quimiorresistentes que desafiam o tratamento 

antineoplásico com cisplatina, foram adquiridas as linhagens celulares de Carcinoma 

espinocelular de língua CAL-27 e SCC-9. As linhagens selvagens foram expostas a doses 

variadas de Cisplatina a fim de estabelecer as células com fenótipo de quimiorresistência. As 

linhagens foram estabelecidas previamente ao início deste projeto. 

Para avaliar os níveis de mRNA de NFkB nas linhagens celulares CAL-27 e SCC-9, 

foi realizado o ensaio de PCR quantitativo para o gene RELA (p65), uma subunidade do 

NFkB (Figura 1.A). Esta subunidade foi escolhida para representar NFkB total, por este 

motivo, p65-RELA será referida nesta dissertação como NFkB. Foi observado pequeno 

decréscimo na expressão gênica de NFkB na linhagem CAL-27 CisR. Em contrapartida, foi 

demonstrado aumento significativo de NFkB na linhagem SCC-9 CisR em comparação a 

linhagem selvagem (**p<0,01).  

Em seguida, os níveis da proteína phospho-p65 (p-NFkB) foram avaliados (Figura 

1.B). Esta proteína é a forma ativa de NFkB, encontrada no núcleo celular após a degradação 

de IkB por proteassoma. Apesar da CAL-27 CisR não ter apresentado aumento de mRNA de 

NFkB, neste ensaio, foi observado maior marcação de p-NFkB em ambas linhagens CisR, 

confirmando o acúmulo de NFkB ativo nas células resistentes à Cisplatina em ambas 

linhagens. 

Previamente, as populações de CTT (CTT+) e não CTT (CTT-) das linhagens CisR 

foram isoladas por citometria de fluxo (Cell Sorting) com dupla marcação para ALDH1 e 

CD44. Com as CTT- e CTT+ em cultura, foi realizado a extração de RNA, síntese de cDNA e 

lise de proteína para os ensaios de PCR em tempo real e western blot. No PCR em tempo real 

foi observado menor expressão de NFkB nas células CTT+ em ambas linhagens (Figura 1.C). 

Entretanto, no western blot, a normalização de pNFkB por NFkB total demonstrou aumento 

na expressão proteica de p-NFkB em ambas linhagens CTT+ (Figura 1.D). Assim, foi 

observado que a forma ativa de NFkB está acumulada nas linhagens CisR e de forma mais 

acentuada, nas células-tronco tumorais.  
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Figura 1. Identificação de NFkB nas linhagens CAL-27 e SCC-9. 

 

Fonte: Castro (2021). A. Diminuição da expressão gênica de NFkB na CAL-27 CisR e aumento de expressão de 
NFkB na linhagem SCC-9. B. Acúmulo da proteína p-NFkB nas linhagens CAL-27 e SCC-9 CisR. C. Expressão 
gênica reduzida de NFkB nas células CTT+ de ambas linhagens. D. Acúmulo de p-NFkB nas células CTT+ de 
ambas linhagens. *p<0,05. 

 

 Sabendo do acúmulo de p-NFkB nas células CisR e nas células CTT+ nas linhagens 

CAL-27 e SCC-9, foi realizado o ensaio de citometria de fluxo com dupla marcação para o 

marcador de superfície CD44 e a enzima de desintoxicação celular ALDH1, utilizados para a 

identificação da população de células-tronco em tumores de cabeça e pescoço (Zhang et al., 

2012) (Figura 2). A citometria de fluxo visou quantificar a população de CTT nas células 

selvagens, selvagem + TNFα e CisR. TNFα é um fármaco indutor de NFkB (Nakanishi & 

Toi, 2005; Squarize et al., 2006). Esta droga foi administrada na concentração de 10 ng/mL 

para observar se a resposta celular com aumento de NFkB nas células selvagem induziria o 

acúmulo de CTT, assim como observado nas células CisR. As células CisR da linhagem SCC-

9 apresentaram aumento significativo na população de CTT. Apesar do teste estatístico não 

ter mostrado diferença entre os outros grupos analisados, é possível observar que houve 

aumento de CTT após a ativação da via de NFkB com a administração de TNFα e nas células 

CisR da linhagem CAL-27.  
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Figura 2. Identificação da população de CTT linhagens CAL-27 e SCC-9. 

 

Fonte: Castro (2021). Aumento da população de CTT após administração de TNFα e nas células CisR em ambas 
linhagens, demonstrando que a indução e o acúmulo de NFkB ocasiona aumento da população de CTT. 
*p<0,05. 

 

4.2. Estabelecimento da dose IC50 das linhagens CAL-27 CisR e SCC-9 CisR diante da 

administração de CBL0137 e Emetine 

 

 Sabendo que o acúmulo de NFkB em células CisR e em CTT+ está relacionado a 

quimiorresistência, foram utilizadas duas drogas inibidoras de NFkB, CBL0137 e Emetine, 

com a finalidade de avaliar o comportamento celular após a inibição de NFkB. Como o nosso 

principal objetivo foi avaliar o papel de NFkB no acúmulo de CTT, inicialmente foi 

necessário estabelecer a dose-resposta IC50 – responsável pela morte de 50% das células - 

para evitar a administração de doses que reduzissem significativamente a viabilidade celular 

da população tumoral heterogênea. Para estabelecer a dose IC50 de CBL0137 e Emetine 

foram realizados ensaios de MTS (Figura 3). Foi observado que a população global de células 

da linhagem CAL-27 foi mais sensível à administração de CBL0137 (1,5 μM vs 3,5 μM - 
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SCC-9), enquanto a SCC-9 foi mais sensível à administração de Emetine (1,7 μM vs 1,8 μM - 

CAL-27) (Tabela 1).  

Figura 3. Ensaios de MTS para a obtenção da dose IC50 das linhagens CAL-27 CisR e SCC-
9 CisR para os compostos CBL0137 e Emetine. 

 

Fonte: Castro (2021).  

 

4.4. Estabelecimento das doses de CBL0137 e Emetine capazes de inibir o acúmulo CTT 

nas linhagens CAL-27 e SCC-9 CisR 

 Em seguida, a dose IC50 dos compostos foi determinada especificamente para a 

população de CTT através do ensaio de formação de esferas. As esferas são unidades 

compostas por quatro ou mais células resultantes da proliferação celular de CTT em cultura 

celular de baixa adesão, ou seja, condição na qual as células crescem suspensas no meio de 

cultura. Apenas as CTT têm capacidade de sobreviver e se proliferar nesta condição, portanto, 

neste ensaio, é avaliada apenas a resposta da população de CTT. Foram testadas as doses de 0 

μM, 0,1 μM, 0,25 μM, 0,5 μM, 0,75 μM e 1 μM. (Figura 4). 

