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RESUMO

Torres Torres, Lizeth. Estudo de novas alternativas terapéuticas para superar a
resisténcia a cisplatina no carcinoma espinocelular de cavidade oral. 2021. 107f.
Dissertacao (mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
- Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

O carcinoma espinocelular da cavidade oral (CECO) € um dos tipos de cancer com
progndstico desfavoravel. A cisplatina € um dos quimioterapicos pos-operatérios mais
utilizados nesta neoplasia. No entanto, a baixa resposta e a recidiva devido a
aquisicdo de quimiorresisténcia, tem sido associada com a presenca das células-
tronco tumorais (CTT), visto que ha aumento dessa subpopulac&o apos o tratamento.
A autofagia tem sido associada a resisténcia a terapias antitumorais e estudada como
um alvo terapéutico promissor no tratamento de cancer. Nesse contexto, € necessario
buscar novas estratégias terapéuticas mais eficazes, com menos efeitos colaterais e
capazes de eliminar as CTT. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos
antitumorais de novas combinacdes terapéuticas com foco na autofagia frente a
resisténcia a cisplatina e as CTT em CECO. Selecionamos trés farmacos: Paclitaxel,
Cloroquina e FTY720 para testes in vitro de viabilidade usando quatro linhagens
celulares de CECO; Cal27 e SCC9 selvagens (WT) e Cal27 e SCC9 resistentes a
cisplatina (CisR), e posteriormente, foi determinado o indice de interacdo de drogas
(CID) entre os farmacos nas linhagens CisR. As linhagens CisR apresentaram queda
drastica da viabilidade celular quando expostas as combinacfes testadas e o0s
farmacos tiveram sinergismo significativo (CID<0.7). Sendo assim, trés combinac¢des
com maior sinergismo para cada linhagem resistente foram escolhidas para os testes
de clonalidade, formacéo de esferas (cultura 3D), e andlise de proteinas envolvidas
em autofagia e em vias de sinalizagdo de proliferagdo e sobrevivéncia celular por
Western blotting, assim como a expressao de genes relacionados a quimiorresisténcia
por PCR gquantitativo em tempo real. Nossos resultados indicaram que a aquisi¢cdo de
guimiorresisténcia a cisplatina esta associada com aumento de autofagia, onde a
inibicdo do mecanismo autofagico reverteu a resisténcia e permitiu elevada eficiéncia
de resposta aos farmacos combinados. Houve perda total da capacidade clonogénica,
diminuic&o significativa de células com carateristicas de CTT, assim como reducé&o de
vias associadas a carcinogénese, proliferacdo e sobrevivéncia (SET, c-Myc, Stat3,
NFkB, Akt). Portanto, as combina¢des de farmacos propostas neste trabalho sugerem
a autofagia como um alvo estratégico para evitar a quimiorresisténcia a cisplatina e
eliminar as CTT no cancer oral.

Palavras-chave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresisténcia, terapia combinada,
paclitaxel.



ABSTRACT

Torres Torres, Lizeth. Study of new therapeutic alternatives to overcome
cisplatin resistance in squamous cell carcinoma of the oral cavity. 2021. 107f.
Thesis (Master’s degree). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto - Universidade de Séo Paulo, Ribeir&o Preto, 2021.

Sqguamous cell carcinoma of the oral cavity (OSCC) is one of the types of cancer with
an unfavourable prognosis. Cisplatin is one of the most used postoperative
chemotherapy agents for this neoplasm. However, the low response and relapse due
to the acquisition of chemoresistance have been associated with the presence of
tumour stem cells (TCC), since there is an increase in this subpopulation after
treatment. Autophagy has been linked to resistance to antitumor therapies and studied
as a promising therapeutic target in cancer treatment. In this context, it is necessary to
seek new, more effective therapeutic strategies, with fewer side effects and capable of
eliminating CTT. This study aimed to investigate the antitumor effects of new
therapeutic combinations focusing on autophagy against cisplatin resistance and CTT
in CECO. We selected three drugs: Paclitaxel, Chloroquine and FTY720 for in vitro
viability tests using four CECO cell lines wild type Cal27 and SCC9 (WT) and cisplatin-
resistant Cal27 and SCC9 (CisR), and subsequently, the interaction index of drugs
(CID) among the drugs in the CisR strains. The CisR strains showed a drastic drop in
cell viability when exposed to the tested combinations and the drugs had significant
synergism (CID<0.7). Thus, three combinations with greater synergism for each
resistant strain were chosen for clonality tests, sphere formation (3D culture), and
analysis of proteins involved in autophagy and cell proliferation and survival signalling
pathways by Western blotting, as well as the expression of genes related to
chemoresistance by quantitative real-time PCR. Our results indicated that the
acquisition of cisplatin chemoresistance is associated with an increase in autophagy,
where the inhibition of the autophagic mechanism reversed the resistance and allowed
a high efficiency of response to the combined drugs. There was a total loss of
clonogenic capacity, a significant decrease in cells with CTT characteristics, as well as
a reduction in pathways associated with carcinogenesis, proliferation and survival
(SET, c-Myc, Stat3, NFkB, Akt). Therefore, the drug combinations proposed in this
work suggest autophagy as a strategic target to avoid cisplatin chemoresistance and
eliminate CTT in oral cancer.

Key words: Oral cancer, autophagy, chemoresistance, combined therapy, paclitaxel.



RESUMEN

Torres Torres, Lizeth. Estudio de nuevas alternativas terapéuticas para superar
la resistencia al cisplatino en el carcinoma epidermoide de cavidad oral. 2021.
107f. Tesis (Grado de Maestria). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

El carcinoma epidermoide de cavidad oral (CECO) es uno de los tipos de cancer con
pronéstico desfavorable. El cisplatino es uno de los agentes quimioterapicos
posoperatorios mas utilizados para esta neoplasia. Sin embargo, la baja respuestay la
recaida por adquisicion de quimiorresistencia se han asociado con la presencia de
células madre tumorales (CMT), ya que existe un aumento de esta subpoblacion
después del tratamiento. La autofagia se ha relacionado con la resistencia a las
terapias antitumorales, y se ha estudiado como un objetivo terapéutico prometedor en
el tratamiento del cancer. En este contexto, es necesario buscar nuevas estrategias
terapéuticas mas efectivas, con menos efectos secundarios y capaces de eliminar la
CMT. Este estudio tuvo como objetivo investigar los efectos antitumorales de nuevas
combinaciones terapéuticas centradas en la autofagia contra la resistencia al cisplatino
y CMT en CECO. Seleccionamos tres farmacos: Paclitaxel, Cloroquina 'y FTY720 para
pruebas de viabilidad in vitro utilizando cuatro lineas celulares CECO; Cal27 y SCC9
(WT) de tipo salvaje y Cal27 y SCC9 (CisR) resistentes al cisplatino, y posteriormente,
el indice de interaccion de farmacos (CID) entre los farmacos de las lineas CisR. Las
lineas CisR mostraron una caida drastica en la viabilidad celular cuando se expusieron
a las combinaciones analizadas y los farmacos tuvieron un sinergismo significativo
(CID <0,7). De esta forma, se eligieron tres combinaciones con mayor sinergismo para
cada linea resistente para los ensayos de clonalidad, formacion de esferas (cultivo 3D)
y andlisis de proteinas implicadas en la autofagia, proliferacion celular y las vias de
sefalizacion de supervivencia mediante Western blotting, asi como la expresion de
genes relacionados a quimiorresistencia mediante PCR cuantitativa en tiempo real.
Nuestros resultados indicaron que la adquisicion de quimiorresistencia al cisplatino se
asocia con un aumento de la autofagia, donde la inhibicién del mecanismo autofagico
revirtid la resistencia y permitio una alta eficiencia de respuesta a los farmacos
combinados. Hubo una pérdida total de capacidad clonogénica, una disminucion
significativa de las células con caracteristicas CMT, asi como una reduccion de las
vias asociadas a la carcinogénesis, proliferacion y supervivencia (SET, c-Myc, Stat3,
NFkB, Akt). Por tanto, las combinaciones de farmacos propuestas en este trabajo,
sugieren la autofagia como un objetivo estratégico para evitar la quimiorresistencia al
cisplatino y eliminar la CMT en el cancer oral.

Palabras clave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresistencia, terapia combinada,
paclitaxel.
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1. Introducéo

1.1. Carcinoma epidermoide de cavidade oral

Céancer é a denominacdo das doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células anormais com capacidade de invasdo nos tecidos
circundantes, podendo se espalhar por meio do sistema sanguineo ou linfatico a
outras partes do corpo segundo o National Cancer Institute, NIH e a American Cancer
Society, ACS.

O céancer da cabega e pesco¢co compreende os tumores malignos que se
desenvolvem no trato aerodigestivo superior (cavidade nasal e oral, faringe, laringe)
(PERDOMO et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION WHO, 2014). De acordo
com sua histologia, essas neoplasias podem se dividir em: adenocarcinomas, tumores
de tipo glandular e carcinomas (SCHLUMPF; HAERLE, 2015) e cerca de 40% destas
neoplasias acometem a cavidade oral (ALVARENGA et al., 2008). Desses tumores,
cerca de 90-95% sao identificados como carcinoma do epitélio de revestimento
estratificado (espinocelular, escamoso ou epidermoide) de cavidade oral (CECO) (CHI;
DAY; NEVILLE, 2015; GOERTZEN et al., 2018; SUDHAKARA et al., 2016) envolvendo
diferentes sitios anatémicos: lingua, assoalho bucal, gengivas superior e inferior,
glandulas paroétidas e salivares, palato duro e mucosa bucal (OMURA, 2014; RIVERA,
2015; SASAHIRA; KIRITA, 2018). Sendo considerado o tumor epitelial mais prevalente
e agressivo da regido de cabeca e pesco¢o (PAPAGERAKIS et al., 2014).

O CECO apresenta variagcdes na prevaléncia tanto geogréficas quanto de
género (maior morbidade e mortalidade no Sul da Asia: india e Sri Lanka, com maior
namero de casos na populacdo masculina) (BRAY et al., 2018). A Ultima estatistica
realizada pelo GLOBOCAN no ano 2020, reportou um total de 377.713 novos casos e
177.757 mortes por CECO a nivel mundial (SUNG et al., 2021). A estimativa nacional
para o triénio 2020 — 2022 prevé uma incidéncia 15.190 de novos casos de cancer de
cavidade oral, ocupando a quinta posicéo de incidéncia em homens (INCA, 2019).

Entre os principais fatores implicados no cancer oral estdo: o consumo
excessivo de tabaco (75% casos) e &lcool; os quais atuam sinergicamente,
potenciando o fator de risco (90% casos) (KUMAR et al., 2016; MARKOPOULOS,
2012; RIVERA, 2015), e presenca de do virus HPV (20% casos, 60 - 80% nos
carcinomas escamosos, principalmente na orofaringe) (JELIHOVSCHI et al., 2015).
Devido a etiologia multifatorial do CECO, outros fatores sdo considerados no

desenvolvimento dessa doenga, como: exposicdo a radiagcdo ultravioleta (UVB),
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infec¢gbes croénicas virais (Epstein-Barr, herpes simplex), deficiéncias nutricionais
(vitamina A, C, E, carotenoides, selénio), alteracbes genéticas, exposicoes
ocupacionais, ma higiene bucal (ELKASHTY; ASHRY; TRAN, 2019; KUMAR et al.,
2016).

A carcinogénese no CECO é um processo muito complexo que ainda ndo é
totalmente conhecido. Pode ser resumido como a exposi¢cdo cronica de um numero
limitado de queratinécitos normais a agentes carcinogénicos, um ou varios fatores
biolégicos, quimicos e/ou alteracbes genéticas em diferentes vias de sinalizacdo
(TP53, NOTCH, EGFR, CDKN2a, STAT3, Ciclina D1, Rb), os quais estimulam
mutacbes aleatdrias, modificando processos de progressdo do ciclo celular,
mecanismos de reparo do DNA, diferenciagcédo celular e apoptose (RIVERA, 2015). A
proliferacdo e o crescimento descontrolado desses queratinécitos instaveis (alterados)
levam a formacdo de um campo pré-cancerizado, com maiores vantagens de
adaptabilidade e sobrevivéncia em relagcdo as células vizinhas normais. Neste
contexto, originam-se as hiperplasias epiteliais, displasias (leves, moderadas ou
severas) até carcinomas in situ ou invasivos com presenca de metastases loco
regional e distante. Durante a transformacdo maligna ocorrem alteracdes que levam a
perda de adesdo celular e ativacdo da transicdo epitélio mesenquimal (EMT) (com
alguns fatores envolvidos: MMP-2, MMP-9, MMP-13, ROS, VEGF, CXCL1, CXCLS,
PDGF, IL-8, FGF-2, TGF-B, TNF-a, GMCSF, e reducdo da proteina E-caderina),
chegando ao carcinoma oral invasivo (RIVERA, 2015).

As principais carateristicas da doenca ligadas ao pior prognéstico sao
diagnostico tardio, metastase linfonodal e frente invasiva profunda do tumor (FELLER,;
LEMMER, 2012). Apesar dos progressos no tratamento de CECO, a taxa de sobrevida
em 5 anos ndo aumentou significativamente durante as Ultimas trés décadas (Tabela
1) (ACS).

Tabela 1 - Taxas de sobrevida relativa de 5 anos para CECO e céancer

orofaringeo.
Taxa de sobrevivénciarelativade 5
anos segundo o estagio* Todos os estagios
Localizado | Regional | Disseminada combinados
Lingua 82% 68% 40% 67%
Assoalho daboca 76% 38% 20% 51%
Orofaringe 62% 57% 29% 49%
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Fonte: American Cancer Society (ACS) (https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-
oropharyngeal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html). *Com base em pacientes
com CECO ou orofaringe entre 2010 e 2016.

