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RESUMO 

 

MORÉ MILAN, T. Controle epigenético da via de Wnt/β-catenina no acúmulo de células-

tronco tumorais quimiorresistentes em carcinoma oral. 2022. 110f. Dissertação 

(Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 

O carcinoma oral é responsável por muitas mortes ao redor do mundo por 
originar recidivas e metástases devido as falhas na terapia. Os tratamentos 
convencionais destroem as células diferenciadas do tumor, porém a população de 
células-tronco tumorais é resistente e repovoa o tumor. A sinalização de Wnt/β-
catenina está envolvida na manutenção, sobrevivência, auto-renovação e 
diferenciação das células-tronco tumorais e sua sinalização pode ser regulada por 
modificações epigenéticas. O objetivo do projeto foi identificar alterações epigenéticas 
envolvidas no controle da via de sinalização de Wnt/β-catenina e de seus alvos e 
investigar a participação da via no acúmulo de células-tronco tumorais e na 
quimiorresistência de linhagens celulares de carcinoma oral. Três linhagens de 
carcinoma oral selvagens (Cal27 WT; SCC9 WT; SCC25 WT) e resistentes à cisplatina 
(Cal27 CisR; SCC9 CisR; SCC25 CisR) e suas populações de células-tronco tumorais 
(CTT+) e não-tronco tumorais (CTT-) foram investigadas. Análises de qPCR foram 
realizadas para a avaliação da expressão gênica e Western Blot para avaliação dos 
níveis proteicos; a dose IC50 dos inibidores foi determinada por ensaio de viabilidade 
celular. Citometria de fluxo e formação de esferas identificaram as CTT+. 
Imunoprecipitação da cromatina foi realizada para identificar a regulação epigenética 
da via. O ensaio de xenoenxerto foi utilizado para investigar o potencial da via de 
Wnt/β-catenina como alvo terapêutico. Nós observamos o aumento da expressão de 
genes reguladores da maquinaria epigenética, como BRD7, EZH2, KDM4C e MLL1 
do gene CTNNB1 que codifica β-catenina, nas linhagens resistentes à cisplatina. Os 
genes upstream da via de Wnt/β-catenina como APC e GSK3β estavam diminuídos 
nas 3 linhagens quimiorresistentes, e os genes downstream FGF18 e MMP7 estavam 
aumentados. A população de CTT+ apresentou maior expressão de genes envolvidos 
na metilação de histonas. β-catenina e as histonas metiladas H3K27me3 e H3K9me2 
também estavam aumentadas nas linhagens resistentes à cisplatina e nas CTT+. O 
inibidor de EZH2 (UNC1999) e os inibidores de β-catenina (ICG-001 e FH535) 
reduziram a população de CTT+ e diminuíram as proteínas β-catenina e EZH2 nas 
linhagens quimiorresistentes. H3K27me3 também foi diminuída após tratamento com 
os inibidores. O tratamento com UNC1999 aumentou a expressão dos genes 
upstream APC e GSK3β, e os tratamentos com ICG-001, FH535 e UNC1999 foram 
efetivos na diminuição do gene downstream MMP7 nas CTT+. FH535 demonstrou 
eficácia para diminuir a população de CTT+ especialmente quando combinado com 
cisplatina e UNC1999. Os inibidores de β-catenina em monoterapia ou combinados 
com cisplatina e UNC1999 diminuíram o fenótipo tronco (stemness) das CTT+. Houve 
redução do crescimento tumoral após a administração de FH535, FH535+Cisplatina 
e UNC1999+FH535, e diminuição dos marcadores β-catenina, EZH2, H3K27me3 e 
dos marcadores de células-tronco tumorais OCT4 e SOX2 no tecido tumoral. Através 
da imunoprecipitação da cromatina nas linhagens quimiorresistentes e nas 
populações de CTT- e CTT+, nós identificamos que EZH2 interage fortemente com 