Para a linhagem CAL-27, a administração de 0,75 μM de CBL0137 foi eficiente para 

reduzir em mais de 90% as CTT e foi escolhida para as futuras análises (Figura 4.A). A 

linhagem CAL-27 foi mais sensível à administração de Emetine, sendo a menor dose (0,1 μM) 
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suficiente para reduzir em mais de 50% a população de CTT (p<0,001). A dose de 0,5 μM de 

Emetine dizimou completamente a população de CTT e foi selecionada para os experimentos 

posteriores (Figura 4.B). Pode-se notar que a população de CTT é mais sensível à inibição de 

NFkB do que a massa heterogênea de células tumorais, uma vez que as doses IC50 de 

CBL0137 e Emetine necessárias para reduzir em 50% a população global de células foi 2,5 

vezes maior para CBL0137 e 3 vezes maior para Emetine. 

Foi observado que a linhagem SCC-9 respondeu melhor à administração de CBL0137, 

na qual as menores doses foram suficientes para reduzir significativamente o número de 

esferas (0,1 μM; p<0.05). A dose de 0,75 μM foi suficiente para dizimar a população de CTT 

e esta foi escolhida para os experimentos posteriores (Figura 4.C). Em relação ao Emetine, 

nenhuma das doses foi eficiente para extinguir a população de CTT, mas nota-se que a partir 

da dose de 0,75 μM, houve uma redução de mais de 90% no número de esferas, sendo esta 

dose escolhida para os experimentos posteriores (Figura 4.D). Percebe-se aqui que a 

população de CTT foi mais sensível à inibição da expressão gênica de NFkB promovida pelo 

CBL0137 do que a população global de células (IC50 4,7 vezes maior). As doses de 

CBL0137 e Emetine capazes de inibir a formação de esferas em ambas linhagens estão 

dispostas na tabela 1.  

Figura 4. Ensaio de formação de esferas das linhagens celulares CAL-27 e SCC-9 CisR. 
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Fonte: Castro (2021). A avaliação da formação de esferas realizada para determinar as doses de CBL0137 e 
Emetine capazes de inibir a manutenção de CTT através da inibição de NFkB. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

Tabela 1- Dose-resposta IC50 e de inibição de esferas de CBL0137 e Emetine para as 
linhagens CAL27 e SCC9. 

Linhagens CisR Dose IC50 CBL0137 Dose IC50 Emetine 

CAL-27 1,5 μM 1,8 μM 

SCC-9 3,5 μM 1,7 μM 

Linhagens CisR Dose de inibição de CTT - 

CBL0137 

Dose de inibição de CTT - 

Emetine 

CAL-27 0,75 μM 0,5 μM 

SCC-9 0,75 μM 0,75 μM 

Fonte: Castro (2021).  

 

4.5. Avaliação da via de sinalização de NFkB após administração de CBL0137 e Emetine 

 

 A técnica de PCR quantitativa em tempo real foi utilizada para avaliar a modulação de 

expressão gênica de componentes da via de NFkB (NFkB - RELA, IkB e CXCL8) após a 

administração dos fármacos. Para induzir a expressão de NFkB, as células selvagens foram 

tratadas com TNFα. CXCL8 é o um gene que expressa a interleucina 8, uma quimiocina 

excretada por células tumorais que induz a angiogênese, migração, invasão e metástase (Xu et 

al., 2020). CXCL8 é regulado por NFkB, sendo relacionado ao prognóstico desfavorável de 

alguns tumores, entre eles, o carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (Wilson et al., 

2008; Xu et al., 2020). O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina que regula a 

apoptose, inflamação e proliferação celular, sendo super expressa em diversas patologias 

inflamatórias. Esta citocina atua como indutor de NFkB, sendo ambos considerados como 

marcadores de resistência a quimioterapia e radioterapia (Zhu et al., 2019).  

Os resultados obtidos na avaliação de mRNA de NFkB da linhagem CAL-27 

demonstraram diminuição na expressão para todas as condições analisadas em comparação à 

linhagem selvagem (Figura 5.A). A administração de CBL0137 reduziu discretamente os 

níveis de mRNA de NFkB em comparação à linhagem CisR enquanto Emetine não promoveu 

alteração. CXCL8 apresentou uma pequena redução na linhagem CisR e a administração de 

Emetine reverteu significativamente o efeito observado na quimiorresistência (p<0,05) 
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(Figura 5.B). TNF foi observado aumentado na linhagem CisR em comparação à selvagem 

(p<0,05). Houve redução significativa de TNF após administração de CBL0137 (p<0,05), 

chegando aos níveis de expressão das células selvagem. Interessantemente, houve aumento da 

expressão de TNF após a administração de Emetine, mas esse resultado não apresentou 

significância estatística (Figura 5.C). 

 A linhagem SCC-9 mostrou resultados de expressão gênica compatíveis com o 

esperado após o tratamento com os inibidores. Houve redução de NFkB após administração 

de Emetine e CBL0137 (Figura 5.D). CXCL8 foi aumentada na linhagem CisR e apresentou 

diminuição significante após administração de CBL0137, cujos níveis de expressão foram 

semelhantes à linhagem selvagem (Figura 5.E). Para TNF, o resultado foi semelhante ao 

obtido com a linhagem CAL-27. A linhagem SCC-9 CisR apresentou expressão aumentada de 

TNF em comparação à linhagem selvagem (p<0,05), redução após a administração de 

CBL0137 e um aumento significativo com a administração de Emetine (p<0,01) (Figura 5.F).  

 

Figura 5. Avaliação da expressão de NFkB, CXCL8 e TNF-α na linhagem CAL-27 (A, B e 
C respectivamente) e SCC-9 (D, E e F respectivamente) após administração dos inibidores 
CBL0137 e Emetine. 
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Fonte: Castro (2021). Diminuição de NFkB em ambas linhagens com os tratamentos com CBL0137 e Emetine e 
de CXCL8 e TNF com o tratamento com CBL0137. *p<0,05; **p<0,01. 

Foi observado um padrão de super expressão de CXCL8 e TNF nas linhagens CAL-27 

e SCC-9 após a administração de Emetine. Esses dados contrastam com o esperado. A nossa 

hipótese para explicar o resultado observado é que ocorra o aumento de mRNA em primeiro 

momento para suprir a falta das proteínas reguladas por NFkB em resposta a inibição de IkB 

por Emetine. Esta super expressão não foi observada após o tratamento com CBL0137, visto 

que este fármaco atua na inibição da transcrição gênica. Nós gostaríamos de ter demonstrado 

a nossa hipótese através de ensaios utilizando RNA de interferência para NFkB, mas, 

infelizmente não tivemos tempo hábil para realizar esses experimentos. 