Estes dados estdo relacionados a baixa resposta terapéutica causada pela

alta heterogeneidade tumoral (fator importante na resisténcia), a qual tem sido
associada a presenca de células tumorais com caracteristicas de células tronco,
chamadas células tronco tumorais (CTT) (PEITZSCH et al., 2019).

A abordagem terapéutica utilizada no céncer oral € determinada de acordo
com o estagio da doenca, levando-se em consideracdo a qualidade de vida e
sobrevida do paciente. A resseccdo do tumor primario e linfonodos comprometidos no
pescoco, além da braquiterapia, sdo os tratamentos padrédo usados em estadiamento
inicial (carcinoma in situ pequeno e acessivel) (BESSELL et al., 2011; OMURA, 2014).
Entretanto, esses procedimentos podem ser combinados ou seguidos de radioterapia,
guimioterapia, imunoterapia / bioterapia no tratamento primario, e aplicados em
estadiamentos avancados (maior crescimento tumoral, presenca de metastase) ou em
pacientes ndo adequados para intervengdo cirirgica (comorbidades médicas graves)
(HARTNER, 2018; HUANG; O’SULLIVAN, 2013). A cisplatna € um dos
guimioterapicos mais utilizados, inclusive como agente radio-sensibilizador, além de
outros como 5-fluoracil (5-FU) e docetaxel, e com alvos especificos como o cetuximab
(ANDREADIS et al.,, 2003; NARUSE et al., 2016; RAPIDIS et al., 2008), os quais
apresentam um aumento da taxa de sobrevida dos pacientes. Porém, sdo necessarios

mais estudos sobre sua eficacia terapéutica e possiveis efeitos secundarios.

1.2. Cisplatina

Dentre os agentes quimioterapicos mais utilizados no CECO estédo aqueles
gque contem altas doses de platna, como a cisplatna (CDDP: cis-
diaminodicloroplatina) que foi sintetizada em 1845 pelo médico e quimico italiano
Michele Peyrone (PERYONE, 1845) e aprovada pela FDA para uso clinico em 1978
(https://Amww.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&v

arAppINo=018057). A cisplatina é considerada um farmaco anticancerigeno potente e

altamente toxico utilizado em neoplasias hematoldgicas (VAN GELDER et al., 2016) e
diversos tumores sodlidos, tais como cancer de ovario (SUGIYAMA et al., 2000),
testicular (KONDAGUNTA et al., 2005), bexiga (SHIPLEY, 1987), mama
(VASSILOMANOLAKIS et al., 2000), entre outros.


https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-oropharyngeal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
https://www.cancer.org/cancer/oral-cavity-and-oropharyngeal-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html
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Este farmaco apresenta maior eficacia nos tumores malignos com rapido
crescimento (divisdo celular constante). Seu mecanismo de acdo esta baseado na
citotoxicidade induzida a partir das ligacdes intrafitas irreversiveis com o DNA. Quando
a cisplatina hidrolisada entra na célula por difusdo ou transporte ativo, ela se liga
favoravelmente com o sitio N7 do residuo da desoxiguanosina do DNA nuclear,
produzindo apenas uma ligagcdo covalente (aduto monofuncional). Posteriormente, o
aduto com a segunda base de guanina (maior afinidade) ou desoxiadenina (menor
afinidade) gera as ligagdes intrafitas (na mesma fita) ou interfitas (entre as duas fitas)
levando a quebra das fitas de DNA, seguido da inibicdo de sintese e replicacdo do
DNA (WANG; ZHU, 2018). Entretanto, ha trabalhos que mostram também uma
possivel interacdo e dano especifico da cisplatina no DNA mitocondrial (WISNOVSKY
etal., 2013; YANG et al., 2006).

A presenca de danos no DNA ativa os mecanismos de reparo (por excisdo de
nucleotideos, excisdo de base, recombinacdo ou mismatch), e as células eficientes no
reparo, sofrem a parada no seu ciclo celular e morrem por apoptose (via p53, MAPK e
p73) ou necrose (RIDDELL; LIPPARD, 2018). A concentracdo de cisplatina e 0 estado
da célula séo fatores determinantes envolvidos no tipo de morte celular (GONZALEZ
et al.,, 2001). Quando o dano no DNA ativa a proteina PARP-1, leva a clivagem de
NAD*, a qual inibe a glicélise (esgotamento de ATP) resultando no processo necrotico,
0 qual pode ser somado ao blogueio de caspases pelas proteinas IAP. Porém, se os
niveis de ATP sdo adequados para célula, o complexo de caspases ativadas 3-6-7
clivam o PARP-1, bloqueando a necrose e favorecendo a apoptose. Portanto, ambos
0S processos podem ocorrer, mas o estado energético da célula determina o tipo de
morte celular (CEPEDA et al., 2007).

Embora o DNA seja o alvo especifico para a cisplatina, a concentracao do
farmaco encontrada no material genético € de apenas o 5-10%, enquanto o 75-85%
restante se liga a sitios nucleofilicos de peptideos, proteinas, enzimas de replicacdo e
RNA, o que poderia ser a causa da sua alta toxicidade e resisténcia (GOMEZ-RUIZ et
al., 2012), limitando sua eficacia.

Toxicidade em diferentes tecidos, tais como gastrointestinal (nauseas,
vOmitos), neuronal (neuropatia periférica), renal (insuficiéncia renal aguda), ocular
(perda de visdo), hematologica (mielosupressdo), otorrinolaringologica (perda
auditiva), gonadal (comprometimento da espermatogénese e menopausa prematura)
sdo as mais frequentemente associadas ao uso da cisplatina (GOLD; RAJA, 2020).
Por outro lado, a resisténcia definida como multifatorial, ndo apresenta um consenso

ainda sobre os mecanismos de transporte envolvidos na concentragéo intracelular da
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cisplatina, a qual poderia ser determinada pela alteracéo de fluxo de entrada e/ou
saida dos transportadores de membrana (RIDDELL; LIPPARD, 2018). Vérios fatores
associados com a resisténcia a este farmaco foram reportados, entre eles a funcéo
dos tidis na glutationa (CHEN; KUO, 2010) e metalotioneinas (SI; LANG, 2018) assim
como a capacidade de tolerancia ou reparo de danos por platina no DNA (ROCHA et
al., 2018).

Devido a essa toxicidade, mecanismos de protecdo celular como a autofagia
podem ser ativados (JIANG et al.,, 2017; LIN et al., 2017a; SHI et al., 2016), onde a

inibicdo especifica da autofagia, poderia amplificar a efetividade da cisplatina.

1.3 FTY720

A resisténcia intrinseca ou adquirida a farmacos continua representando um
grande desafio frente a limitacdo dos tratamentos no cancer oral, o que torna
necessario e urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Enzimas
envolvidas no metabolismo de esfingolipidios tornaram-se alvos promissores no
desenvolvimento terapéutico contra céancer, devido a capacidade de reverter
processos de progressdo de cancer, resposta ao tratamento como resisténcia a
qguimioterapia (CANALS; HANNUN, 2014; OGRETMEN, 2017).

O Fingolimod (FTY720) (cloridrato de 2-amino-2-[2-(4-octilfenil)-1,3-
propanodiol]) foi o primeiro medicamento oral aprovado pela FDA (U.S. Food and Drug
Adminidtration) em 2010 para pacientes com esclerose multipla (SHARMA et al.,
2011). Esse farmaco imunomodulador resulta eficaz em doencas autoimunes, assim
como em modelos de transplante, agindo como um composto sintético analogo a
esfingosina (BRINKMANN et al., 2002). No entanto, além dos efeitos
imunossupressores, foi demostrado seu papel na inibicdo de vias de transducédo de
sinal associadas ao cancer (PATMANATHAN et al., 2015; ZHANG et al.,, 2013a),
provando sua efetividade antineoplasica em tumores de cancer de mama
(NAGAHASHI et al., 2016), ovéario (KREITZBURG et al., 2018; LEE et al., 2015a),
prostata (ALLAM et al., 2018; WANG et al., 2017), leucemia (WALLINGTON-BEDDOE
et al., 2011), colorretal (LI et al., 2016) entre outros.

O mecanismo de acdo do FTY720 nao fosforilado é baseado principalmente
na inibicdo da via de sinalizacdo da esfingosina-1-fosfato (S1P) pela inibicdo da
atividade quinase da SphK1 (esfingosina kinase 1). O FTY720 fosforilado (FTY720-p)
€ um potente inibidor funcional dos receptores da S1P (S1PR; 3 45), reduz os niveis de
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S1P e bloqueia as vias de sinalizagdo de viabilidade, proliferacdo e migracao celular
(TAKASAKI et al., 2018; WHITE et al., 2016).

A referida atividade citotéxica do FTY720 foi evidenciada a partir da indugao
de morte celular por autofagia, apoptose e necrose (ZHANG et al., 2013a, 2010a,
2013b), assim como na diminuicdo de metastase, reducdo de EMT (transicao epitélio-
mesenguimal), inibicdo de angiogénese e inflamacdo (promotor de tumorigénese)
(PATMANATHAN et al., 2015). Outros mecanismos também foram descritos, tais
como potencial agente sensibilizante a radioterapia e quimioterapias convencionais em
tumores resistentes (MARVASO et al., 2014; WANG et al., 2017).

Particularmente no cancer de cabeca e pescoco, a sinalizacéo de S1P regula
alguns aspectos da carcinogénese, embora algumas vias associadas a S1P ainda séo
desconhecidas. A SphK1 modula o desenvolvimento tumoral, onde a superexpresséo
dessa proteina em estagios avancados da doenca foi associada com baixa sobrevida,
se tornando um potencial alvo em terapias combinadas (NEMA et al., 2016).

O efeito antitumoral in vitro e in vivo do FTY720 tem sido associado com
autofagia, apoptose (BAI et al., 2017; PATMANATHAN et al., 2016) e aumento da
atividade da proteina fosfatase 2A (PP2A) mostrando reducao do crescimento celular
no cancer oral (SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; VELMURUGAN et al., 2018). Embora
0S mecanismos que envolvem o efeito do FTY720 n&o estejam claros, a inibicdo da
SPHK1 e/ ou a ativagdo da PP2A seriam as vias de sinalizagdo mais relevantes.

Por outro lado, o FTY720 apresentou toxicidade seletiva apenas nas células
de CECO comparado com células normais (queratinocitos e fibroblastos), derivando
em efeito sinérgico com a cisplatina na inducdo de morte celular (PATMANATHAN et
al.,, 2016). O mesmo resultado foi observado em outras neoplasias epiteliais como
cancer de pulméo (LI et al., 2017), ovéario (ZHANG et al., 2013b) e melanoma
(ISHITSUKA et al., 2014).

Recentemente, foi demostrado que as células-tronco normais (LIDGERWOOD
et al.,, 2018) e tumorais (MARFIA et al., 2014) s&o reguladas pela S1P. O eixo
SphK1/S1P seria um mediador importante em processos de autorenovagdo e
diferenciacéo das células-tronco, onde a inibicdo dessa via poderia ser considerada no
tratamento do cancer (NG et al.,, 2018). Estudos realizados em cancer de mama
apoiam esse mecanismo, devido ao aumento no desenvolvimento do tumor devido a
superexpressao de Sphkl por meio do S1PR3 em células-tronco tumorais (HIRATA et

al., 2014; WANG et al.,, 2016). Com base nisso, propde-se que a regulacédo dos
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referidos lipidios ativos possa ser um novo alvo terapéutico das células-tronco
tumorais, portanto susceptivel a acdo de FTY720.

1.4 Células Tronco-Tumorais

O céancer de cabeca e pescoco € uma doenca altamente heterogénea.
Existem dois modelos de heterogeneidade que explicam o desenvolvimento do cancer
nos tumores solidos. O modelo estocastico afirma que a capacidade proliferativa nas
células tumorais € homogénea, sendo produto do acumulo de altera¢cbes genéticas
devido a seu caréter instavel, enquanto o modelo hierarquico, indica que as células
tumorais estdo organizadas numa hierarquia funcional, onde uma subpopulagéo de
células do tumor, as células tronco-tumorais (CTT), apresentam o potencial
tumorigénico (RICH, 2016). Entretanto, estudos ao longo das ultimas décadas indicam
gue ambas as teorias ndo sdo excludentes; pelo contrario, sdo expressas de forma
diferente em varios estagios da progresséo do cancer, provando ser especifico para
cada tumor (KRISHNAMURTHY; NOR, 2012).

Do mesmo jeito que as células tronco-normais (CTN), as CTT apresentam
caracteristicas de autorrenovacdo e diferenciagdo. Assim como, potencial
tumorigénico e metastatico, crescimento independente de ancoragem, expressao ativa
da telomerase, bloqueio de senescéncia e deteccdo por meio de marcadores
especificos (ALLEGRA; TRAPASSO, 2012; BOROVSKI et al., 2011; KOBAYASHI; DE
NORONHA, 2015).