região promotora dos genes APC, FGF18 e VEGFA, e de forma menos intensa com 
os promotores de AXIN2, GSK3β, MMP7 e VEGFA, aumentando a presença de 
H3K27me3, o que promove a repressão dos genes APC, GSK3β e VEGFA que 
participam da via de Wnt/β-catenina. Dessa forma, os resultados demonstram que β-
catenina e EZH2 estão aumentados nas linhagens quimiorresistentes e na população 
de células-tronco tumorais, e a metilação de histonas participa de forma crítica, 
controlando a via de Wnt/β-catenina, através da inibição dos genes reguladores 
upstream APC e GSK3β, levando à translocação de β-catenina para o núcleo, onde 
se liga à fatores de transcrição e regula seus genes downstream como MMP7, 
participando da regulação das células-tronco tumorais. A administração de inibidores 
farmacológicos da via de Wnt/β-catenina e de EZH2, podem ser uma estratégia eficaz 
para o tratamento do carcinoma oral e eliminação das células-tronco tumorais. 

 
 

Palavras-chave: via de Wnt/β-catenina, células-tronco tumorais, quimiorresistência, 
controle epigenético, carcinoma oral. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 

 

MORÉ MILAN, T. Epigenetic control of Wnt/β-catenin signaling pathway in the 

accumulation of chemoresistant cancer stem cells in oral carcinoma. 2022. 110f. 

Dissertation (Master). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 

de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 
Oral carcinoma is responsible for many deaths around the world by causing 

recurrences and metastasis due failures in therapy. The conventional treatments 
destroy the differentiated cancer cells; however, the population of cancer stem cells 
are resistant and repopulates the tumor. The Wnt/β-catenin signaling pathway is 
involved in the maintenance, survival, self-renewal, and differentiation of cancer stem 
cells, and its signaling can be regulated by epigenetic modifications. The aim of the 
project was to identify epigenetic modifications involved in the control of the Wnt/β-
catenin signaling pathway and its targets and investigate the participation of this 
pathway in the accumulation of cancer stem cells and in the chemoresistance of oral 
carcinoma cell lines. Three wild-type oral carcinoma cell lines (Cal27 WT; SCC9 WT; 
SCC25 WT) and resistant to cisplatin (Cal27 CisR; SCC9 CisR; SCC25 CisR) and their 
populations of cancer stem cells (CSC+) and non-cancer stem cells (CSC-) were 
investigated. Analysis of qPCR were performed to evaluate the gene expression, and 
western blot to evaluate protein levels; the IC50 dose of the inhibitors was determined 
through cellular viability assay. Flow cytometry and spheres formation assay identified 
the CSC+. Chromatin immunoprecipitation was performed to identify the epigenetic 
regulation of the pathway. The xenograft model was performed to investigate the 
potential of the Wnt/β-catenin signaling pathway as therapeutical target. We observed 
an increase in the expression of genes that regulate the epigenetic machinery as 
BRD7, EZH2, KDM4C, MLL1 and the gene CTNNB1 that encode β-catenin, in the cell 
lines resistant to cisplatin. The upstream genes of the Wnt/β-catenin signaling pathway 
APC and GSK3β were decreased in the 3 chemoresistant cell lines, and the 
downstream genes FGF18 and MMP7 were increased. The CSC+ population 
demonstrated high expression of genes involved in the histones methylation. β-catenin 
and the methylated histones H3K27me3 and H3K9me2 were increased in the cell lines 
resistant to cisplatin and in the CSC+ as well. The EZH2 inhibitor (UNC1999) and the 
β-catenin inhibitors (ICG-001 and FH535) diminished the population of CSC+ and 
diminished the proteins β-catenin and EZH2 in the chemoresistant cell lines. 
H3K27me3 was diminished after the treatment with the inhibitors as well. The 
treatment with UNC1999 increased the expression of the upstream genes APC and 
GSK3β, and the treatments with ICG-001, FH535 and UNC1999 were effective in the 
decrease of the downstream gene MMP7 in the CSC+. FH535 demonstrated 
effectiveness diminishing the population of CSC+ specially when combined with 
cisplatin and UNC1999. The β-catenin inhibitors in monotherapy or combined to 
cisplatin and UNC1999 diminished the stemness of CSC+. The tumor growth was 
reduced after the administration of FH535, FH535+cisplatin and UNC1999+FH535, 
and β-catenin, EZH2, H3K27me3 and the cancer stem cells markers OCT4 and SOX2 
decreased in the tumor tissue. Chromatin immunoprecipitation in the chemoresistant 
cell lines and in the populations of CSC- and CSC+ demonstrated that EZH2 strongly 
interacts with the promotor region of the genes APC, FGF18 and VEGFA and in a less 