Em seguida, foram realizados ensaios de western blot para avaliação da expressão 

proteica de p-NFkB e IkB. Para a linhagem CAL-27, houve aumento de p-NFkB após 

administração de TNFα. Como observado anteriormente, p-NFkB está acumulado na 

linhagem CisR e houve uma redução expressiva após o tratamento com Emetine e uma leve 

redução após a administração de CBL0137. A normalização de p-NFkB foi realizada por 

NFkB total (Figura 6.A). Na avaliação de IkB, foi observado aumento após administração de 

TNFα e redução na linhagem CisR comparada com a selvagem. O tratamento com Emetine 

não alterou os níveis de IkB e o tratamento com CBL0137 promoveu uma redução de IkB 

(Figura 6.B). Como observado nas análises de mRNA, a linhagem SCC-9 parece ter 

respondido melhor à administração dos fármacos. Foi observado um leve aumento de p-NFkB 

após a administração de TNFα e diminuição após administração de Emetine. Como observado 

anteriormente, a linhagem CisR apresenta acúmulo de p-NFkB quando comparada à linhagem 

selvagem. O tratamento com CBL0137 não reduziu de forma expressiva os níveis de p-NFkB 

(Figura 6.C). Em relação ao IkB, houve diminuição acentuada após administração de TNFα 

(p<0,05) e níveis reduzidos na linhagem CisR comparada à linhagem selvagem. A 

administração de Emetine promoveu forte acúmulo de IkB (p<0,01) e CBL0137 induziu um 

leve acúmulo (Figura 6.D). O resultado de aumento de IkB após a administração de Emetine 

está em consonância com o esperado, visto que Emetine inibe NFkB impedindo a fosforilação 

de IkB e posterior degradação.  
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Figura 6. Avaliação de p-NFkB e IkB nas linhagens CAL-27 e SCC-9. 
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Fonte: Castro (2021). 6.A. Redução de p-NFkB com os tratamentos Emetine e CBL0137 e de (B) IkB com 
administração de CBL0137 na linhagem CAL-27. 7.C. Redução de expressão de p-NFkB e super expressão de 
(D) IkB após o tratamento com Emetine na linhagem SCC-9. *p<0,05; **p<0,01. 

 

4.6. Investigação de modificações epigenéticas reguladas por NFkB 

 

 As alterações epigenéticas são mudanças que ocorrem no DNA sem que ocorra a 

substituição dos pares de base nitrogenada. A regulação da cromatina através da acetilação e 

deacetilação das histonas é um dos mecanismos estudados com a finalidade de entender o 

comportamento molecular das células. A acetilação é o processo de adição de um grupo acetil 

coenzima A nas lisinas localizadas na cauda N-terminal das histonas (Loidl, 1994). O 

resultado é o relaxamento da cromatina, disponibilizando regiões de interesse para transcrição 

gênica. A deacetilação, em contrapartida, ocasiona a compactação da cromatina através da 

retirada do grupo acetil, promovida por enzimas histona deacetilases (HDAC) (Pazin & 

Kadonaga, 1997). A regulação da cromatina ocorre através da interação entre cargas positivas 

e negativas das histonas e a dupla fita de DNA. Esta dinâmica guia o comportamento celular, 

visto que a acetilação disponibiliza e a deacetilação inviabiliza determinadas regiões da 

cromatina para transcrição gênica (Sterner & Berger, 2000).   

Para investigar se NFkB, como um fator de transcrição, pode regular a expressão 

gênica de histonas deacetilases, foram realizados ensaios de PCR quantitativa em tempo real 

para os genes HDAC1, HDAC2, HDAC9, HDAC11 e SIRT1 Para a linhagem CAL-27, nós 

observamos que a quimiorresistência à cisplatina promoveu uma intensa regulação da 

expressão de genes envolvidos na regulação da maquinaria epigenética (Figura 7). Os níveis 

de mRNA de HDAC1 (p<0,01) (Figura 7.A), HDAC2 (p<0,01) (Figura 7.B), HDAC9 

(p<0,001) (Figura 7.C) e SIRT1 (Figura 7.E) foram observados reduzidos na linhagem CisR 

em comparação a linhagem selvagem e a administração dos inibidores de NFkB foram 

eficientes em reverter o efeito observado na linhagem CisR. Apenas o gene HDAC11 foi 

observado aumentado na linhagem CisR e seus níveis foram diminuídos após os tratamentos 

com CBL0137 3 Emetine (Figura 7.D). Esses resultados sugerem que NFkB reduz os níveis 

de expressão de histonas deacetilases.  
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Figura 7. Investigação dos níveis de mRNA de genes envolvidos na regulação epigenética 
após o tratamento com os inibidores de NFkB na linhagem CAL-27. 

 

Fonte: Castro (2021). Aumento de HDAC1, 2 e SIRT1 com administração de CBL0137 e Emetine em 
comparação as células CisR. HDAC9 e 11 apresentaram aumento e diminuição de expressão com administração 
dos inibidores, respectivamente, porém, não apresentaram diferença estatística *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Para a linhagem SCC-9, HDAC1 (Figura 8.A), HDAC9 (p<0,05) (Figura 8.C), 

HDAC11 (p<0,01) (Figura 8.D) e SIRT1 (p<0,01) (Figura 8.E) apresentaram diminuição de 

expressão gênica nas células CisR em comparação as selvagens e nas células tratadas com 

TNF� (p<0,05 para HDAC1 e p<0,01 para HDAC9, HDAC11 e SIRT1). Foi observado que a 

inibição farmacológica de NFkB reverteu o perfil de expressão promovido pela 

quimiorresistência e a administração de CBL0137 apresentou um efeito mais acentuado do 

que a administração de Emetine. 

Não houve diferença entre os grupos para expressão de HDAC2 na linhagem SCC9, 

porém, observou-se maior expressão com administração de TNFα e diminuição com o 

tratamento com Emetine (Figura 8.B). Como observado para a CAL-27, esses resultados 

sugerem que NFkB participa da regulação epigenética controlando os níveis de expressão de 

histonas deacetilases. 
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Figura 8. Investigação dos níveis de mRNA de genes envolvidos na regulação epigenética 
após o tratamento com os inibidores de NFkB na linhagem SCC-9. 