As CTT se localizam no nicho ou microambiente tumoral junto aos
componentes celulares do estroma (células tronco mesenquimais, células endoteliais,
imunes e fibroblastos), a matriz extracelular, fatores de crescimento e citocinas
(PLAKS; KONG; WERB, 2016; YE et al.,, 2014). O nicho fornece sinais para sua
funcionalidade, além de manté-las no seu estado tronco, evitando a apoptose. Da
mesma forma, o nicho regula a progresséo do tumor primario pela desdiferenciacao de
células tumorais em CTT, induzindo a metastase por EMT, onde a localizacéo e
crescimento dos tumores secundarios, seria facilitado por meio da formacéo de nichos
pre-metastaticos pelo tumor primario (BOROVSKI et al., 2011) (Figura 1). Outras
funcbes do nicho estdo ligadas a autorenovacédo das CTT, através das interacfes
célula-célula e célula-matriz evitando a exposi¢éo a diferenciacdo e apoptose, e com a
resisténcia a quimioterapia e radioterapia, que contribuem com a instabilidade genética
das CTT (ALLEGRA; TRAPASSO, 2012).
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A matriz extracelular constitui uma rede tridimensional de organizagcéo
complexa e dindmica, composta por colageno, proteoglicanos, elastina, fibronectina e
glicoproteinas, sujeita a remodelagdo continua e controlada (THEOCHARIS et al.,
2016). Essa regulacdo envolve a degradacdo da matriz por enzimas como as
metaloproteinases. Em doencas como o céncer, modificagcdes na protedlise dessas
proteinas podem mudar a estrutura da matriz, promovendo a invasdo e metastase do
tumor (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; KESSENBROCK; WANG; WERB,
2015).

No céncer de cabeca e pescoco, 0 80% das CTT estariam localizadas em
nichos perivasculares (frente invasiva do tumor perto dos vasos sanguineos), onde os
fatores secretados pelas células endoteliais associadas aos tumores, sinalizam vias
ligadas a melhora da autorenovacado e sobrevida das CTT (KRISHNAMURTHY et al.,
2010). Assim também, foram descritas algumas moléculas envolvidas na progresséao
do carcinoma oral, como a MMP-1 onde sua expressao foi dependente do grau do
tumor (GEORGE; RANGANATHAN; KRISHNA, 2010) e as MMP-2 e MMP-9 estiveram
associadas a um pior prognoéstico (KATAYAMA et al., 2004; PATEL et al., 2005).
Assim também, altos niveis de IL-6 nas células endoteliais associadas ao tumor
definiram a tumorigenicidade, além de promover fenétipos de poténcia e a fosforilagcdo
da via STAT3 (KRISHNAMURTHY et al.,, 2015). E a superexpressdo da proteina
tirosina kinase (TrkB) alterou a expressdo de mediadores moleculares de EMT,
negativa (E-caderina) e positivamente (Twist e Snail), promovendo a migracéo e
invaséo de CECO (KUPFERMAN et al., 2010).

O isolamento das CTT de um tumor baseia-se na identificacdo de suas
caracteristicas Unicas em relacéo a sua progénie diferenciada, bem como nas células-
tronco normais. Esses marcadores séo especificos e variam de acordo com o tipo de
tumor. A identificacdo das CTT de cancer de cabeca e pescogo tem sido realizada por
meétodos que incluem: a analise de marcadores de superficie CD44 (PRINCE et al.,
2007) e CD133 (ZHANG et al., 2010b), cujas células positivas demostraram uma alta
capacidade tumorigénica; a determinacdo da atividade enzimatica do aldeido
desidrogenasse (ALDH), responsavel pela oxidacdo de metabolitos toxicos de aldeido
(como algumas drogas quimioterapéuticas) (ZOU et al., 2012). A superexpresséo da
ALDHL1 foi associada com a invasédo angiolinfatica e metastase linfonodal no cancer
oral (MICHIFURI et al., 2012; ORTIZ et al., 2018).

Foi mostrado também que as células ALDH1" incluem um subconjunto de
células CD44", ou seja, células com ambos os marcadores fenotipicos (CLAY et al.,
2010). Esta dupla marcagdo ALDH1/CD44" evidenciou uma elevada expressdo de
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genes relacionados com células tronco embrionarias, quimiorresisténcia e EMT no
cancer de cabeca e pescoc¢o (CHEN et al., 2009).

Outra caracteristica importante é a capacidade de efluir um corante
fluorescente (Hoechst 33342), que ocorre por meio da expressdo de um grupo de
proteinas transportadoras transmembrana (ZHANG et al.,, 2009). As células
cancerigenas que excluem o corante Hoechst sdo denominadas como SP (“side
population”), as quais expressam genes do tipo CTTs e estdo envolvidas na
resisténcia a farmacos, recidiva e clonalidade no carcinoma oral (SHANG et al., 2016).
Por fim, a formagcdo de esferas tumorais em suspensdo (estado indiferenciado)
também tem sido considerada uma caracteristica de CTT, pois permite identificar
células com capacidade de proliferacdo sob condicdes de baixa adesdo (cultura

3D)(DONTU et al., 2003).

Figura 1. Participacao das células tronco tumorais na progressao do cancer.
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A) O desenwhimento do tumor se inicia a partir da formacdo das CTT. Estas podem ser
originadas por: 1. Alteracdes genéticas nas CTN, 2. Durante o estigio de desenwhimento a
partir dos precursores das CTT, 3. Ou mediante a desdiferenciagdo da célula madura normal
ou tumoral a CTT. Esta fase estd acompanhada por processos inflamatérios e aumento de
ROS. B) O crescimento do tumor é facilitado pelo seu microambiente tumoral (TME), onde as
CTT recrutam os componentes celulares do TME modelando sua matriz extracelular (ECM). O
incremento do wlume tumoral induz a angiogénese, o qual aumenta a permeabilidade
vascular, promovendo a migracdo e invasao associado ao processo de EMT. C) As CTT
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orquestram a cascata de metastase para estabelecer novwos nichos pre-metastaticos para sua
chegada. Similar ao tumor primario, 0 TME nos locais metastaticos promove a disseminacao de
células malignas, criando um nicho de suporte ao crescimento, promovendo a angiogénese
para apoiar o crescimento do tumor secundario (Modificado de AYOB; RAMASAMY, 2018).

A guantidade e velocidade de crescimento desses agregados ou esferoides
ou esferas, induz a presenca e capacidade de autorrenovacéo das CTT a partir da
populacdo heterogénea de células tumorais (LEE et al., 2015b). Uma maior
capacidade de formacdo de esferas foi observada em populacdes ALDH1" e CD44"
(KRISHNAMURTHY et al., 2010; OKAMOTO et al., 2009), expressando niveis altos de
fatores de transcricdo de pluripoténcia como Oct4, Nanog, Sox2, Sox9, CD117,
CD133, Nestin, ABCG2, Lin28, KFL4 (CHIOU et al., 2008; LEE et al., 2016; MISUNO
et al., 2013) no CECO, mostrando tumorigenicidade e capacidade metastatica.

Contudo, a resisténcia aos farmacos pelo enriquecimento da subpopula¢éo
de CTT, leva a regeneracdo e desenvolvimento de novos tumores apés tratamento,
gue por sua vez, prolonga o tempo da terapia, causando o fracasso do tratamento ou
torna-se um tumor com fendtipo mais agressivo (ALBERS et al., 2011;
KOUKOURAKIS et al., 2012).

Entre os mecanismos de resisténcia a terapia encontram-se: expressao
anormal de bombas de efluxo de drogas pelos transportadores ABC (ATP-binding
cassette), superexpressdo de vias anti-apoptéticas, reparo efetivo no dano ao DNA,
laténcia relativa / cinética do ciclo celular lento, ativacdo de vias pro-sobrevivéncia,
presenca de nichos hipoxicos, aumento da atividade de ALDH, resisténcia a
diferenciacéo (Figura 2).

Figura 2. Mecanismos moleculares das células tronco-tumorais naresisténcia a

farmacos.
% Inibidores de
’—\ R e transportadores ABC
Manutengio da l \ "\ i-  Eliminagdo de firmacos
integridade gendmica

Low O

Inibidores de
HIF-1, HIF-2

Hipoxia

Supresséo de " L

Bel2, c-FLIF, \
\

X
Evasdo a apoptose % Quimiorresisténcia
[ nas células
tronco - tumorais

Indugéo a / o
diferenciagao }— =
Autorrenovacdo
proliferation, survival... - Inlblcao de vias
vlncu\adas aALDH
Inibidores de vias

Notch, Hh, Wnt, Akt }»/ Atividade do aldeido

survivina, XIAP

Identificagéao
e indugao ao
ciclo celular

Quiescéncia

I [\

Stat3, IGF, NF-KB, BMP desidrogenasse

Sinalizagéo pro-sobrevivéncia




31
Introdug¢do

Oito alvos biolégicos relevantes (letras pretas) sdo os responsaweis do direcionamiento a
qguimiorresisténcia em CTTs (setas pretas). Cada mecanismo celular representado em graficos
e acompanhado de sua possivel forma de intervencdo terapéutica (caixas azuis com linhas)
(Modificado de SOTIROPOULOU et al., 2014).

Devido a isso, é possivel explicar o papel das CTT na terapia. As estratégias

terapéuticas que se concentram no direcionamento de CTT e seu nicho abordam a
eficacia das terapias tradicionais do cancer para erradicar as CTT, que de outra forma
resultariam em resisténcia a terapia. O uso combinado de terapias tradicionais com
agentes especificos de CTT direcionados, pode ter como alvo todo o cancer e oferecer
uma estratégia promissora para tratamento duradouro e até mesmo a cura. Estas
estratégias poderiam melhorar o tratamento, impedindo a recidiva ou a progressao do
cancer (Figura 3). Atualmente, existem varios estudos clinicos com diversas
combinacdes de farmacos usados em terapias convencionais e terapias direcionadas
as CTT, promovendo a morte das CTT e das células diferenciadas (HAN et al., 2013).
Dessa forma, esta abordagem seria a mais benéfica, tanto pela sua eficacia quanto

sua acao rapida.

Figura 3. Esquema ilustrativo das abordagens terapéuticas anticancerigenas
visando as células da massa tumoral e popula¢fes células-tronco tumorais.
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Os tratamentos conwvencionais sao dirigidos contra as células cancerigenas diferenciadas em
proliferacdo, ndo sendo capazes de atingir as CTT, resultando em selecdo das CTTs e recidiva

do céancer. Por outro lado, o direcionamento de terapias mais eficazes para CTT (nos
marcadores de superficie, nicho, mecanismos de sinalizacdo na manutencdo e sobrevivéncia
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ou nas vias metabdlicas das CTT) pode eliminar ou induzir a diferenciacdo destas células, o
que levaria as células remanentes a morte (Modificado de HAN et al., 2013).

1.5 Autofagia

A autofagia € um processo celular responséavel pela degradacao e reciclagem
de moléculas e organelas danificadas, que ocorre por diferentes vias de
direcionamento de substratos citoplasmaticos aos
autofagossomos/autofagolisossomos. Existem trés tipos principais de autofagia: A
microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) e a macroautofagia. A
macroautofagia € desenvolvida a partir do envelope de componentes celulares pelos
fagéforos (estruturas de membrana dupla) para formar o autofagossomo, o qual se
ligara posteriormente ao lisossomo “autofagolisossomo" para a degradacdo
enzimética, fornecendo assim aminoacidos ou lipidios e acidos nucleicos para o
metabolismo celular. Esta maquinaria esta desregulada em véarias doencas
neurodegenerativas, musculares, infecciosas, cardiovasculares, imunolégicas,
envelhecimento, bem como em Vvarios tipos de céancer (LEI et al., 2017; OJHA;
BHATTACHARYYA; SINGH, 2015).

1.5.1 Autofagia no cancer

A autofagia no céancer funciona como um mecanismo de sobrevivéncia,
protegendo as células tumorais contra condi¢cfes externas de estresse, como hipoxia,
suprimento insuficiente de nutrientes e energia, e terapias antitumorais (Figura 4). A
inducdo de autofagia foi descrita em diversas abordagens terapéuticas, promovendo a
sobrevivéncia das células tumorais e contribuindo com a resisténcia. Entre elas
destaca-se, as terapias genotoxicas convencionais (tais como radiagdo e cisplatina)
(APEL et al., 2008; MA et al., 2013; OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA, 2016a), ndo
convencionais e as terapias baseadas na inibicdo de PI3K, AKT e mTOR
(AMARAVADI et al., 2011). O aumento do fluxo autofagico no tumor traz como
consequéncia o incremento na producdo de EROs (devido a danos mitocondriais),
reducdo na apoptose, resposta ao estresse no reticulo endoplasmatico (pelos
agregados de proteinas) e a selecéo do fenotipo de CTT (SMITH; MACLEOD, 2019).



33
Introdug¢do

No entanto, se 0 estresse no microambiente tumoral persistir, a autofagia
excessiva pode levar a morte autofagica denominada morte celular programada tipo I,
desempenhando assim uma dupla fungdo (XU; XIA; PAN, 2013). A partir disso, tem
sido mostrado que certos agentes quimioterapicos tem sua efetividade antitumoral
aumentando o fluxo autofagico (ARYAL et al.,, 2014; HAN et al., 2014; LU et al.,
2014a). Enquanto, outros estudos mostraram que a autofagia tem efeito protetor
levando a progressdo tumoral (BELOUNIS et al., 2016; LIU et al.,, 2016; OJHA;
SINGH; BHATTACHARYYA, 2016a).