intensive way with the promotors of AXIN2, GSK3β and MMP7, increasing the 
presence of H3K27me3, which promotes the repression of the genes APC, GSK3β 
and VEGFA that participates of the Wnt/β-catenin signaling pathway. In this way, the 
results demonstrate that β-catenin and EZH2 are increased in the chemoresistant cell 
lines and in the cancer stem cells population, and the histone methylation participates 
in a critical way, controlling the Wnt/β-catenin signaling pathway, through the inhibition 
of the upstream regulators APC and GSK3β, leading to the translocation of β-catenin 
to the nucleus, where it binds to transcription factors and regulate the downstream 
genes as MMP7, participating in the cancer stem cells regulation. The administration 
of the pharmacological inhibitors of the Wnt/β-catenin signaling pathway and of EZH2, 
can be an effective strategy to the oral carcinoma treatment. 
 
Keywords: Wnt/β-catenin signaling pathway, cancer stem cells, chemoresistance, 
epigenetic control, oral carcinoma. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CARCINOMA ORAL 

 

O carcinoma de células escamosas é o principal grupo que compõe os 

cânceres de cabeça e pescoço (HNSCC). Estes têm uma incidência de 600.000 novos 

casos por ano em todo o mundo, sendo responsáveis por cerca de 1-2% de todas as 

mortes por câncer (FERLAY et al., 2015). Os cânceres de cabeça e pescoço surgem 

na mucosa de vários órgãos que apresentam revestimento epitelial escamoso, como 

a nasofaringe, a garganta e a boca (carcinoma oral) (XIE et al., 2021). O 

desenvolvimento do carcinoma oral está fortemente associado à fatores de risco 

ambientais e de estilo de vida, como obesidade, má nutrição, alto consumo de tabaco 

e álcool  (TORRE et al., 2015; VIGNESWARAN; WILLIAMS, 2014). 

Atualmente, os tratamentos para o carcinoma oral incluem cirurgia com 

radioterapia adjuvante e quimioterapia (CHEN; WANG, 2019). A quimioterapia 

envolve o uso de agentes análogos da platina, da taxina, ou da pirimidina (PFISTER 

et al., 2011), sendo que a cisplatina (cis-diamminedicloroplatina [CDDP]), é 

considerada o tratamento de primeira linha para esse tipo de câncer (HUNG et al., 

2017). Porém, apesar dos avanços na quimioterapia e na radioterapia, em 30 anos, 

as taxas de sobrevidas de 5 anos ainda não melhoraram, devido à recorrências, 

metástases e resistência à agentes quimioterápicos (SUN et al., 2022). 

Embora a quimioterapia seja eficaz em eliminar células diferenciadas da 

massa do tumor, uma subpopulação de células, chamadas células-tronco tumorais 

(CTT), são resistentes e sobrevivem a essas terapias (NÖR et al., 2014; OKAMOTO 

et al., 2009; ZHANG et al., 2010). Além de que, várias evidências sugerem que a 

quimioterapia enriquece essa população de CTT (NÖR et al., 2014; REERS et al., 

2014). 