 

Fonte: Castro (2021). Aumento na expressão de HDAC1, 11 e SIRT1 com administração de CBL0137 e de 
HDAC9 após tratamento com Emetine. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

Uma vez que nós observamos uma regulação dos níveis de mRNA de histonas 

deacetiladases promovida por NFkB, nós buscamos identificar se essa regulação afeta os 

níveis de acetilação de histonas. Foi avaliado a acetilação das histonas H3K9, H4K36, 

H3K79, H4K5 e H4K12. Na linhagem CAL-27 foi observado que o tratamento com TNFα 

promoveu um aumento nos níveis de acetilação das histonas H3K9, H3K36 e H3K79 (Figura 

9.A, B, C e D). Em comparação com a linhagem selvagem, a linhagem CisR aumentou 

significativamente os níveis de acetilação de H3K36 (p<0,01) (Figura 9.C) e reduziu os níveis 

de acetilação de H3K79 (p<0,05) (Figura 9.D). Os inibidores de NFkB, CBL0137 e Emetine 

foram eficientes em reduzir os níveis de acetilação de todas as histonas analisadas. CBL0137 

reduziu de forma significativa a acetilação da histona H3K36 (p<0,01) (Figura 9.C) e Emetine 

reduziu de forma significativa H3K36 (p<0,001) (Figura 9.C), H3K79 (p<0,05) (Figura 9.D) e 

H4K5 (p<0,05) (Figura 9.E). 
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Figura 9. Avaliação de acetilação de histonas na linhagem CAL-27 após os tratamentos com 
CBL0137 e Emetine. 

 

Fonte: Castro (2021). Diminuição de acH3K36, acH3K79 e de H4K5 após tratamento com Emetine. acH3K79 
diminuiu com administração de CBL0137. Apesar de não apresentar diferença estatística, também foi observado 
redução da expressão acde H3K9, acH3K79, acH4K5 e H4K12 após tratamento com CBL0137 e de acH3K9 e 
acH4K12 após administração de Emetine. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 

 

 A linhagem SCC-9 demonstrou uma forte regulação de acetilação de histonas 

promovida pela quimiorresistência (Figura 10). Em comparação à linhagem selvagem, a 

linhagem CisR apresentou aumento de acetilação das histonas H3K9 (Figura 10.B), H3K79 

(p<0,01) (Figura 10.D), H4K5 (Figura 10.E) e H4K12 (Figura 10.F). Emetine e CBL0137 

foram eficientes em reverter o fenótipo reduzindo a acetilação das histonas H3K9, H4K5 e 

H4K12, sendo que Emetine reduziu de forma significativa a acetilação de H4K5 (p<0,01) 

(Figura 10.E) e CBL0137 reduziu significativamente a acetilação de H4K5 (p<0,05) (Figura 

10.E) e H4K12 (p<0,05) (Figura 10.F). Estes resultados estão em consonância com o aumento 

da expressão das HDAC em ambas linhagens demonstradas acima por PCR. Estes resultados 
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sugerem que NFkB está envolvido na regulação epigenética da expressão gênica e a inibição 

da via de NFkB promove a deacetilação de histonas através da regulação da expressão gênica 

de HDAC, o que pode silenciar a expressão de genes alvo de NFkB e impedir a progressão 

tumoral. 

 

Figura 10. Avaliação de acetilação de histonas na linhagem SCC-9 após os tratamentos com 
CBL0137 e Emetine. 

 

Fonte: Castro (2021). Redução de acH4K5 após tratamento com ambos inibidores e de acH4K12 após 
tratamento com CBL0137. Apesar de não haver diferença estatística, é observado redução acentuada de acH3K9 
com administração das duas drogas inibidoras de NFkB e de acH4K12 após tratamento com Emetine. *p<0,05; 
**p<0,01. 

 

4.6. Avaliação da eficiência da inibição de NFkB para reverter a resistência das células-

tronco tumorais à cisplatina 
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 Para avaliar se a inibição de NFkB através da ação farmacólogica de CBL0137 e 

Emetine resultariam na diminuição da população de CTT, foram realizados ensaios de 

citometria de fluxo com dupla marcação para CD44 e ALDH1 (Figura 11). Para ambas as 

linhagens foi observado que a administração de Cisplatina como monoterapia não é capaz de 

diminuir a população de CTT. Na avaliação da linhagem CAL-27 (Figura 11.A), o tratamento 

mais eficiente na diminuição das CTT foi a combinação de Emetine + Cisplatina (p<0,01), no 

qual houve decréscimo de mais de 60% das CTT. O tratamento com CBL0137 + Cisplatina e 

Emetine sozinho também apresentaram diminuição, porém, não apresentaram diferença 

estatística. Na avaliação da linhagem SCC-9 (Figura 11.B), o tratamento isolado com 

CBL0137 foi o mais eficiente na diminuição das CTT (p<0,05), seguido pelo tratamento 

combinado de CBL0137 + Cisplatina. (p<0,05).  

Figura 11- Identificação e quantificação da população de CTT após os tratamentos com os 
inibidores de NFkB CBL0137 e Emetine. 

 

Fonte: Castro (2021). A. Diminuição do número de CTT com administração combinada de Emetine + Cisplatina, 
CBL0137 + Cisplatina e Emetine na linhagem CAL-27. B. Os tratamentos com CBL0137, e CBL0137 + 
Cisplatina foram eficientes em reduzir a quantidade de CTT na linhagem SCC-9. 

 

O potencial da inibição farmacológica de NFkB em diminuir a população de CTT 

também foi avaliado pelo ensaio de formação de esferas (Figura 12). Assim como em outros 
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trabalhos, foi observado que a monoterapia com Cisplatina não é eficiente para eliminar as 

CTT (Almeida et al., 2017a; Guimarães et al., 2016; Nör et al., 2014). Para ambas as 

linhagens, foi observado que a administração isolada de Emetine é mais eficiente para 

eliminar a população de CTT (Figuras 12.B e 12.D - p<0,01). Quando em combinação com 

Cisplatina, CBL0137 foi mais eficiente na linhagem SCC-9 (Figura 12.C), reduzindo 

significativamente a população de CTT (p<0,01). Para a linhagem CAL-27, Emetine em 

combinação com Cisplatina apresentou uma resposta melhor do que a associação CBL0137 + 

Cisplatina (Figuras 12.A e 12.B - p<0,05), porém a combinação das drogas não foi mais 

eficiente do que a administração de Emetine como monoterapia para reduzir as CTT (Figura 

12.B). 

Figura 12- Avaliação da formação de esferas após administração isolada ou em conjunto de 
Emetine, CBL0137 e cisplatina nas linhagens CAL-27 e SCC-9. 