1.5.2 Autofagia e a subpopulacéo de células tronco tumorais

Com base no exposto acima, pode-se inferir que a terapia leva a selecéo de
células que expressam maiores niveis de autofagia, ou seja, as CTT resistentes ao
tratamento seriam as mais dependentes da autofagia. Embora os mecanismos pelos
guais a autofagia regula as CTT ainda ndo sejam totalmente conhecidos, alguns foram
propostos, entre eles: 1. Os metabdlitos de alta energia (lactato, cetonas) e a
expressdo de genes glicoliticos, que fornecem energia e nutrientes, promovendo a
autorrenovacao, crescimento tumoral e metastase. 2. Mediante a regulacdo de
mMiRNAs, na sobrevivéncia e potencial invasivo das CTT. 3. Alteracdo de vias de
sinalizacdo como EGFR-STAT3, TGFB / TGF-B-SMAD (LEI et al., 2017).
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A ativacdo da autofagia em resposta a varios estimulos (circulos coloridos) oferece vantagem
na progressao tumoral. Entre essas vias estdo: PERK-elF2a, IRE1-JNK1 e a liberagédo de ca®
(estresse pelo ER, reticulo endoplasmético), ativacdo de AMPK e subsequente inibicdo de
mTOR (estresse energético ou por hipdxia) e mediante a transcricdo de alguns genes de
autofagia “Atg” (estresse por deplecéo de nutrientes) (Modificado de XU; XIA; PAN, 2013).

A autofagia é fundamental no controle homeostatico e na manutencéo da
pluripoténcia tanto em células-tronco normais quanto tumorais (CHANG, 2020; NAZIO
et al.,, 2019; SALEMI et al., 2012; SHARIF et al., 2017; TEIXEIRA; RENATO; KEITH,
2012). A participacdo da autofagia nas CTT foi demonstrada em varias neoplasias
como cancer de bexiga (via JAK2 e STAT3) (OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA,
2016Db), (modulagdo de Oct-4, SOX2, Nanog) (YANG et al., 2017),
glioblastoma (via SDCBP/MDA-9/Syntenin) (TALUKDAR et al., 2018), ovario (pelo
fator de transcricdo NRF2) (WANG et al., 2018), colorretal (RAB5, RAB7 na via de
mitofagia e DCLK1) (KANTARA et al., 2014; TAKEDA et al., 2019), oral (EGFR) (LV et
al.,, 2020), entre outros. No entanto, o tipo mais estudado foi no cancer de mama,

cervical

observando-se que a expresséo de ATG4A, Bcl-1 e dos genes lisossomais resulta na
manutencdo das mamoesferas e no desenvolvimento da tumorigénese (GONG et al.,
2013; WOLF et al., 2013). Assim também, as subpopulacées CD24°/CD24 nesse
cancer,
(MAYCOTTE et al., 2016).

dependem da modulacdo da secrecdo de IL6 para a sobrevivéncia
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Devido a dicotomia da autofagia, outros autores afirmam que estaria sendo
regulada negativamente nas CTT. No caso da temozolomida, as células CD133"
contribuiram para a quimiorresisténcia com baixos niveis de autofagia (JUN et al.,
2009). Por outro lado, apés tratar células tumorais com a nigericina (HEGAZY et al.,
2016) e rotterina (KUMAR; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2013; SINGH et al., 2012), a
inducdo da autofagia levou a supressdo das caracteristicas de CTT, e induziu a
apoptose. Particularmente, no cancer escamoso do esb6fago, observou-se que a metil-
bardoxolona inibiu os marcadores EMT e CTT, e induziu a morte celular (WANG et al.,
2015).

1.5.3 Autofagia na quimiorresistenciatumoral

Devido a importancia da autofagia no cancer, varios estudos tém proposto
explorar sua modulagdo como alvo terapéutico no tratamento antitumoral. A cloroquina
(CQ) e hidroxicloroguina (HQ) séo inibidores do fluxo autofagico tardio, os quais atuam
evitando a acidificacdo lisossomal, a partir do blogueio da atividade lisossémica
secundaria, o que leva a ndo degradacdo das moléculas no autofagolisossomo
(PASCOLO, 2015). Esses inibidores apresentaram eficacia quando combinados com
outros farmacos, pois conseguiram atuar sinergicamente, melhorando a resposta a
guimio-radioterapia (5-fluoracilo + RT) em células p53-mutadas (SCHONEWOLF et al.,
2014), e potencializaram a citotoxicidade do Imatinib na diminuicdo do crescimento
celular (aumento na atividade de caspases 3/7) e da clonogenicidade (GUPTA et al.,
2010) (GUPTA et al., 2010). Em experimentos in vivo, a CQ e HQ reduziram o volume
tumoral (diminuindo a proteina autofagica SQSTML1), a metastase pulmonar em
camundongos no tratamento com o sorafenibe, resultando em altas taxas de sobrevida
(ERITJA et al.,, 2017). De modo similar, a HQ foi demostrada como terapia pré-
operatoria em pacientes com adenocarcinoma pancreatico em fase | e Il, junto ao
tratamento com gemcitabina, onde a inibicdo autofagica reduziu o marcador tumoral
CA19-9 em 73% dos pacientes, obtendo uma melhora na sobrevida global e livre de
doenga neste grupo (BOONE et al., 2016).

Na literatura tem sido descrito a utlizacdo de outros compostos
farmacoldgicos que regulam diversos pontos da via autofagica, tais como: inibidores
da fase inicial da autofagia, impedindo a formacao do autofagossomo; como o 3-MA
(inibidor da classe Il das PI3K) (LI et al., 2015; SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; SHIN
et al.,, 2017; THU et al.,, 2015), a cicloheximida (inibidor da sintese de proteinas)
(WANG; GUNDELACH; BRAM, 2017) e MRT68921 e MRT67307 (inibidores de ULK1
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e ULK2) (PETHERICK et al., 2015); no blogueio do autofagossomo, pela inativacéo de
genes autofagicos (SIRNA/shRNA Atg5, Beclin-1, Atg7) (CHEN et al., 2018b;
DOMAGALA et al., 2018; QADIR et al., 2008) ou da expressdo de microRNAs:
MiRNA26 (JIN et al., 2017), miRNA199-a-5p (LI et al., 2016b), miRNA-138-5p (TIAN et
al., 2017); impedindo a formagé&o do autofagolisossomos, a bafimolicina Al (BAF),
inibidor especifico da V-ATPase (QUAN et al.,, 2019); e no bloqueio de proteases
lisossomais, E64d (inibidor de catepsinas B e L) e a pepsatina A (inibidor de
catepsinas D e E) (TANIDA et al., 2005).

Em relacdo as CTT, alguns farmacos foram mais eficazes pela sua a¢ao nas
CTT, como a salinomicina, que mostrou maior efetividade em relacdo ao paclitaxel
devido ao seu efeito supressor na via autofagica-lisossomal e pré-apoptético nas
células tumorais, preferencialmente nas ALDH" (YUE et al., 2013). Em outros casos,
observou-se a implicagdo desses supressores autofagicos na capacidade de inibir o
fendtipo de CTT, na formacdo de mamoesferas e na reducdo de populacdes
CD447/CD24 (inibindo a migracdo e invasdo celular pela desregulagdo MMP-9 e
MMP-2) (AN et al., 2015) e CD133" (HAO; LIU; TIAN, 2019). Como consequéncia,
houve aumento na suscetibilidade das CTT aos tratamentos com salinomicina no
TNBC "cancer de mama triplo negativo” (AN et al., 2015), gemcitabina no cancer
pancreatico (YANG et al., 2015) e cisplatina no cancer pulmonar de células néo
pequenas (HAO; LIU; TIAN, 2019), onde a eficacia do tratamento anti-CTT dependeria
do tipo de tumor e da autofagia. Portanto, pode-se deduzir que esses reguladores de
autofagia podem atuar como possiveis adjuvantes, reduzindo a resisténcia ao

tratamento convencional em diferentes tipos de cancer.
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5. Concluséo

Nossos resultados mostraram que as linhagens CECO (Cal27 e SCC9) com
resisttncia & CDDP apresentaram aumento do fluxo autofagico e potencial
metastatico, o que indica a quimiosensibilizacdo terapéutica com alvo na autofagia
combinada a farmacos convencionais como potencial estratégia antitumoral para

impedir recidivas e tratar pacientes que nao respondem a cisplatina.

A Cloroquina (CQ) em baixas concentragdes in vitro possui sinergismo com
os farmacos antitumorais testados (CDDP, FTY720 e PTX), sendo essa a primeira
evidéncia experimental do sinergismo significativo entre FTY720 + PTX no modelo in

vitro de carcinoma epidermaide oral.

As combinac@es de farmacos testadas nas linhagens resistentes CECO CisR
foram eficientes bloqueando a formagéo clonogénica, assim como a inibicdo da
atividade do transportador BCRP e a diminui¢c&o na sinaliza¢&o celular mediada pelas
proteinas responsaveis na oncogénese e desenvolvimento tumoral, levando assim a
morte celular. Por fim, a estratégia de terapia combinada foi capaz de reduzir o
potencial de formacdo de esferas tumorais nas linhagens CECO CisR bem como
induziu a morte das células dessas estruturas, provavelmente devido a relagcéo entre a

autorrenovacao das CTTs e autofagia.



VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




81
Referencias Bibliogrdficas

6. Referéncias Bibliogréaficas

ALBERS, A. E. et al. Stem cells in squamous head and neck cancer. Critical reviews
in oncology/hematology, v. 81, n. 3, p. 224-240, 2011.

ALINARI, L. et al. FTY720 increases CD74 expression and sensitizes mantle cell
lymphoma cells to milatuzumab-mediated cell death. Blood, The Journal of the

American Society of Hematology, v. 118, n. 26, p. 6893—6903, 2011.

ALLAM, R. M. et al. Fingolimod interrupts the cross talk between estrogen metabolism
and sphingolipid metabolism within prostate cancer cells. Toxicology Letters, v. 291,
n. October 2017, p. 77-85, 2018.

ALLEGRA, E.; TRAPASSO, S. Cancer stem cells in head and neck cancer.
OncoTargets and Therapy, v. 5, p. 375-383, 2012.

ALVARENGA, L. et al. Epidemiologic evaluation of head and neck patients in a
university hospital of Northwestern S&o Paulo State. Revista Brasileira de
Otorrinologia, v. 74, n. 1, p. 68—73, 2008.

AMARAVADI, R. K. et al. Principles and Current Strategies for Targeting Autophagy for
Cancer Treatment. Clinical Cancer Research, v. 17, n. 4, p. 654—666, 2011.

AN, H. et al. Salinomycin promotes Anoikis and decreases inhibition of STAT3
activation in MDA-MB-231 cells. PLoS ONE, v. 2, n. 11, p. 1-17, 2015.

ANAND, K. et al. A Phase Il study of the efficacy and safety of Chloroquine in

combination with Taxanes in the treatment of patients with advanced or metastatic
anthracycline-refractory breast cancer. Clinical Breast Cancer, v. 21, n. 3, p. 199—-

204, 2021.

ANDREADIS, C. et al. 5-Fluorouracil and cisplatin in the treatment of advanced oral
cancer. Oral Oncology, v. 39, n. 4, p. 380-385, jun. 2003.

APEL, A. et al. Blocked Autophagy Sensitizes Resistant Carcinoma Cells to Radiation
Therapy. Cancer Research, v. 68, n. 5, p. 1485-1495, 2008.



82
Referencias Bibliogrdficas

ARNOLD, H. K.; SEARS, R. C. Protein Phosphatase 2A Regulatory Subunit B56a
Associates with c-Myc and Negatively Regulates c-Myc Accumulation. Molecular and

Cellular Biology, v. 26, n. 7, p. 2832—-2844, 2006.

ARYAL, P. et al. Baicalein induces autophagic cell death through AMPK / ULK1
activation and downregulation of mMTORC1 complex components in human cancer
cells. The FEBS Journal, v. 281, n. 20, p. 4644-4658, 2014.

AYOB, A Z; RAMASAMY, T. S. Cancer stem cells as key drivers of tumour
progression. Journal of Biomedical Science, v. 25, n. 1, p. 1-18, 2018.

BAI, L.-Y. et al. FTY720 Induces Autophagy- Associated Apoptosis in Human Oral
Squamous Carcinoma Cells, in Part, through a Reactive Oxygen Species / Mcl-1-
Dependent Mechanism. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 5600, 2017.

BELOUNIS, A. et al. Autophagy is associated with chemoresistance in neuroblastoma.
BMC Cancer, v. 16, n. 891, p. 1-14, 2016.

BESSELL, A. et al. Interventions for the treatment of oral and oropharyngeal cancers:

surgical treatment. Cochrane Systematic Review, n. 9, 2011.

BIGHETTI-TREVISAN, R. L. et al. Cancer Stem Cells : Powerful Targets to Improve
Current Anticancer Therapeutics. Stem cells international, 2019.

BOONE, B. et al. Safety and Biologic Response of Pre-operative Autophagy Inhibition
with Gemcitabine in Patients with Pancreatic Adenocarcinoma. Annals of Surgery
Oncology, v. 22, n. 13, p. 4402-4410, 2016.

BOROVSKI, T. et al. Cancer stem cell niche: The place to be. Cancer Research, v.
71, n. 3, p. 634-639, 2011.

BOYA, P.; KROEMER, G. Lysosomal membrane permeabilization in cell death.
Oncogene, v. 27, n. 50, p. 6434-6451, 2008.



83
Referencias Bibliogrdficas

BRAY, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for

Clinicians, set. 2018.

BRINKMANN, V. et al. The immune modulator FTY720 targets sphingosine 1-
phosphate receptors. Journal of Biological Chemistry, v. 277, n. 24, p. 21453

21457, 2002.

CALVET, C. Y.; ANDRE, F. M;; MR, L. M. The Culture of Cancer Cell Lines as
Tumorspheres Does Not Systematically Result in Cancer Stem Cell Enrichment. PloS
ONE, v. 9, n. 2, 2014.