 

1.2 CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS 

 

O modelo estocástico do câncer sugere que cada célula da massa tumoral 

tem o potencial de formar células tumorais, porém, o modelo de células-tronco 

tumorais (modelo hierárquico) do câncer sugere que apenas uma subpopulação de 

células da massa tumoral, as CTT, tem capacidade de originar um tumor (GUNDUZ 



et al., 2019). As CTT foram identificadas em diversos tumores, como carcinoma colo-

retal (TODARO et al., 2010), mama (BROOKS; BURNESS; WICHA, 2015), próstata 

(RYBAK; BRISTOW; KAPOOR, 2015), glioblastoma (DIRKS, 2006) e cabeça e 

pescoço (ALMEIDA et al., 2016). 

As CTT são uma subpopulação de células pluripotentes no tumor e 

apresentam características como, auto-renovação, diferenciação, migração e 

metástase. No carcinoma oral, as CTT participam de processos vitais como iniciação,  

progressão tumoral e invasão, além de serem responsáveis pela resistência a 

quimioterapia e à radioterapia (SHAHOUMI, 2021). 

Devido às propriedades como divisão assimétrica e auto-renovação, as CTT 

conseguem manter o controle dinâmico de seu número, bem como diferenciarem-se 

nas células que compõem a massa tumoral, contribuindo para o fenótipo heterogêneo 

do tumor (TANG, 2012). Sabendo-se que o aparecimento de recidivas e metástases 

têm sido relacionados com a ação das CTT, que resistem às terapias convencionais, 

é evidente que identificar e erradicar essa população de células-tronco tumorais é algo 

desafiador, mas promissor, podendo acabar totalmente com o câncer (CHEN; 

HUANG; CHEN, 2013). 

A sinalização molecular que rege a homeostase das células-tronco é 

altamente regulada e muitas destas vias estão anormalmente ativadas nas CTT, 

culminando na perda do controle da auto-renovação e proliferação, e no aumento da 

sobrevida e diferenciação das CTT. As três principais vias de sinalização que 

sustentam a sobrevivência, proliferação e equilíbrio entre diferenciação e auto-

renovação das CTT são Notch, Hedgehog e Wnt (BIGHETTI-TREVISAN et al., 2019). 

Dentre essas vias, a via de Wnt é frequentemente encontrada desregulada nas CTT. 

Mutações em componentes da via de sinalização de Wnt, como APC, AXIN, β-

catenina e ligantes de Wnt, foram observadas primeiramente em cânceres colorretais, 

mas também foram vistas em vários outros tumores sólidos (MARTIN-OROZCO et al., 

2019). 

 

1.3. SINALIZAÇÃO DE WNT/β-CATENINA E CÉLULAS-TRONCO TUMORAIS 

 

A família Wnt humana é composta por 19 glicoproteínas ricas em diferentes 

cisteínas que atuam como ligantes para mais de 15 receptores ou co-receptores, elas  

compreendem moléculas de sinalização intracelular, incluindo proteínas secretórias 



que atuam na gênese celular, crescimento, diferenciação e formação de órgãos 

(YANG et al., 2019). Como um dos alvos moleculares mais bem estabelecidos da 

terapia contra o câncer, a via de sinalização Wnt/β-catenina tem sido fortemente 

conectada à iniciação e progressão de muitos tipos de cânceres (KANDOTH et al., 

2013; STEINHART et al., 2017). 

Existem diferentes vias Wnt interligadas entre si que foram classificadas como 

via de sinalização canônica (β-catenina dependente) e não canônica. Em geral, a via 

de Wnt canônica é responsável pela auto-renovação, proliferação ou diferenciação 

das células-tronco, enquanto a via não-canônica participa da manutenção das células-

tronco, movimento celular, ou inibição da via canônica (DUCHARTRE; KIM; KAHN, 

2016). Dessa forma, ambas as vias, canônica e não-canônica podem estar envolvidas 

na formação e acúmulo das CTT. Além disso, a sinalização de Wnt tem sido envolvida 

não só no desenvolvimento do tumor, mas também na capacidade das células 

tumorais em escapar de diferentes tipos de estresse celular, tais como tratamentos 

medicamentosos e a resposta imune do hospedeiro (MARTIN-OROZCO et al., 2019).  