 

Fonte: Castro (2021). 12.A e B. Tratamento com Emetine, CBL0137, Emetine + Cisplatina e CBL0137 + 
Cisplatina foram eficientes em reduzir a quantidade de CTT na linhagem CAL-27. Para a linhagem SCC-9, os 
tratamentos com Emetine, CBL0137 + Cisplatina e CBL0137 foram eficazes em reduzir em mais de 80% o 
número de CTT.  
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4.7. Avaliação do potencial de agressividade das linhagens tumorais após a inibição 

farmacológica de NFkB 

 

 Os tumores malignos possuem a característica de rápido crescimento através da 

proliferação celular. Como mencionado anteriormente, as CTT são responsáveis pelo aumento 

da massa tumoral ao originar células em diferentes estágios de diferenciação, denominada 

divisão assimétrica. Inicialmente foi avaliado, através do ensaio de formação de colônias, se a 

inibição farmacológica de NFkB seria capaz de reduzir o potencial proliferativo das linhagens 

analisadas (Figura 13). Surpreendentemente, não foram observadas diferenças no potencial 

clonogênico entre as linhagens selvagem e CisR, porém, é possível observar que a linhagem 

CAL-27 CisR originou colônias muito maiores do que a linhagem CAL-27 selvagem (Figura 

13.C). A administração de TNFα induziu um aumento na formação de colônias que foi mais 

significativo na linhagem SCC-9 (p<0,001) (Figura 13.B). A administração de Cisplatina 

como monoterapia não exerceu qualquer efeito sobre a linhagem CAL-27 (Figura 13.A) mas 

reduziu o número de colônias observadas na linhagem SCC-9 (p<0,05) (Figura 13.B). Para 

ambas linhagens, os tratamentos isolados com CBL0137 e Emetine, assim como os inibidores 

associados a Cisplatina, foram eficientes na inibição completa de formação de colônias 

(P<0,001) (Figura 13.A, B e C). Estes dados sugerem relação intrínseca entre a expressão de 

NFkB e a propagação de células tumorais.  
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Figura 13- Avaliação do potencial de formação de colônias das linhagens CAL-27 e SCC-9 
após o tratamento com CBL0137 e Emetine. 

 

Fonte: Castro (2021). Os tratamentos isolados e combinados de CBL0137 e Emetine com Cisplatina foram 
eficientes para zerar a contagem de colônias nas linhagens CAL-27 e SCC-9. 

 

 O caráter invasivo é um marcador de agressividade das neoplasias malignas. Após a 

proliferação celular e aumento expansivo do tumor, as células tumorais tendem a invadir 

tecidos e espaços adjacentes ao local de acometimento primário. Sabendo que NFkB é 

relacionado a ativação de invasão, este ensaio buscou avaliar se a inibição de NFkB, de forma 

isolada ou combinada com o tratamento com Cisplatina, é capaz de diminuir o potencial 

invasivo das linhagens analisadas. De forma oposta ao esperado, a indução de NFkB pela 

administração de TNFα não aumentou o potencial de invasão (Figura 14.A, B e C), mas as 

linhagens resistentes à Cisplatina apresentaram um potencial invasivo muito superior à 

linhagem selvagem, que pode ser observado de forma mais significativa para a linhagem 

CAL-27 (p<0,05) (Figura 14.A). Os inibidores farmacológicos de NFkB reduziram 

significativamente a invasão das células CAL-27 CisR tanto como monoterapia quanto em 
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combinação com a Cisplatina (p<0,001) (Figura 14.A). Em relação à linhagem SCC-9, a 

administração de Emetine como monoterapia e CBL0137 em combinação com Cisplatina 

foram os tratamentos mais eficientes para reduzir o potencial invasivo da linhagem CisR 

(p<0,01), embora a administração de CBL0137 sozinho e a associação de Emetine com 

Cisplatina também tenham reduzido de forma significativa a invasão de SCC-9 CisR (p<0,05) 

(Figura 14.B). Estes resultados mostram que ambas drogas reduziram significativamente o 

potencial invasivo das linhagens CisR a níveis inferiores aos das linhagens selvagens, 

reafirmando o papel importante de NFkB no fenótipo agressivo do tumor. 

 

Figura 14- Avaliação do potencial de invasão das linhagens CAL-27 e SCC-9 com os 
tratamentos isolados com CBL0137 e Emetine ou combinados com Cisplatina. 

 

Fonte: Castro (2021). Ambas linhagens apresentaram redução de células invasivas com administração dos 
fármacos inibidores. CAL-27 foi mais sensível a Emetine e Emetine + Cisplatina, enquanto SCC-9 mostrou 
sensibilidade semelhante entre os tratamentos isolados CBL0137 e Emetine ou combinados com Cisplatina. 

 

 Após a expansão tumoral e a invasão de tecidos vizinhos, as células iniciam o 

processo de migração para se espalharem em outros tecidos ou regiões, visando a metástase. 

Em seguida, buscou-se avaliar se a capacidade de migração celular seria alterada com a 

inibição de NFkB. Na linhagem CAL-27 (Figura 15), foi observado que após 36 horas, as 
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células dos grupos selvagem, selvagem + TNFα, CisR e CisR + Cisplatina já haviam migrado 

para cobrir toda a área aberta (Figura 15.A, B e C). Com relação a inibição farmacológica de 

NFkB, os tratamentos com Emetine e Emetine + Cisplatina foram eficazes na redução do 

potencial de migração em mais de 95% (p=0,009) e 65% (p=0,01) (Figura 15.B), 

respectivamente. Os tratamentos com CBL0137 + Cisplatina e CBL0137 também reduziram o 

potencial de migração das células em 40% e 25%, porém não apresentaram significância 

estatística (Figura 15.A). Para a linhagem SCC-9 (Figura 16), foi observado um potencial de 

migração ainda maior do que para a CAL-27 nos grupos onde NFkB está presente, sendo que, 

após 24h, as células dos grupos selvagem, selvagem + TNFα, CisR e CisR + Cisplatina já 

haviam migrado para cobrir toda a área aberta (Figura 16.A, B e C). Foi observado que a 

administração de Emetine (p=0,032) como monoterapia ou em associação com a Cisplatina 

(p=0,038) foram muito eficientes em reduzir a migração celular, diminuindo as taxas em 70% 

e 60% respectivamente (Figura 16.B). CBL0137 sozinho foi menos eficiente em reduzir o 

potencial de migração do que quando administrado em associação com a Cisplatina (p=0,004) 

(Figura 16.A). Esses resultados indicaram que ambas linhagens parecem ser mais sensíveis ao 

tratamento com Emetine em comparação a CBL0137, mas responderam bem a todos 

tratamentos empregados sugerindo que a inibição de NFkB, associada ou não a Cisplatina, 

diminui a agressividade do tumor em relação a capacidade de migrar para outros tecidos. 
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Figura 15- Avaliação do potencial de migração da linhagem CAL-27 após administração 
isolada de CBL0137 e Emetine ou combinada com Cisplatina. 

  

 

Fonte: Castro (2021). A linhagem CAL-27 se mostrou mais sensível ao tratamento isolado de Emetine e de 
Emetine + Cisplatina na redução do potencial migratório. Os tratamentos com Emetine e Emetine + Cisplatina 
tiveram maior efeito sobre a linhagem SCC-9, mostrando maior área aberta em comparação aos outros grupos 
analisados.  
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Figura 16- Avaliação do potencial de migração da linhagem SCC-9 após administração 
isolada de CBL0137 e Emetine ou combinada com Cisplatina. 