CANALS, D.; HANNUN, Y. Novel Chemotherapeutic Drugs in Sphingolipid Cancer.
Sphingolipids: Basic Science and Drug Development., n. 215, p. 211-238, 2014.

CANNON, R. E. et al. Targeting blood-brain barrier sphingolipid signaling reduces
basal P-glycoprotein activity and improves drug delivery to the brain. Proceedings of
the National Academy of Sciences, v. 109, n. 39, p. 15930-15935, 2012.

CEPEDA, V. et al. Biochemical Mechanisms of Cisplatin Cytotoxicity. Anti-Cancer
Agents in Medicinal Chemistry, v. 7, n. 1, p. 3-18, 1 jan. 2007.

CERQUETTI, L. et al. C-MYC modulation induces responsiveness to paclitaxel in
adrenocortical cancer cell lines. International Journal of Oncology, v. 46, n. 5, p.
2231-2240, 2015.

CHANG, N. C. Autophagy and Stem Cells : Self-Eating for Self-Renewal. Frontiers in
Cell and Developmental Biology, v. 8, p. 1-11, 2020.

CHEN, H. E. et al. Chloroquine induces lysosomal membrane permeability- mediated
cell death in bladder cancer cells. Formosan Journal of Surgery, v. 51, n. 4, p. 133—

141, 2018a.

CHEN, H. H. W.; KUO, M. T. Role of Glutathione in the Regulation of Cisplatin
Resistance in Cancer Chemotherapy. Metal-Based Drugs, p. 1-7, 2010.



84
Referencias Bibliogrdficas

CHEN, J. et al. Inhibition of autophagy promotes cisplatin-induced apoptotic cell death
through Atg5 and Beclin 1 in A549 human lung cancer cells. Molecular Medicine
Reports, v. 17, n. 5, p. 6859-6865, 2018b.

CHEN, Y. C. et al. Aldehyde dehydrogenase 1 is a putative marker for cancer stem
cells in head and neck squamous cancer. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 385, n. 3, p. 307-313, 2009.

CHI, A.; DAY, T.; NEVILLE, B. Oral cavity and oropharyngeal squamous cell
carcinoma-An update. CA: A Cancer Journal for Clinicians, v. 65, n. 5, p. 401-421,

2015.

CHIN, T. et al. Targeting microtubules sensitizes drug resistant lung cancer cells to
lysosomal pathway inhibitors. Theranostics, v. 10, n. 6, p. 2727-2743, 2020.

CHIOU, J. et al. Comparing the Relationship of Taxol-Based Chemotherapy Response
with P-glycoprotein and Lung Resistance-Related Protein Expression in Non-Small Cell
Lung Cancer. Lung, v. 181, n. 5, p. 267-273, 2003.

CHIOU, S.-H. et al. Positive Correlations of Oct-4 and Nanog in Oral Cancer Stem-Like
Cells and High-Grade Oral Squamous Cell Carcinoma. Human Cancer Biology, v. 14,

n. 13, p. 4085-4095, 2008.

CHOI, A. et al. Anti-malarial Drugs Primaquine and Chloroquine Have Different
Sensitization Effects with Anti-mitotic Drugs in Resistant Cancer Cells. Anticancer

Research, v. 36, n. 4, p. 1641-1648, 2016.
CHOI, C. ABC transporters as multidrug resistance mechanisms and the development
of chemosensitizers for their reversal. Cancer Cell International, v. 5, n. 1, p. 1-13,

2005.

CHOI, D. S. et al. Chloroquine eliminates cancer stem cells through deregulation of
Jak2 and DNMT1. Stem Cells, v. 32, n. 9, p. 2309-2323, 2014.

CHOI, H. S.; KIM, Y.; YUN, P.-Y. Upregulation of MDR- and EMT-Related Molecules in



85
Referencias Bibliogrdficas

Cisplatin-Resistant Human Oral Squamous Cell Carcinoma Cell Lines. International
Journal of Molecular Sciences, v. 20, n. 12, 2019.

CHOU, H.-L. et al. Combination Therapy of Chloroquine and C2-Ceramide Enhances
Cytotoxicity in Lung Cancer H460 and H1299 Cells. Cancers, v. 11, n. 3, 2019.

CHOU, T. C. Drug combination studies and their synergy quantification using the chou-
talalay method. Cancer Research, v. 70, n. 2, p. 440-446, 2010.

CLAY, M. et al. Single marker identification of head and neck squamous cell carcinoma
cancer stem cells with aldehyde dehyrdrogenase. Head & Neck, v. 32, n. 9, p. 1195
1201, 2010.

CRISTOBAL, . et al. Activation of the Tumor Suppressor PP2A Emerges as a Potential
Therapeutic Strategy for Treating Prostate Cancer. Marine Drugs, v. 13, n. 6, p. 3276—
3286, 2015.

DATTA, S. et al. Autophagy inhibition with chloroquine reverts paclitaxel resistance and

attenuates metastatic potential in human nonsmall lung adenocarcinoma A549 cells via
ROS mediated modulation of B-catenin pathway. Apoptosis, v. 24, n. 5, p. 414-, 2019.

DOMAGALA, A. et al. Inhibition of autophagy sensitizes cancer cells to Photofrin-based
photodynamic therapy. BMC Cancer, v. 18, n. 1, p. 1-10, 2018.

DONTU, G. et al. In vitro propagation and transcriptional profiling of human mammary
stem / progenitor cells. Genes & development, v. 17, n. 10, p. 1253-1270, 2003.

ELKASHTY, O.; ASHRY, R.; TRAN, S. Head and neck cancer management and
cancer stem cells implication. Saudi Dental Journal, v. 31, n. 4, p. 395-416, 2019.

ELMORE, S. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicologic
pathology, v. 35, n. 4, p. 495-516, 2007.

ERITJA, N. et al. Autophagy orchestrates adaptive responses to targeted therapy in
endometrial cancer. Autophagy, v. 13, n. 3, p. 608624, 2017.

FELLER, L.; LEMMER, J. Oral Squamous Cell Carcinoma: Epidemiology, Clinical



86
Referencias Bibliogrdficas

Presentation and Treatment. Journal of Cancer Therapy, v. 3, p. 263-268, 2012.

FERNANDEZ-GIL, B. et al. Melatonin Enhances Cisplatin and Radiation Cytotoxicity in
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma by Stimulating Mitochondrial ROS
Generatio, Apoptosis and Autophagy. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, p.
1-12, 20109.

FORASTIERE, A. et al. Head and Neck Cancer. The New England Journal of
Medicine, v. 345, n. 26, p. 1890-1900, 2001.

FRANKEN, N. A. P. et al. Clonogenic assay of cells in vitro. Nature Protocols, v. 1, n.
5, p. 23152319, 2006.

FRIEDRICH, R. E.; PUNKE, C.; REYMANN, A. Expression of multi-drug resistance
genes (mdrl, mrpl, bcrp) in primary oral squamous cell carcinoma. In vivo, v. 18, n. 2,

p. 133148, 2004.

GAO, M,; XU, Y.; QIU, L. Enhanced combination therapy effect on paclitaxel-resistant
carcinoma by chloroquine co-delivery via liposomes. International Journal of

Nanomedicine, v. 10, p. 6615-6632, 2015.

GAO, M,; XU, Y.; QIU, L. Sensitization of multidrug-resistant malignant cells by
liposomes co-encapsulating doxorubicin and chloroquine through autophagic inhibition.
Journal of Liposome Research, v. 27, n. 2, p. 151-160, 2017.

GASIORKIEWICZ, B. M. et al. Autophagy modulating agents as chemosensitizers for
cisplatin therapy in cancer. Investigational New Drugs, v. 39, n. 2, p. 538-563, 2020.

GEORGE, A.; RANGANATHAN, K.; KRISHNA, U. Expression of MMP-1 in

histopathological different grades of oral squamous cell carcinoma and in normal
buccal mucosa — an immunohistochemical study. Cancer Biomarkers, v. 7, n. 6, p.

275-283, 2010.

GHAZI, N. et al. Cancer Stem Cells and Oral Carcinogenesis; a Review Article.
International Journal of Cancer Management, v. 12, p. 1-9, 2019.



87
Referencias Bibliogrdficas

GIOANNI, J. et al. Two new human tumor cell lines derived from squamous cell
carcinomas of the tongue: Establishment, characterization and response to cytotoxic
treatment. European Journal of Cancer and Clinical Oncology, v. 24, n. 9, p. 1445—

1455, 1988.

GOERTZEN, C. et al. Oral inflammation promotes oral squamous cell carcinoma
invasion. Oncotarget, v. 9, n. 49, p. 29047-29063, 2018.

GOLD, J. M.; RAJA, A Cisplatin (Cisplatinium). In: StatPearls (Internet). [s.l]
StatPearls Publishing, Treasure Island (FL), 2020.

GOMEZ-RUIZ, S. et al. On the Discovery, Biological Effects, and Use of Cisplatin and
Metallocenes in Anticancer Chemotherapy. Bioinorganic Chemistry and

Applications, v. 2012, p. 1-14, 2012.

GONG, C. et al. Beclin 1 and autophagy are required for the tumorigenicity of breast

cancer stem-like / progenitor cells. Oncogene, v. 32, n. 18, p. 2261-2272, 2013.

GONZALEZ, V. M. et al. Is Cisplatin-induced Cell Death Always Produced by
Apoptosis? Molecular Pharmacology, v. 59, n. 4, p. 657-663, abr. 2001.

GOTO, R. N. Estudo in vitro e in vivo de novos compostos : com alvo-especifico (
hnRNP K e SET ) ou com a¢do na mitocondria para uso como antitumoral em
carcinoma oral ou como citoprotetor em célula ndo- tumoral. [s.l.] Universidade de
Sao Paulo, 2017.

GOTO, R. N. et al. Synergic effect of OP449 and FTY720 on oral squamous cell
carcinoma. European Journal of Pharmacology, v. 882, 2020.

GUO, W. et al. Mitochondria P-glycoprotein confers paclitaxel resistance on ovarian
cancer cells. Oncotarget, v. 12, p. 3881-3891, 2019.

GUPTA, A. et al. Autophagy inhibition and antimalarials promote cell death in



88
Referencias Bibliogrdficas

gastrointestinal stromal tumor ( GIST ). Proceedings of the National Academy of
Sciences, v. 107, n. 32, p. 14333-14338, 2010.

GUZMAN, C. et al. ColonyArea: An ImageJ plugin to automatically quantify colony
formation in clonogenic assays. PLoS ONE, v. 9, n. 3, p. 1-9, 2014.

HAN, H.-Y. et al. Sulfasalazine Induces Autophagic Cell Death in Oral Cancer Cells via
Akt and ERK Pathways. Asian Pacific Journal of Cancer Prevention, v. 15, n. 16, p.

6939-6944, 2014.

HAN, J.; BURGESS, K. Fluorescent Indicators for Intracellular pH. Chemical Reviews,
v. 110, p. 2709-2728, 2010.

HAN, L. et al. Cancer stem cells : therapeutic implications and pers pectives in cancer
therapy. Acta Pharmaceutica Sinica B, v. 3, n. 2, p. 6575, 2013.

HAO, C.; LIU, G.; TIAN, G. Autophagy inhibition of cancer stem cells promotes the
efficacy of cisplatin against non-small cell lung carcinoma. Therapeutic Advances in
Respiratory Disease, v. 13, p. 1-11, 2019.

HARTNER, L. Chemotherapy for Oral Cancer. Dental Clinics of North America, V.
62, n. 1, p. 87-97, 2018.

HEGAZY, A. M. et al. Therapeutic Strategy for Targeting Aggressive Malignant
Gliomas by Disrupting Their Energy Balance. The Journal of Biological Chemistry,

v. 291, n. 41, p. 21496-21509, 2016.

HINOSHITA, E. et al. Increased Expression of an ATP-binding Cassette Superfamily
Transporter , Multidrug Resistance Protein 2 , in Human Colorectal Carcinomas.
Clinical Cancer Research, v. 6, n. 6, p. 2401-2407, 2000.

HIRATA, N. et al. Sphingosine-1-phosphate promotes expansion of cancer stem cells
via S1PR3 by a ligand-independent Notch activation. Nature Communications, v. 5,

n. 1, p. 1-14, 25 dez. 2014.

HONIG, S. M. et al. FTY720 stimulates multidrug transporter — and cysteinyl



89
Referencias Bibliogrdficas

leukotriene — dependent T cell chemotaxis to lymph nodes. The Journal of Clinical
Investigation, v. 111, n. 5, p. 627-637, 2003.

HU, J. et al. Paclitaxel induces apoptosis and reduces proliferation by targeting
epidermal growth factor receptor signaling pathway in oral cavity squamous cell
carcinoma. Oncology letters, v. 10, n. 4, p. 2378-2384, 2015.

HUANG, S.-H.; O’'SULLIVAN, B. Oral cancer: Current role of radiotherapy and
chemotherapy. Oral Medicine and Pathology, v. 18, n. 2, p. 233-240, 2013.

HUANG, Z. et al. Heat Shock Protein 27 , a Novel Regulator of Transforming Growth
Factor B Induced Resistance to Cisplatin in A549 Cell. Pharmacology, v. 100, p. 283—

291, 2017.

HUNG, M.; CHEN, K. Reprogramming the oncogenic response: SET protein as a
potential therapeutic target in cancer. Expert Opinion on Therapeutic Targets, v. 21,

n. 7, p. 685-694, 2017.

IKUTA, K. et al. Expression of Multidrug Resistance Proteins and Accumulation of
Cisplatin in Human Non-small Cell Lung Cancer Cells. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, v. 28, n. 4, p. 707712, 2005.