A via canônica de Wnt, pode ser ativada através da ligação de proteínas Wnt 

(como as Wnt1, Wnt3A e Wnt10B) com receptores de membrana da família Frizzled 

e do complexo co-receptor LRP5/LRP6. Quando estimulado, Frizzled pode ativar a 

proteína Disheveled no citoplasma; em seguida ocorre a ativação de seu fator 

downstream, a proteína de ligação (GBP) ao GSK3. GBP ativado pode identificar e 

inibir a fosforilação de GSK3β, que impede que β-catenina seja fosforilada. β-catenina 

é então acumulada no citoplasma, e está livre para ser translocada para o núcleo. 

Consequentemente, β-catenina intranuclear se liga aos fatores de transcrição LEF e 

TCF (lymphoid enhancer factor/T cell factor), às proteínas Legless (BCL9 e BCL9L), e 

à PYGO, para formar o complexo TCF/LEF-β-catenina-Legless-PYGO. Finalmente, 

esse complexo pode iniciar a transcrição dos genes-alvos downstream, incluindo o 

fator de crescimento de fibroblasto 20 (FGF20), ciclina D1, oncogene C-Myc, e 

proteína secretada WNT-indutível- 1 (WISP-1) (YANG et al., 2019) (Figura 1). 

A sinalização não canônica de Wnt envolve pelo menos duas vias distintas; a 

via de polaridade planar das células e a via de sinalização de cálcio, ambas 

independentes de β-catenina (KOMIYA; HABAS, 2008). A via de polaridade celular 

(PCP) é ativada pela ligação de Wnt4, Wnt5a ou Wnt11 à Frizzled e co-receptores 

Frizzled como RYK e ROR2, que irão ativar as GTPases Rho e Rac, levando à 

modificações no citoesqueleto, desencadeando a ativação transcricional de genes-



alvo responsáveis pela adesão celular e migração (KAHN, 2018; KOMIYA; HABAS, 

2008). Já a ativação da via de cálcio é iniciada pela ligação de Wnt à Frizzled, RYK 

ou ROR (receptores alternativos), que atuam na migração e inibição da via de Wnt 

canônica através do gerenciamento do fluxo de cálcio intracelular e ativação das 

proteínas quinase II dependente de cálcio calmodulina (CaMK2), Jun quinase (JNK) e 

proteína quinase C (PKC) (KAHN, 2018; KOHN; MOON, 2005). 

 

Figura 1 – Esquematização da via de Wnt/β-catenina canônica  

 

Fonte: Adaptado de Alamoud (2018). 

 

Evidências sugerem que o desenvolvimento do carcinoma oral é dependente 

da ativação de Wnt/β-catenina, que está associada à mudanças epigenéticas que 

mantém à estrutura da cromatina aberta, induzindo a ativação de genes que levam ao 

acúmulo de CTT (WEND et al., 2013). Além disso, as próprias CTT do carcinoma oral 

apresentam ativação aberrante de Wnt/β-catenina, reforçando sua importância na 

manutenção e acúmulo das CTT (LEE et al., 2014; WEND et al., 2013). 

A dinâmica da cromatina é comandada por modificações em caudas de 

histonas presentes no core do nucleossomo. A acetilação de lisinas localizadas nas 

caudas de histonas está associada com a ativação da transcrição, porém, a metilação 

de lisinas pode estar envolvida tanto na ativação como na repressão gênica. Por 



exemplo, a tri-metilação da lisina 4 da histona H3 (H3K4me3) está associada com a 

cromatina ativa, enquanto a tri-metilação das lisinas 9 e 27 (H3K9me3 e H3K27me3) 

está associada com a repressão da transcrição (GOLDBERG; ALLIS; BERNSTEIN, 

2007). Várias proteínas envolvidas em modificações da cromatina são recrutadas pela 

proteína β-catenina para controlar a expressão de seus genes-alvo, como a proteína 

histona acetiltransferase CBP (p300). β-catenina também interage com MLL, uma 

histona metiltransferase que promove a tri-metilação de H3K4 (SIERRA et al., 2006). 