 

Fonte: Castro (2021). A linhagem CAL-27 se mostrou mais sensível ao tratamento isolado de CBL0137 e 
CBL0137 + Cisplatina na redução do potencial migratório. Os tratamentos com Emetine e Emetine + Cisplatina 
tiveram maior efeito sobre a linhagem SCC-9, mostrando maior área aberta em comparação aos outros grupos 
analisados.  
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5.  DISCUSSÃO 

 

NFkB é um fator de transcrição que está acumulado em diversos tumores malignos, 

incluindo o CEC de cabeça e pescoço (Monisha et al., 2016). A ativação da via de sinalização 

de NFkB tem sido associada a resistência a Cisplatina e ao acúmulo de células-tronco 

tumorais, entretanto, ainda não foi elucidado qual o papel de NFkB no acúmulo de células-

tronco em CEC oral (Almeida et al., 2014; Lagunas & Meléndez-Zajgla, 2008).  

Os nossos resultados demonstraram o acúmulo de NFkB nas linhagens resistentes ao 

quimioterápico Cisplatina, previamente estabelecidas pelo nosso grupo, e na população de 

células-tronco tumorais destas linhagens. Resultados anteriores já haviam demonstrado a 

associação entre acúmulo de NFkB em linhagens de CEC de cabeça e pescoço e a resistência 

à Cisplatina, entre carcinoma mucoepidermoide e a resistência à radio e quimioterapia e 

acúmulo de células-tronco tumorais (Almeida et al., 2014; Wagner et al., 2016; Wagner et al., 

2018). A inibição farmacológica de NFkB induziu o aumento de expressão gênica de histonas 

deacetilases e reduziu a acetilação de histonas. Ainda, a inibição de NFkB reverteu o fenótipo 

de quimiorresistência ao reduzir o potencial proliferativo, invasivo e migratório das linhagens 

quimuiorresistentes, demonstrando ser eficiente como alvo no tratamento de CEC de cabeça e 

pescoço.  

Estes resultados demonstraram um aumento da forma ativa da proteína NFkB nas 

linhagens celulares quimiorresistentes, as quais foram induzidas à resistência adaptativa à 

Cisplatina através da exposição prolongada a doses crescentes do fármaco, e também o seu 

aumento na população de células-tronco tumorais. Estes resultados estão de acordo com 

outros estudos que identificaram acúmulo de NFkB em células resistentes a Cisplatina, como 

câncer de ovário, carcinoma nasofaríngeo, câncer de pulmão de células pequenas, entre 

outros, corroborando com a hipótese de que a expressão aumentada de NFkB está relacionada 

com o aumento das células-tronco tumorais e a resistência a Cisplatina (Kan et al., 2020; 

Ryan et al., 2019; Shen et al., 2021; Wagner et al., 2016) 

Através da administração farmacológica de TNFα, um ativador da via de NFkB, foi 

observado que o aumento da expressão de NFkB resultou no aumento da população de 

células-tronco tumorais. Assim, sabendo do aumento de NFkB nas linhagens 

quimiorresistentes e consequente acúmulo de células-tronco nessas linhagens, além do 
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aumento de NFkB nas células-tronco, nós consideramos NFkB como um potencial alvo para 

reverter a quimiorresistência e reduzir a população de células-tronco tumorais.  

Para identificar se a inibição de NFkB reverteria o fenótipo de quimiorresistência das 

linhagens analisadas, foram selecionados dois fármacos inibidores de NFkB: CBL0137 e 

Emetine. CBL0137 atua impedindo a transcrição gênica ao inibir o complexo FACT, um 

grupo de proteínas exclusivas de cromatina responsáveis por desmontar e montar o 

nucleossomo, disponibilizando a cromatina para transcrição. Emetine inibe NFkB impedindo 

a fosforilação de IkB, impedindo a translocação de NFkB para o núcleo da célula, mantendo 

NFkB inativo no citoplasma celular. Ambos fármacos inibem indiretamente NFkB e foram 

reportados como eficientes no tratamento de melanoma, glioblastoma, carcinoma renal, 

câncer de pulmão, câncer de pulmão de células pequenas, câncer de próstata e tumor de 

nasofaringe (Bi et al., 2019; De et al., 2018b; Kuang et al., 2017; Ryan et al., 2019; Wu et al., 

2019). 

As linhagens celulares, assim como os tumores, são compostas por uma população 

heterogênea de células em diferentes estágios de diferenciação, e a quimiorresistência é 

atribuída às células-tronco tumorais, que sobrevivem aos tratamentos convencionais e 

repovoam o tumor. Nas linhagens celulares quimiorresistentes analisadas, foi observado que o 

tratamento isolado com Cisplatina induziu o acúmulo de células-tronco. Estudos 

demonstraram que a Cisplatina reduz a massa tumoral total, mas é ineficiente na dizimação 

das células-tronco; ainda, a administração de Cisplatina estimulou o crescimento desta 

população em Carcinoma adenoide cístico e em Carcinoma mucoepidermóide (Almeida et al., 

2017b; Guimarães et al., 2016; Nör et al., 2014).  

Para a nossa estratégia de terapia combinada foi necessário estabelecer uma dose de 

inibição de NFkB que atingisse as células-tronco tumorais sem diminuir muito a viabilidade 

celular global, prevenindo a citotoxidade para uma possível futura aplicação clínica. 

Reforçando o envolvimento de NFkB no acúmulo de células-tronco tumorais, nós observamos 

que as doses dos inibidores necessárias para reduzir a população de células-tronco foi muito 

menor do que as doses necessárias para reduzir significativamente a viabilidade da população 

global de células tumorais. Em estudos anteriores, Emetine também foi capaz de reduzir 

significativamente a formação de esferas em carcinoma mucoepidermoide, glioblastoma e 

câncer de mama ao inibir NFkB e alvos de b-catenina (Dermawan et al., 2016; Q. Sun et al., 

2019; Wagner et al., 2018). Estes dados sugerem que a via de NFkB está intimamente 

relacionada a propagação e manutenção das células-tronco e que ao inibir a via, 
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consequentemente promove-se a redução das células-tronco tumorais, consideradas 

responsáveis pela quimiorresistência.  

NFkB é um fator de transcrição que ativa a expressão de vários genes associados ao 

processo de carcinogênese, como genes reguladores da proliferação (ciclina D1 e c-myc), 

genes envolvidos na formação de metástase, angiogênese (VEGF) e imortalidade celular pela 

telomerase (Tilborghs et al., 2017). É bem estabelecido que a estrutura da cromatina regula a 

interação de fatores de transcrição aos sítios de ligação em seus genes-alvo. O fato de que 

muitos sítios de ligação de fatores de transcrição são ocultados durante o empacotamento do 

DNA é proposto como um mecanismo comum que confere um grau superior de regulação da 

expressão gênica em resposta a vários estímulos.  