INCA. Estimativa 2020: Incidéncia de Cancer no Brasil/Instituto Nacional de

Cancer José Alencar Gomes da Silva. Rio de Janeiro: [s.n.].

ISHITSUKA, A. et al. FTY720 and cisplatin synergistically induce the death of cisplatin-

resistant melanoma cells through the downregulation of the PI3K pathway and the
decrease in epidermal growth factor receptor expression. International Journal of
Molecular Medicine, v. 34, n. 4, p. 1169-1174, 2014.

JANGHORBAN, M. et al. Targeting c-MYC by antagonizing PP2A inhibitors in breast
cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 111, n. 25, p. 9157—

9162, 2014.

JELIHOVSCHI, I. et al. Detection of Human Papilloma Virus in Head and Neck
Squamous Cell Carcinomas: a Literature Review. Revista medico-chirurgicala a



90
Referencias Bibliogrdficas

Societatii de Medici si Naturalisti din lasi, v. 119, n. 2, p. 502-509, 2015.

JIANG, L. et al. CAL 27 is an oral adenosquamous carcinoma cell line. Oral Oncology,
v. 45, n. 11, p. e204—e207, 2009.

JIANG, Y. et al. Cisplatin-induced autophagy protects breast cancer cells from
apoptosis by regulating yes-associated protein. Oncology Reports, v. 38, n. 6, p.

3668-3676, out. 2017.

JUN, F. et al. Glioblastoma stem cells resistant to temozolomide-induced autophagy.
Chinesse Medical Journal, v. 122, n. 11, p. 1255-1259, 2009.

JUNTTILA, M. R. et al. CIP2A Inhibits PP2A in Human Malignancies. Cell, v. 130, n. 1,
p. 51-62, 2007.

KALYANKRISHNA, S.; GRANDIS, J. R. Epidermal Growth Factor Receptor Biology in
Head and Neck Cancer. Journal of Clinical Oncology, v. 24, n. 17, p. 2666—2672,

2006.

KANEGAN, M. J. VAN et al. Distinct Protein Phosphatase 2A Heterotrimers Modulate
Growth Factor Signaling to Extracellular Signal-regulated Kinases and Akt *. The
Journal of Biological Chemistry, v. 280, n. 43, p. 36029-36036, 2005.

KANTARA, C. et al. Curcumin Promotes Autophagic Survival of a Subset of Colon
Cancer Stem Cells , Which Are Ablated by DCLK1-siRNA. Cancer Research, v. 74, n.

9, p. 2487-2499, 2014.
KATAYAMA, A. et al. Expressions of Matrix Metalloproteinases in Early-Stage Oral
Squamous Cell Carcinoma as Predictive Indicators for Tumor Metastases and

Prognosis. Clinical Cancer Research, v. 10, n. 2, p. 634-640, 2004.

KESSENBROCK, K.; PLAKS, V.; WERB, Z. Matrix Metalloproteinases: Regulators of
the Tumor Microenvironment. Cell, v. 141, n. 1, p. 52-67, 2010.

KESSENBROCK, K.; WANG, C.; WERB, Z Matrix metalloproteinases in stem cell



91
Referencias Bibliogrdficas

regulation and cancer. Matrix Biology, v. 44, p. 184-190, 2015.

KIMURA, T. et al. Chloroquine in Cancer Therapy: A Double-Edged Sword of
Autophagy. Cancer Research, v. 73, n. 1, p. 37, 2013.

KLIONSKY, D. J. et al. Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy (4th edition). Autophagy, v. 17, n. 1, p. 1-382, 2021.

KOBAYASHI, N.; DE NORONHA, S. Cancer stem cells: a new approach to tumor
development. Revista da Associacao Médica Brasileira, v. 61, n. 1, p. 86—93, 2015.

KONDAGUNTA, G. V. et al. Combination of Paclitaxel, lfosfamide, and Cisplatin Is an

Effective Second-Line Therapy for Patients With Relapsed Testicular Germ Cell
Tumors. Journal of Clinical Oncology, v. 23, n. 27, p. 6549-6555, 20 set. 2005.

KORITA, P. V et al. Multidrug resistance-associated protein 2 determines the efficacy
of cisplatin in patients with hepatocellular carcinoma. Oncology Reports, v. 23, n. 4, p.

965-972, 2010.

KOUKOURAKIS, M. . et al. Cancer stem cell phenotype relates to radio-chemotherapy
outcome in locally advanced squamous cell head-neck cancer. British Journal of
Cancer, v. 106, n. 5, p. 846-853, 2012.

KREITZBURG, K. M. et al. FTY720 enhances the anti-tumor activity of carboplatin and
tamoxifen in a patient-derived xenograft model of ovarian cancer. Cancer Letters, v.

436, n. 1, p. 75-86, nov. 2018.

KRISHNAMURTHY, S. et al. Endothelial cell-initiated signaling promotes the survival
and self-renewal of cancer stem cells. Cancer Research, v. 70, n. 23, p. 9969-9978,
2010.

KRISHNAMURTHY, S. et al. Endothelial Interleukin-6 defines the tumorigenic potential
of primary human cancer stem cells. Stem Cells, v. 32, n. 11, p. 2845-2857, 2015.

KRISHNAMURTHY, S.: NOR, J. E. Head and neck cancer stem cells. Journal of



92
Referencias Bibliogrdficas

Dental Research, v. 91, n. 4, p. 334-340, 2012.

KUMAR, D.; SHANKAR, S.; SRIVASTAVA, R. K. Rottlerin-induced autophagy leads to
the apoptosis in breast cancer stem cells : molecular mechanisms. Molecular Cancer,

v. 12, n. 171, p. 1-15, 2013.

KUMAR, M. et al. Oral cancer: Etiology and risk factors: A review. Journal of Cancer
Research and Therapeutics, v. 12, n. 2, p. 458-463, 2016.

KUO, Y. et al. Regulation of Phosphorylation of Thr-308 of Akt , Cell Proliferation , and
Survival by the B55a Regulatory Subunit Targeting of the Protein Phosphatase 2A
Holoenzyme to Akt *. Journal of Biological Chemistry, v. 283, n. 4, p. 1882-1892,

2008.

KUPFERMAN, M. et al. TrkB induces EMT and has a key role in invasion of head and
neck squamous cell carcinoma. Oncogene, v. 29, n. 14, p. 2047-2059, 2010.

LEE, J. W. et al. Sphingosine kinase 1 as a potential therapeutic target in epithelial

ovarian cancer. International Journal of Cancer, v. 137, n. 1, p. 221-229, 2015a.

LEE, S. H. et al. Human papillomavirus 16 (HPV16) enhances tumor growth and
cancer stemness of HPV-negative oral / oropharyngeal squamous cell carcinoma cells
via miR-181 regulation. Papillomavirus Research, v. 1, p. 116-125, 2015b.

LEE, S. H. et al. Orail promotes tumor progression by enhancing cancer stemness via
NFAT signaling in oral / oropharyngeal squamous cell carcinoma. Oncotarget, v. 7, n.
28, p. 43239-43255, 2016.

LEIl, Y. et al. Targeting autophagy in cancer stem cells as an anticancer therapy.
Cancer Letters, v. 393, p. 33-39, 2017.

LEOPOLDINO, A. M. et al. SET protein accumulates in HNSCC and contributes to cell
survival : Antioxidant defense , Akt phosphorylation and AVOs acidification. Oral
Oncology, v. 48, p. 1106-1113, 2012.



93
Referencias Bibliogrdficas

LI, J. et al. Inhibition of autophagy by 3-MA enhances IL-24-induced apoptosis in
human oral squamous cell carcinoma cells. Journal of Experimental & Clinical

Cancer Research, v. 34, p. 1-13, 2015.
LI, J. et al. FTY720-induced enhancement of autophagy protects cells from FTY720
cytotoxicity in colorectal cancer. Oncology Reports, v. 35, n. 5, p. 2833-2842, 2016.

LI, M.; GUO, H.; DAMUNI, Z. Purification and Characterization of Two Potent Heat-
Stable Protein Inhibitors of Protein Phosphatase 2A from Bovine Kidney?
Biochemistry, v. 34, p. 1988—-1996, 1995.

LI, M.; MAKKINJE, A.; DAMUNI, Z. The Myeloid Leukemia- associated Protein SET Is
a Potent Inhibitor of Protein Phosphatase 2A*. Journal of Biological Chemistry, v.
271, n. 19, p. 11059-11062, 1996.

LI, W. et al. Low - dose paclitaxel downregulates MYC proto - oncogene bHLH
transcription factor expression in colorectal carcinoma cells. Oncology letters, v. 15,
n. 2, p. 1881-1887, 2018.

LI, Y. et al. Combination treatment of FTY720 and cisplatin exhibits enhanced
antitumour effects on cisplatin-resistant non-small lung cancer cells. Oncology
Reports, v. 39, n. 2, p. 565-572, nov. 2017.

LIANG, J. et al. Sphingosine-1-Phosphate Links Persistent STAT3 Activation, Chronic
Intestinal Inflammation, and Development of Colitis-Associated Cancer. Cancer Cell, v.

23,n. 1, p. 107-120, 2013.

LIAO, J. et al. Cancer-associated fibroblasts confer cisplatin resistance of tongue
cancer via autophagy activation. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 97, p. 1341-

1348, 2018.

LIDGERWOOD, G. E. et al. Roles of lysophosphatidic acid and sphingosine-1-
phosphate in stem cell biology. Progress in Lipid Research, v. 72, n. September, p.
42-54, 2018.

LIN, J.-F. et al. Cisplatin induces protective autophagy through activation of BECNL1 in
human bladder cancer cells. Drug Design, Development and Therapy, v. 11, p.



94
Referencias Bibliogrdficas

1517-1533, maio 2017a.

LIN, S. et al. c-MYC expression in T (llIFIlV) stage oral squamous cell carcinoma
(OSCC) patients. Cancer Management and Research, v. 11, p. 5163-5169, 2019.

LIN, Y.-C. et al. Chloroquine and hydroxychloroquine inhibit bladder cancer cell growth
by targeting basal autophagy and enhancing apoptosis. Kaohsiung Journal of
Medical Sciences, v. 33, n. 5, p. 215-223, 2017b.

LIU, G. et al. Osteopontin induces autophagy to promote chemo-resistance in human
hepatocellular carcinoma cells. Cancer Letters, v. 383, n. 2, p. 171-182, 2016.

LIU, S.; LI, X. Autophagy inhibition enhances sensitivity of endometrial carcinoma cells
to paclitaxel. International Journal of Oncology, v. 46, n. 6, p. 2399-2408, 2015.

LU, J. et al. Cyclovirobuxine D Induces Autophagy-Associated Cell Death via the Akt /
MTOR Pathway in MCF-7 Human Breast Cancer Cells. Journal of Pharmacological
Sciences, v. 125, n. 1, p. 74-82, 2014a.

LU, Z et al. FTY720 inhibits proliferation and epithelial- mesenchymal transition in
cholangiocarcinoma by inactivating STAT3 signaling. BMC Cancer, v. 14, n. 1, p. 1-

11, 2014b.

LUKINA, M. M. et al. Metabolic cofactors NAD(P)H and FAD as potential indicators of
cancer cell response to chemotherapy with paclitaxel. Biochimica et Biophysica Acta

(BBA)-General Subjects, v. 1862, n. 8, p. 1693-1700, 2018.

LUQUE, R. et al. Drug resistance induced by paclitaxel and carboplatin plasmatic
concentrations in lung cancer cell lines. Journal of Clinical Oncology, v. 30, 2012.

LV, X. et al. EGFR enhances the stemness and progression of oral cancer through
inhibiting autophagic degradation of SOX2. Cancer Medicine, v. 9, n. 3, p. 1131-1140,

2020.

MA, B. et al. Inhibition of autophagy enhances cisplatin cytotoxicity in human adenoid



95
Referencias Bibliogrdficas

cystic carcinoma cells of salivary glands. Journal of Oral Pathology & Medicine, v.
42, p. 774-780, 2013.

MA, D. et al. Paclitaxel increases the sensitivity of lung cancer cells to lobaplatin via
PI3K/Akt pathway. Oncology letters, v. 15, n. 5, p. 6211-6216, 2018.

MARFIA, G. et al. Autocrine/paracrine sphingosine-1-phosphate fuels proliferative and
stemness qualities of glioblastoma stem cells. Glia, v. 62, n. 12, p. 1968-1981, 2014.

MARKOPOULOS, A. K. Current Aspects on Oral Squamous Cell Carcinoma. The
Open Dentistry Journal, v. 6, n. 1, p. 126-130, 2012.

MARVASO, G. et al. Sphingosine analog fingolimod (FTY720) increases radiation
sensitivity of human breast cancer cells in vitro. Cancer Biology and Therapy, v. 15,
n. 6, p. 797-805, 2014.

MAYCOTTE, P. et al. Autophagy Supports Breast Cancer Stem Cell Maintenance by
Regulating IL6 Secretion. Molecular Cancer Research, v. 13, n. 4, p. 651-658, 2016.

MICHIFURYI, Y. et al. High expression of ALDH1 and SOX2 diffuse staining pattern of
oral squamous cell carcinomas correlates to lymph node metastasis. Pathology
International, v. 62, n. 10, p. 684—689, 2012.

MISUNO, K. et al. Quantitative proteomic analysis of sphere-forming stem-like oral
cancer cells. Stem Cell Research & Therapy, v. 4, n. 6, p. 1-13, 2013.