MLL está associada com a ativação de genes que conferem propriedades de células-

tronco em tumores hematológicos (WEND et al., 2013). H3K4me3, por sua vez, é 

importante para a expressão de genes-alvo da via de Wnt/β-catenina por facilitar a 

associação dos co-ativadores PYGO2 e BCL9 com a cromatina (LI et al., 2017b, p. 3). 

Outras modificações epigenéticas também estão associadas com a 

manutenção e acúmulo das CTT e atuam em conjunto com a sinalização de Wnt/β-

catenina. KDM4C, uma lisina demetilase, participa da redução da heterocromatina e 

perda da repressão da transcrição gênica através da demetilação de H3K9me3. A 

ativação da via de Wnt/β-catenina promove o aumento da expressão de KDM4C em 

glioblastomas (CHEN et al., 2020). KDM1A (LSD1) também pertence à classe das 

lisinas demetilases e participa da demetilação das histonas H3K4 me1/2 e H3K9me1/2 

localizadas em genes associados com a manutenção da pluripotência e auto-

renovação das CTT, como a ativação de β-catenina (HUANG et al., 2017). Em 

contrapartida, a histona metiltransferase SETD2 é responsável por promover a tri-

metilação da histona H3K36 que está associada com a ativação da expressão gênica. 

SETD2 é frequentemente mutada ou deletada em diversos tumores. Em carcinoma 

colorretal, a inativação de SETD2 promove o acúmulo da proteína DVL2, o que 

aumenta a sinalização de Wnt/β-catenina, afetando os processos de auto-renovação 

e diferenciação das CTT e aumentando a agressividade tumoral (YUAN et al., 2017). 

O silenciamento epigenético mediado pelo potenciador de zeste homólogo 2 

(EZH2) contribui para a ativação constitutiva da via de sinalização Wnt/β-catenina e 

consequentemente para a proliferação de células de carcinoma hepatocelular 

(CHENG et al., 2011). O EZH2 é uma subunidade catalítica do complexo repressivo 

polycomb 2 (PRC2) que pode alterar a expressão gênica através da trimetilação da 

lisina 27 da histona H3 (H3K27) (DUAN; DU; GUO, 2020). A função oncogênica de 

EZH2 é devida à sua capacidade de reprimir a expressão de vários genes supressores 



tumorais através do silenciamento epigenético mediado pela trimetilação de H3K27 

(MA et al., 2019). 

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

6 CONCLUSÃO 

 

A via de Wnt/β-catenina está diretamente envolvida na carcinogênese oral, 

assim como na auto-renovação e proliferação de células-tronco tumorais 

quimiorresistentes. Os nossos resultados demonstraram que alterações epigenéticas, 

principalmente aquelas envolvidas na metilação de histonas, estão relacionadas com 

a ativação da via de Wnt/β-catenina. Os níveis de β-catenina, EZH2 e H3K27me3 

foram maiores nas linhagens quimiorresistentes, resultando na desregulação de 

genes downstream da via, como FGF18, MMP7 e VEGFA, o que pode contribuir para 

a agressividade e progressão tumoral. EZH2 e H3K27me3 parecem agir diretamente 

inibindo a transcrição de repressores de β-catenina, como APC, AXIN2 e GSK3β, 

deixando β-catenina livre para translocar-se para o núcleo e atuar como fator de 

transcrição, favorecendo a auto-renovação das células-tronco tumorais. A 

administração de inibidores de β-catenina em monoterapia e em combinação com o 

inibidor de EZH2 foi efetiva na diminuição das células-tronco tumorais, e na redução 

do volume tumoral, além da diminuição de marcadores de células-tronco tumorais e 

de metilação de histonas no tecido tumoral, sugerindo que a inibição farmacológica 

de β-catenina associada à drogas que regulam a maquinaria epigenética pode ser 

uma estratégia eficaz na eliminação das células-tronco tumorais e na redução do 

volume tumoral do carcinoma oral que apresenta resistência à terapias convencionais. 
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