Muitos estudos têm demonstrado que NFkB regula a acessibilidade ao DNA em torno 

de seus sítios de ligação (Cakouros et al., 2001; Holloway et al., 2003; Pradhan et al., 2012). 

A dinâmica da cromatina, que controla a acessibilidade ao DNA, é regulada por modificações 

epigenéticas. Uma das modificações epigenéticas mais abundantes é a acetilação de resíduos 

de lisina localizadas nas caudas de histonas que compõem a cromatina. A acetilação de 

histonas é regulada por enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histonas deacetilases 

(HDAC) (Choudhary et al., 2009).  

Neste trabalho nós investigamos o papel de NFkB na regulação da expressão gênica de 

HDAC e seu efeito na acetilação de histonas. Foi observado que a ativação de NFkB através 

da administração de TNFα promoveu o aumento da expressão de HDAC2, mas promoveu a 

diminuição da expressão das HDAC1, 9, 11 e SIRT1. Da mesma forma, as linhagens 

quimiorresistentes, que apresentam acúmulo de NFkB, apresentaram níveis reduzidos da 

expressão gênica das HDAC. Os inibidores de NFkB promoveram a ativação da expressão 

destes genes, que foi mais acentuada pela administração do fármaco CBL0137.  

Da mesma forma, os inibidores de NFkB promoveram uma diminuição da acetilação 

de lisinas das proteínas histona analisadas, porém os efeitos mais acentuados foram 

observados após a administração de Emetine. Sob condições de estresse oxidativo, NFkB é 

acumulado e recruta a histona acetiltransferase CBP/p300 para formar um complexo com a 

subunidade p65 de NFkB e ativar a transcrição de genes pro-inflamatórios através do 

relaxamento da cromatina, mediado pelo aumento da acetilação de histonas, nos sítios-alvo 

destes genes (Rahman et al., 2004). Pouco se sabe sobre a regulação de proteínas HDAC por 

NFkB. Da mesma forma que o estresse oxidativo induz a acetilação de histonas em sítios-alvo 
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de NFkB, o estresse oxidativo promovido pela fumaça do cigarro promove a liberação de IL-8 

e TNFα e reduz os níveis de HDAC1, HDAC2 e HDAC3 induzindo a resposta inflamatória 

(Yang et al., 2006). Curiosamente, nós observamos que TNFα e CXCL8 (gene que codifica a 

IL-8) foram aumentados nas linhagens quimiorresistentes e apresentaram diminuição da 

expressão após a administração de CBL0137, o mesmo composto que induziu fortemente a 

expressão das HDAC. O mecanismo pelo qual NFkB controla a acetilação de histonas, seja 

por interação direta com esses fatores ou por via indireta, através da indução de inflamação, 

ainda precisa ser investigado. 

O campo de estudo das modificações epigenéticas é relativamente recente, sendo 

considerado chave para compreensão de eventos e comportamentos celulares. É estabelecido 

na literatura que o estado quiescente é um mecanismo de defesa das células tumorais frente 

aos tratamentos antineoplásicos. Para elucidar o mecanismo das células quimiorresistentes, é 

necessário entender onde e quando são realizadas essas mudanças pós transcricionais. Os 

resultados deste estudo demonstraram que a inibição de NFkB aumentou a expressão das 

HDAC, genes que codificam enzimas que causam enovelamento da cromatina e diminuiu a 

acetilação de lisinas nas histonas 3 e 4. 

 As células-tronco tumorais são células do câncer com capacidade de autorrenovação e 

habilidade de se diferenciar em células com maior potencial de malignidade, além de 

mediarem o aparecimento de metástases e a resistência à terapia. O processo inflamatório e a 

sinalização de NFkB estão envolvidos na geração e manutenção das células-tronco tumorais. 

NFkB está constitutivamente ativado em células-tronco tumorais de vários tipos de cânceres e 

estimula sua proliferação, sobrevivência, manutenção e expansão (Taniguchi & Karin, 2018; 

Vazquez-Santillan et al., 2015).  

Inicialmente, nós observamos que a indução de NFkB por TNFα promoveu um 

acúmulo da população de células-tronco tumorais, que foi ainda mais significativo nas 

linhagens quimiorresistentes, as quais apresentam aumento de NFkB. A inibição 

farmacológica de NFkB foi capaz de reduzir expressivamente a população de células-tronco 

nas linhagens quimiorresistentes. As linhagens foram sensíveis aos tratamentos, 

principalmente aos combinados com Cisplatina, o que está em consonância a literatura que 

aponta que a terapia combinada aumenta a chance de sucesso do tratamento ao abordar um 

número maior de alvos (De et al., 2018b; Ryan et al., 2019).  
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Em consonância com os resultados obtidos com este projeto, há relato de efeito 

sinérgico entre CBL0137 e Cisplatina na redução de células-tronco em câncer de pulmão de 

células pequenas; ainda, CBL0137 apresentou sinergia in vitro e in vivo com outros 

quimioterápicos, como a gencitabina no tratamento de câncer de pâncreas (Burkhart et al., 

2014; De et al., 2018b). Emetine também possui sinergia com Cisplatina, tendo sido relatado 

resultados semelhantes em câncer de pulmão, de ovário e em carcinoma mucoepidermoide 

(Q. Sun et al., 2019; Wagner et al., 2016, 2018; Wu et al., 2019).  

Um estudo sobre fármacos com potencial ação antitumoral, observou que Emetine 

pode ser uma boa estratégia na terapia contra as células-tronco tumorais por se ligar a três 

diferentes proteínas-alvo: Hm, Smo e Gli, diminuindo dessa forma, a chance desta via 

específica de quimiorresistência (Mayank & Jaitak, 2016). Vale ressaltar que as doses de 

CBL0137 e Emetine estabelecidas para serem utilizadas neste estudo não tiveram muito efeito 

sobre a viabilidade da população heterogênea da massa tumoral, mas exerceram um forte 

efeito inibitório sobre as células-tronco tumorais, demonstrando um efeito específico e não-

citotóxico, o que sugere que a combinação entre os inibidores de NFkB e a Cisplatina pode 

ser uma estratégia promissora para ser empregada na clínica. 

Atualmente, existem 4 ensaios clínicos para pesquisa da ação antitumoral de 

CBL0137: aplicação deste fármaco em tumores sólidos metastáticos ou não ressecáveis 

(NCT01905228); em pacientes já tratados para diferentes tipos de linfoma (NCT02931110); 

em tumores resistentes ou recidivantes do sistema nervoso central, glioma, osteosarcoma e 

linfoma (NCT04870944) e para melanoma e sarcoma (NCT03727789), sendo estes últimos 

dois, ainda em fase de recrutamento de pacientes (Clinical Trials, n.d.). Não foram 

encontrados ensaios clínicos em andamento com Emetine no tratamento de tumores malignos. 