MIZUSHIMA, N.; YOSHIMORIM, T.; LEVINE, B. Methods in Mammalian Research.
Cell, v. 140, n. 3, p. 313-326, 2010.

MODY, H. R. et al. SET contributes to the epithelial-mesenchymal transition of
pancreatic cancer. Oncotarget, v. 8, n. 40, p. 67966—67979, 2017.

MORI, Y. et al. Suppression of heat shock protein 70 by siRNA enhances the antitumor
effects of cisplatin in cultured human osteosarcoma cells. Cell Stress and
CHaperones, v. 22, p. 699-706, 2017.



96
Referencias Bibliogrdficas

MURUGAN, S.; AMARAVADI, R. K. Methods for Studying Autophagy Within the Tumor
Microenvironment. Advances in Experimental Medicine and Biology, v. 1, p. 145—
166, 2017.

NAGAHASHI, M. et al. Sphingosine-1-phosphate in the lymphatic fluid determined by
novel methods. Heliyon, v. 2, n. 12, 1 dez. 2016.

NAKAMURA, M. et al. Establishment and characterization of a cisplatin-resistant oral
squamous cell carcinoma cell line H-IR. Oncology Reports, v. 14, p. 1281-1286,

2005.

NAKAYAMA, S. et al. Prediction of paclitaxel sensitivity by CDK1 and CDK2 activity in
human breast cancer cells. Breast Cancer Research, v. 11, n. 1, p. 1-10, 2009.

NARUSE, T. et al. Cetuximab for the treatment of locally advanced and
recurrent/metastatic oral cancer: An investigation of distant metastasis. Molecular and
Clinical Oncology, v. 5, n. 2, p. 246252, ago. 2016.

NAZIO, F. et al. Autophagy and cancer stem cells: molecular mechanisms and
therapeutic applications. Cell Death & Differentiation, v. 26, p. 690-702, 2019.

NEMA, R. et al. Emerging role of sphingosine-1-phosphate signaling in head and neck
squamous cell carcinoma. OncoTargets and Therapy, v. 9, p. 3269-3280, 2016.

NG, D. C. H. et al. Stat3 regulates microtubules by antagonizing the depolymerization
activity of stathmin. The Journal of Cell Biology, v. 172, n. 2, p. 245-257, 2006.

NG, K. T. et al. Marked suppression of tumor growth by FTY720 in a rat liver tumor
model : The significance of down-regulation of cell survival Akt pathway. International
Journal of Oncology, v. 30, n. 2, p. 375-380, 2007.

NG, M. L. et al. Regulatory role of sphingosine kinase and sphingosine-1-phosphate
receptor signaling in progenitor/stem cells. World Journal of Stem Cells, v. 10, n. 9,

p. 119-133, 26 set. 2018.

OGRETMEN, B. Sphingolipid metabolism in cancer signalling and therapy. Nature
Reviews Cancer, v. 18, n. 1, p. 33-50, 2017.



97
Referencias Bibliogrdficas

OJHA, R.; BHATTACHARYYA, S.; SINGH, S. K. Autophagy in Cancer Stem Cells: A
Potential Link Between Chemoresistance , Recurrence , and Metastasis. Bioresearch
Open Access, v. 4, p. 97-108, 2015.

OJHA, R.; SINGH, S. K.; BHATTACHARYYA, S. JAK-mediated Autophagy Regulates
Stemness and Cell Survival in Cisplatin Resistant Bladder Cancer Cells. Biochimica et
Biophysica Acta BBA, v. 1860, n. 11, p. 2484-2497, 2016a.

OKAMOTO, A. et al. Expansion and characterization of cancer stem-like cells in
squamous cell carcinoma of the head and neck. Oral Oncology, v. 45, n. 7, p. 633—
639, 2009.

OMURA, K. Current status of oral cancer treatment strategies: Surgical treatments for
oral squamous cell carcinoma. International Journal of Clinical Oncology, v. 19, n.
3, p. 423-430, 2014.

ORTIZ, R. et al. CD44 and ALDH1 immunoexpression as prognostic indicators of
invasion and metastasis in oral squamous cell carcinoma. Journal of Oral Pathology
& Medicine, v. 47, n. 8, p. 740-747, 2018.

OTA, K. et al. Fingolimod sensitizes EGFR wild - type non - small cell lung cancer
cells to lapatinib or sorafenib and induces cell cycle arrest. Oncology Reports, v. 720,
p. 231-242, 2019.

OUCHIDA, A. T. et al. SET protein accumulation prevents cell death in head and neck
squamous cell carcinoma through regulation of redox state and autophagy. BBA -
Molecular Cell Research, v. 1866, n. 4, p. 623—-637, 2019.

PALLAVI, N.; NALABOLU, G. R. K.; HREMATH, S. K. S. Bcl- 2 and c- Myc expression
in oral dysplasia and oral squamous cell carcinoma : An immunohistochemical study to
assess tumor progression. Journal of Oral and Maxillofacial Pathology: JOMFP, v.
22, n. 3, p. 325-331, 2018.

PAPAGERAKIS, S. et al. Oral epithelial stem cells—Implications in normal
development and cancer metastasis. Experimental Cell Research, v. 325, n. 2, p.

111-129, jul. 2014.



98
Referencias Bibliogrdficas

PARK, D.; LEE, Y. Biphasic Activity of Chloroquine in Human Colorectal Cancer Cells.
Development & Reproduction, v. 18, n. 4, p. 225-231, 2014.

PASCOLO, S. Time to use a dose of Chloroquine as an adjuvant to anti-cancer
chemotherapies. European Journal of Pharmacology, v. 15, n. 771, p. 139-144,
2015.

PATEL, B. P. et al. Activation of MMP-2 and MMP-9 in Patients With Oral Squamous
Cell Carcinoma. Journal of Surgical Oncology, v. 90, n. 2, p. 81-88, 2005.

PATMANATHAN, S. N. et al. The antineoplastic properties of FTY720: Evidence for the
repurposing of fingolimod. Journal of Cellular and Molecular Medicine, v. 19, n. 10,
p. 2329-2340, 2015.

PATMANATHAN, S. N. et al. Aberrant expression of the S1P regulating enzymes,
SPHK1 and SGPL1, contributes to a migratory phenotype in OSCC mediated through
S1PR2. Scientific Reports, v. 6, n. March, p. 1-13, 2016.

PCHEJETSKI, D. et al. FTY720 ( Fingolimod ) Sensitizes Prostate Cancer Cells to
Radiotherapy by Inhibition of Sphingosine Kinase-1. Cancer Research, v. 70, n. 21, p.

8651-8661, 2010.

PEITZSCH, C. et al. Cancer Stem Cells in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma:
Identification, Characterization and Clinical Implications. Cancers, v. 11, n. 5, p. 616—

639, 2 maio 20109.

PERDOMO, S. et al. Head and neck cancer burden and preventive measures in
Central and South America. Cancer Epidemiology, v. 44, p. S43-S52, 2016.

PERYONE, M. Ueber die Einwirkung des Ammoniaks auf Platinchlorur. Annalen der
Chemie und Pharmacie, 1845.

PETHERICK, K. J. et al. Pharmacological Inhibition of ULK1 Kinase Blocks Mammalian
Target of Rapamycin (mMTOR) - dependent Autophagy. The Journal of Biological



99
Referencias Bibliogrdficas

Chemistry, v. 290, n. 18, p. 11376-11383, 2015.

PLAKS, V.; KONG, N.; WERB, Z. The Cancer Stem Cell Niche: How Essential is the
Niche in Regulating Stemness of Tumor Cells? Cell Stem Cell, v. 16, n. 3, p. 225-238,
2016.

PRINCE, M. E. et al. Identification of a subpopulation of cells with cancer stem cell
properties in head and neck squamous cell carcinoma. v. 104, n. 3, 2007.

QADIR, M. . et al. Macroautophagy inhibition sensitizes tamoxifen-resistant breast
cancer cells and enhances mitochondrial depolarization. Breast Cancer Research
and Treatment, v. 112, p. 389-403, 2008.

RAPIDIS, A. et al. Docetaxel in the treatment of squamous cell carcinoma of the head
and neck. Therapeutics and Clinical Risk Management, v. 4, n. 5, p. 865-886, out.

2008.

REN, J.-H. et al. Acquired Cisplatin Resistance in Human Lung Adenocarcinoma Cells
Is Associated with Enhanced Autophagy. Cancer Biotherapy and

Radiopharmaceuticals, v. 25, n. 1, p. 1-6, 2010.

RHEINWALD, J. G.; BECKETT, M. A. Tumorigenic Keratinocyte Lines Requiring
Anchorage and Fibroblast Support Cultured from Human Squamous Cell Carcinomas.
Cancer Research, v. 41, n. 5, p. 1657-1663, 1981.

RIDDELL, I. A; LIPPARD, S. J. 1. CISPLATIN AND OXALIPLATIN: OUR CURRENT
UNDERSTANDING OF THEIR ACTIONS. In: SIGEL, A. et al. (Eds.). . Metallo-Drugs:
Development and Action of Anticancer Agents. Berlin, Boston: De Gruyter, 2018. p.
1-42.

RUPMA, S. R. et al. Atovaquone and quinine anti-malarials inhibit ATP binding
cassette transporter activity. Malaria Journal, v. 13, p. 1-8, 2014.

RIVERA, C. Essentials of oral cancer. International Journal of Clinical and
Experimental Pathology, v. 8, n. 9, p. 11884-11894, 2015.



100
Referencias Bibliogrdficas

ROCHA, C. et al. DNA repair pathways and cisplatin resistance: an intimate
relationship. Clinics, v. 73, n. Suppl 1, p. 1-10, 9 out. 2018.

ROLFF, J. et al. Response of Patient-Derived Non-Small Cell Lung Cancer Xenografts
to Classical and Targeted Therapies Is Not Related to Multidrug Resistance Markers.
Journal of Oncology, 2009.

SADDOUGHI, S. A. et al. Sphingosine analogue drug FTY720 targets I2PP2A / SET
and mediates lung tumour suppression via activation of PP2A-RIPK1- dependent
necroptosis. EMBO Molecular Medicine, v. 5, n. 1, p. 105-121, 2013.

SALEM|, S. et al. Autophagy is required for self-renewal and differentiation of adult
human stem cells. Cell Research, v. 22, n. 2, p. 432-435, 2012.

SANTOS, L.; LEOPOLDINO, A. Analise dos mecanismos antitumorais de FTY720
em cancer espinocelular de cabeca e pescoco. [s.l.] Universidade de Sao Paulo-
Ribeirao Preto, 2018.

SASAHIRA, T.; KIRITA, T. Hallmarks of Cancer-Related Newly Prognostic Factors of
Oral Squamous Cell Carcinoma. International Journal of Molecular Sciences, v. 19,

n. 8, 2018.

SCHLUMPF, M. F.; HAERLE, S. K. The current role of imaging in head and neck
cancer: A clinician’s perspective. Swiss Medical Weekly, v. 144, n. September, p. 1—

9, 2015.

SCHONEWOLF, C. A. et al. Autophagy inhibition by chloroquine sensitizes HT-29
colorectal cancer cells to concurrent chemoradiation. World Journal of
Gastrointestinal Oncology, v. 6, n. 3, p. 74-82, 2014.

SHANG, H. et al. Multidrug resistance and tumor-initiating capacity of oral cancer stem
cells. Journal of the Balkan Union of Oncology, v. 21, n. 2, p. 461-465, 2016.

SHAO, M. et al. Encapsulation of chloroquine and doxorubicin by MPEG-PLA to
enhance anticancer effects by lysosomes inhibition in ovarian cancer. International
Journal of Nanomedicine, v. 13, p. 8231-8245, 2018.



101
Referencias Bibliogrdficas

SHARIF, T. et al. Autophagic homeostasis is required for the pluripotency of cancer
stem cells. Autophagy, v. 13, n. 2, p. 264-284, 2017.

SHARMA, S. et al. Fingolimod (FTY720): First approved oral therapy for multiple
sclerosis. Journal of Pharmacology and Pharmacotherapeutics, v. 2, n. 1, p. 49—
51, 2011.

SHEN, D. et al. Cisplatin Resistance: A Cellular Self-Defense Mechanism Resulting
from Multiple Epigenetic and Genetic Changes. Pharmacological Reviews, v. 64, n.

3, p. 706-721, 2012.

SHI, S. et al. ER stress and autophagy are involved in the apoptosis induced by
cisplatin in human lung cancer cells. Oncology Reports, v. 35, n. 5, p. 2606—2614,

maio 2016.

SHIN, D. et al. Redox Biology RITA plus 3-MA overcomes chemoresistance of head
and neck cancer cells via dual inhibition of autophagy and antioxidant systems. Redox
Biology, v. 13, p. 219-227, 2017.

SHIPLEY, W. U. Treatment of Invasive Bladder Cancer by Cisplatin and Radiation in
Patients Unsuited for Surgery. JAMA: The Journal of the American Medical
Association, v. 258, n. 7, p. 931-935, 21 ago. 1987.

SHRESTHA, R. et al. Dual Targeting of Sorafenib-Resistant HCC-Derived Cancer
Stem Cells. Current Oncology, v. 28, n. 3, p. 2150-2172, 2021.

SI, M.; LANG, J. The roles of metallothioneins in carcinogenesis. Journal of
Hematology & Oncology, v. 11, n. 1, p. 1-20, 23 dez. 2018.

SILVA, R. et al. Modulation of P-glycoprotein ef fl ux pump : induction and activation as
a therapeutic strategy. Pharmacology and Therapeutics, v. 149, p. 1-123, 2015.