Em nenhum dos ensaios clínicos está sendo avaliado CEC de cabeça e pescoço. Os resultados 

desta pesquisa podem, futuramente, contribuir para um ensaio clínico, visto que os resultados 

obtidos são promissores, principalmente por terem como alvo as subunidades proteicas 

acumuladas em tumores quimiorresistentes e no caso do CBL0137, somente em células 

tronco e em células tumorais. 

É muito bem estabelecido que a via de sinalização de NFkB tem um papel central na 

coordenação das respostas imune inata e adaptativa, porém, vêm se tornando cada vez mais 

evidente que a sinalização e NFkB desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e 

na progressão tumoral. NFkB promove a sobrevivência das células tumorais por induzir a 

expressão de genes anti-apoptóticos; induz a proliferação celular por ativar ciclinas e proto-
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oncogenes; promove metástase através da regulação da expressão de metaloproteinases de 

matriz e genes de adesão celular; estimula a angiogênese através da regulação de genes 

associados ao crescimento de novos vasos sanguíneos e induz inflamação crônica no 

microambiente tumoral (Karin, 2006; Perkins, 2012). Dessa forma, nós buscamos explorar se 

a inibição farmacológica de NFkB é capaz de reverter seus efeitos na progressão tumoral. A 

inibição de NFkB, sozinha ou combinada com Cisplatina, resultou na diminuição do potencial 

de proliferação, invasão e migração das células tumorais, considerados marcadores de 

agressividade do tumor. Estes resultados também foram observados em câncer de ovário e de 

pulmão de células não pequenas, onde a expressão aumentada de NFkB foi relacionada com a 

agressividade tumoral, e a sua inibição, no aumento de apoptose das células tumorais frente o 

tratamento com Cisplatina (Kan et al., 2020; Shen et al., 2021). 

 Os resultados desta pesquisam mostram que a inibição de NFkB resulta na diminuição 

da população de células-tronco do câncer, aumenta a expressão de proteínas histonas 

deacetilases, diminui os níveis de acetilação de histonas e reverte características de 

agressividade tumoral, aumentando a resposta das linhagens celulares de CEC oral ao 

tratamento com Cisplatina. Testes in vivo são necessários para compreender o comportamento 

biológico de NFkB em CEC oral na presença de fatores sistêmicos.  

 A população de células-tronco tumorais e as vias de sinalização relacionadas a sua 

sobrevivência vem sendo muito exploradas, pois são apontadas como elemento promotor da 

tumorigênese e fator desencadeante de resistência aos tratamentos antineoplásicos atualmente 

empregados na clínica (Gopalan et al., 2013). Com base em trabalhos já publicados na 

literatura e nos resultados deste projeto, é sugerido que a inibição farmacológica de NFkB 

pode constituir uma abordagem terapêutica promissora ao melhorar a resposta tumoral frente 

ao tratamento com Cisplatina via redução da população das células-tronco tumorais 

quimiorresistentes. 
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6. CONCLUSÃO 

 

É urgente o estabelecimento de novos alvos terapêuticos para o tratamento de tumores 

de cabeça e pescoço, visto que os tratamentos atuais apresentam altas taxas de recidiva e 

metástase. Os resultados deste projeto demonstraram acúmulo de NFkB e de células-tronco 

tumorais nas linhagens celulares de CEC oral com fenótipo de quimiorresistência a 

Cisplatina. A inibição de NFkB resultou em redução da expressão de NFkB, diminuição da 

população de células-tronco, aumento da resposta das linhagens celulares ao tratamento com 

Cisplatina e redução do potencial de proliferação, invasão e migração celular, evidenciando 

que NFkB está relacionado ao processo de resistencia a Cisplatina. Continuar estudando por 

qual processo NFkB está envolvido no aumento das células-tronco tumorais e na 

quimiorresistência, pode contribuir para o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos a fim 

de aumentar o sucesso dos tratamentos antineoplásicos em tumores resistentes. Com estes 

resultados prévios, pode-se concluir que NFkB está intimamente relacionado com a 

manutenção da células-tronco tumorais, sendo um alvo elegível para sensibilização das 

células resistentes ao tratamento com Cisplatina.  
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Acquired resistance is a serious issue in cancer treatment. Over 7.5 million people die 
every year because of failures in the therapy due chemoresistance. Cisplatin is the one 
of the most used therapeutic drug in cancer treatment, including oral cancer, and 
several patients develop resistance, responding well in the beginning (over 70% of 
tumor volume reduction), however, tumor reduction diminishes to 15-20% with the 
treatment course. Regarding oral cancers, few improvements in the treatment have 
been observed in the last 3 decades and the 5 years survival rates are below 50%. 
Here we established cell lines resistant to cisplatin aiming to better understanding 
biological differences driving the progression of oral cancers after treatment. Two oral 
cancer cell lines, CAL27 and SCC9 were assessed to establish cisplatin-resistant cell 
lines through the exposure to different concentrations and time courses of cisplatin. 
IC25 and IC50 (Inhibitory Concentrations of 25% and 50%) doses of cisplatin were 
defined using MTS assay. Cellular proliferation was determined through 
immunofluorescence using KI67 antibody and MTS assay. Potential of migration was 
investigated using scratch assay and the clonogenic potential by colony formation 
assay. Epithelial to mesenchymal transition (EMT) was assessed by 
immunofluorescence using E-cadherin, Vimentin and Pan-keratin antibodies and the 
accumulation of cancer stem cells (CSC) was analyzed by flow cytometry. CAL27 and 
SCC9 cell lines were treated with IC25 and IC50 doses of cisplatin for 72 hours and left 
to recover for 45 days to establish CAL27-IC25, CAL27-IC50, SCC9-IC25 and SCC9-
IC50. To establish CAL27-CisR and SCC9-CisR, IC50 cell lines were submitted to a 
new exposure to cisplatin for additional 45 days. We demonstrated that cellular 
proliferation, migration and clonogenic capability significantly increased with the levels 
of resistance, wherein the most significant increases were observed in CAL27-CisR 
and SCC9-CisR, suggesting that prolonged exposure to cisplatin increases tumor 
aggressiveness. In addition, cisplatin administration had not effect over the viability of 
any of the resistant cell lines. EMT phenotype was observed by loss of E-cadherin, 
gain of Vimentin and by the conversion from a cuboidal epithelial structure into an 
elongated mesenchymal shape as evidenced by pan-keratin staining. Surprisingly, 
increasing of Vimentin was more evident in IC25 and IC50 than CisR cell lines 
suggesting the activation of EMT is an early event during the resistance process. CSC 
accumulation was more evident in CAL27-CisR and SCC9-CisR than IC25 and IC50 
cell lines. Recent studies have highlighted a link between EMT and CSC 