SILVER, D. L. et al. Activated Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)

3: Localization in Focal Adhesions and Function in Ovarian Cancer Cell Motility.
Cancer Research, v. 64, n. 10, p. 3550-3558, 2004.



102
Referencias Bibliogrdficas

SINGH, B. N. et al. Rottlerin induces autophagy which leads to apoptotic cell death
through inhibition of PI3K / Akt / mTOR pathway in human pancreatic cancer stem
cells. Biochemical Pharmacology, v. 84, n. 9, p. 1154-1163, 2012.

SIRICHANCHUEN, B.; PENGSUPARP, T., CHANVORACHOTE, P. Long-term
cisplatin exposure impairs autophagy and causes cisplatin resistance in human lung

cancer cells. Molecular and Cellular Biochemistry, v. 364, n. 1, p. 11-18, 2012.

SMITH, A. G.; MACLEOD, K. F. Autophagy, cancer stem cells and drug resistance.
The Journal of Pathology, v. 247, n. 5, p. 708-718, 2019.

SOBRAL, L. M. et al. Stable SET knockdown in head and neck squamous cell
carcinoma promotes cell invasion and the mesenchymal-like phenotype in vitro, as well
as necrosis, cisplatin sensitivity and lymph node metastasis in xenograft tumor models.
Molecular Cancer, v. 13, n. 1, p. 1-13, 2014.

SOTIROPOULOU, P. A. et al. Chemical approaches to targeting drug resistance in
cancer stem cells. Drug Discovery Today, v. 19, n. 10, p. 1547-1562, 2014.

SQUARIZE, C. H. et al. Molecular Crosstalk between the NF-kB and STAT3 Signaling
Pathways in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Molecular Cross-Talk between
the NF K B and STAT3 Signaling Pathways in Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma. Neoplasia, v. 8, n. 9, p. 733—746, 2006.

SUDHAKARA, M. et al. Uncommon features in conventional oral squamous cell
carcinoma. Journal of Oral and Maxillofacial Pathology, v. 20, n. 2, p. 316-319,

2016.

SUGIYAMA, T. et al. Paclitaxel-cisplatin combination in advanced ovarian cancer: a
phase Il study. International Journal of Clinical Oncology, v. 5, n. 2, p. 85-88, abr.
2000.

SUN, M. et al. Nitidine chloride induces apoptosis, cell cycle arrest, and synergistic
cytotoxicity with doxorubicin in breast cancer cells. Tumor Biology, v. 35, n. 10, p.
10201-10212, 2014.



103
Referencias Bibliogrdficas

SUNG, H. et al. Global Cancer Statistics 2020 : GLOBOCAN Estimates of Incidence
and Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer Journal for

Clinicians, v. 71, n. 3, p. 209-249, 2021.

SUZUKI, M. et al. Heterogeneity of anticancer drug sensitivity in squamous cell
carcinoma of the tongue. Human Cell, v. 24, n. 1, p. 21-29, 2011.

TAKASAKI, T. et al. More than Just an Immunosuppressant: The Emerging Role of
FTY720 as a Novel Inducer of ROS and Apoptosis. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, p. 1-13, 28 mar. 2018.

TAKEDA, M. et al. Disruption of Endolysosomal RAB5 / 7 Ef fi ciently Eliminates
Colorectal Cancer Stem Cells. Molecular Cell Biology, v. 79, n. 7, p. 1426-1437,

2019.

TALUKDAR, S. et al. MDA-9 / Syntenin regulates protective autophagy in anoikis-
resistant glioma stem cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, V.

115, n. 22, p. 5768-5773, 2018.

TAN, B. et al. Effects of FTY720 (Fingolimod) on Proliferation , Differentiation , and
Migration of Brain-Derived Neural Stem Cells. Stem Cells International, 2016.

TANIDA, I. et al. Lysosomal turnover, but not a cellular level, of endogenous LC3 is a
marker for autophagy. Autophagy, v. 1, n. 2, p. 84-91, 2005.

TANIDA, I.; UENO, T.; KOMINAMI, E. LC3 and Autophagy. Methods in Molecular
Biology, v. 445, n. 2, p. 77-88, 2008.

TEIXEIRA, A.; RENATO, A.; KEITH, O. Autophagy in Stem Cell Maintenance and
Differentiation. Stem Cells and Development, v. 21, n. 4, p. 513-520, 2012.

THEOCHARIS, A. D. et al. Extracellular Matrix Structure. Advanced Drug Delivery
Reviews, v. 97, p. 4-27, 2016.



104
Referencias Bibliogrdficas

THU, A. et al. Autophagy inhibitor 3-methyladenine potentiates apoptosis induced by
dietary tocotrienols in breast cancer cells. European Journal of Nutrition, v. 54, p.

265-272, 2015.

TIAN, S. et al. miR-138-5p suppresses autophagy in pancreatic cancer by targeting
SIRT1. Oncotarget, v. 8, n. 7, p. 11071-11082, 2017.

TRAGANOS, F.; DARZYNKIEWICZ, Z. Lysosomal Proton Pump Activity : Supravital
Cell Staining with Acridine Orange Differentiates Leukocyte Subpopulations. Methods
in Cell Biology, v. 41, 1994.

VAN GELDER, M. et al. Efficacy of cisplatin-based immunochemotherapy plus alloSCT
in high-risk chronic lymphocytic leukemia: Final results of a prospective multicenter
phase 2 HOVON study. Bone Marrow Transplantation, v. 51, n. 6, p. 799-806, 2016.

VASSILOMANOLAKIS, M. et al. Vinorelbine and cisplatin in metastatic breast cancer
patients previously treated with anthracyclines. Annals of Oncology, v. 11, n. 9, p.

1155-1160, set. 2000.

VELMURUGAN, B. K. et al. PP2A deactivation is a common event in oral cancer and
reactivation by FTY720 shows promising therapeutic potential. Journal of Cellular
Physiology, v. 233, n. 2, p. 1300-1311, 2018.

WALKER, S. R. et al. Microtubule-Targeted Chemotherapeutic Agents Inhibit Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3) Signaling. Molecular
Pharmacology, v. 78, n. 5, p. 903-908, 2010.

WALLINGTON-BEDDOE, C. T. et al. FTY720 produces caspase-independent cell
death of acute lymphoblastic leukemia cells. Autophagy, v. 7, n. 7, p. 707-715, 2011.

WANG, H. et al. Gambogic acid induces autophagy and combines synergistically with
chloroquine to suppress pancreatic cancer by increasing the accumulation of reactive
oxygen species. Cancer Cell International, v. 19, n. 1, p. 1-15, 2019.

WANG, L.; GUNDELACH, J. H.; BRAM, R. J. Cycloheximide promotes paraptosis
induced by inhibition of cyclophilins in glioblastoma multiforme. Cell Death & Disease,

v. 8, n. 5, p. 1-11, 2017.



105
Referencias Bibliogrdficas

WANG, Q. et al. Core shell lipid-polymer hybrid nanoparticles with combined docetaxel

and molecular targeted therapy for the treatment of metastatic prostate cancer.
Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 1-8, 2017.

WANG, Q. et al. Autophagy Is Indispensable for the Self-Renewal and Quiescence of
Ovarian Cancer Spheroid Cells with Stem Cell- Like Properties. Oxidative Medicine

and Cellular Longevity, 2018.

WANG, Y.-C. et al. Benzyl butyl phthalate promotes breast cancer stem cell expansion
via SPHK1/S1P/S1PR3 signaling. Oncotarget, v. 7, n. 20, p. 29563, 2016.

WANG, Y. et al. Bardoxolone methyl induces apoptosis and autophagy and inhibits
epithelial-to-mesenchymal transition and stemness in esophageal squamous cancer
cells. Drug Design, Development and Therapy, v. 9, p. 993-1026, 2015.

WANG, Z; ZHU, G. DNA Damage Repair Pathways and Repair of Cisplatin-
Induced DNA Damage. [s.l.] Elsevier Inc., 2018.

WESTERMARCK, J.; HAHN, W. C. Multiple pathways regulated by the tumor
suppressor PP2A in transformation. Trends in Molecular Medicine, v. 14, n. 4, p.
152-160, 2008.

WHITE, C. et al. The emerging role of FTY720 (Fingolimod) in cancer treatment.
Oncotarget, v. 7, n. 17, p. 23106-23127, 26 abr. 2016.

WISNOVSKY, S. P. et al. Targeting Mitochondrial DNA with a Platinum-Based
Anticancer Agent. Chemistry & Biology, v. 20, n. 11, p. 1323-1328, nov. 2013.

WOLF, J. et al. A mammosphere formation RNAI screen reveals that ATG4A promotes
a breast cancer stem-like phenotype. Breast Cancer Research, v. 15, n. 6, p. 1-13,

2013.

WONDERGEM, N. E. et al. At the Crossroads of Molecular Biology and Immunology :

Molecular Pathways for Immunological Targeting of Head and Neck Squamous Cell



106
Referencias Bibliogrdficas

Carcinoma. Molecular Insights to Immunologically Target HNSCC, v. 2, p. 1-9,
2021.

WORLD HEALTH ORGANIZATION WHO. World Cancer Report 2014. Geneva,

Switzerland: International Agency for Research on Cancer, 2014.

XU, Y.; XIA, X; PAN, H. Active autophagy in the tumor microenvironment: A novel
mechanism for cancer metastasis (Review). Oncology Letters, v. 5, n. 2, p. 411-416,
2013.

YAMASAKI, M. et al. Role of multidrug resistance protein 2 (MRP2) in

chemoresistance and clinical outcome in oesophageal squamous cell carcinoma.
British Journal of Cancer, v. 104, n. 4, p. 707-713, 2011.

YANG, M. et al. Blockade of autophagy reduces pancreatic cancer stem cell activity
and potentiates the tumoricidal effect of gemcitabine. Molecular Cancer, v. 14, n. 179,

p. 1-17, 2015.

YANG, Y. et al. Application and interpretation of current autophagy inhibitors and
activators. Acta Pharmacologica Sinica, v. 34, n. 5, p. 625-635, 2013.

YANG, Z et al. Cisplatin Preferentially Binds Mitochondrial DNA and Voltage-
Dependent Anion Channel Protein in the Mitochondrial Membrane of Head and Neck
Sqguamous Cell Carcinoma: Possible Role in Apoptosis. Clinical Cancer Research, v.

12, n. 19, p. 5817-5825, 1 out. 2006.

YASUI, H. et al. FTY720 Induces Apoptosis in Multiple Myeloma Cells and Overcomes
Drug Resistance. Cancer Research, v. 65, n. 16, p. 7478-7485, 2005.

YE, J. et al. The cancer stem cell niche: cross talk between cancer stem cells and their
microenvironment. Tumor Biology, v. 35, p. 3945-3951, 2014.

YEH, E. et al. A signalling pathway controlling c-Myc degradation that impacts
oncogenic transformation of human cells. Nature cell biology, v. 6, n. 4, p. 308-318,



107
Referencias Bibliogrdficas

2004.

YUE, W. et al. Inhibition of the autophagic flux by salinomycin in breast cancer stem-
like / progenitor cells interferes with their maintenance. Autophagy, v. 9, n. 5, p. 714—

729, 2013.

ZHANG, J. et al. Enrichment and characterization of cancer stem - like cells in ultra-
low concentration of serum and non-adhesive culture system. American Journal of

translational research, v. 10, n. 5, 2018a.

ZHANG, L. et al. FTY720 reduces migration and invasion of human glioblastoma cell
lines via inhibiting the PI3K / AKT / mTOR / p70S6K signaling pathway. Tumor
Biology, v. 35, n. 11, p. 10707-10714, 2014.

ZHANG, L. I. et al. FTY720 for cancer therapy (Review). Oncology Reports, v. 30, p.

2571-2578, 2013a.

ZHANG, N. et al. FTY720 induces necrotic cell death and autophagy in ovarian cancer
cells: A protective role of autophagy. Autophagy, v. 6, n. 8, p. 1157-1167, 16 nov.

2010a.

ZHANG, N. et al. Combination of FTY720 with cisplatin exhibits antagonistic effects in
ovarian cancer cells: Role of autophagy. International Journal of Oncology, v. 42, n.
6, p. 2053—-2059, 2013b.

ZHANG, P. et al. Side population in oral squamous cell carcinoma possesses tumor
stem cell phenotypes. Cancer Letters, v. 277, n. 2, p. 227-234, 2009.

ZHANG, Q. et al. A subpopulation of CD133 + cancer stem-like cells characterized in
human oral squamous cell carcinoma confer resistance to chemotherapy. Cancer
Letters, v. 289, n. 2, p. 151-160, 2010b.

ZHANG, W. et al. Paclitaxel resistance in MCF-7 / PTX cells is reversed by paeonol
through suppression of the SET / phosphatidylinositol 3-kinase / Akt pathway.
Molecular Medicine Reports, v. 12, n. 1, p. 1506-1514, 2015.

ZHANG, X. et al. Paclitaxel induces apoptosis of esophageal squamous cell carcinoma



108
Referencias Bibliogrdficas

cells by downregulating STAT3 phosphorylation at Ser727. Oncology Reports, v. 37,
n. 4, p. 2237-2244, 2017.

ZHANG, Y. et al. Plasma membrane changes during programmed cell deaths. Nature
Publishing Group, v. 28, n. 1, p. 9-21, 2018b.

ZOU, B. O. et al. Aldehyde dehydrogenase activity is a cancer stem cell marker of
tongue squamous cell carcinoma. Molecular Medicine Reports, v. 5, n. 4, p. 1116-

1120, 2012.






