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RESUMO 

 

Torres Torres, Lizeth. Estudo de novas alternativas terapêuticas para superar a 
resistência a cisplatina no carcinoma espinocelular de cavidade oral. 2021. 107f. 
Dissertação (mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto 
- Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 
O carcinoma espinocelular da cavidade oral (CECO) é um dos tipos de câncer com 
prognóstico desfavorável. A cisplatina é um dos quimioterápicos pós-operatórios mais 
utilizados nesta neoplasia. No entanto, a baixa resposta e a recidiva devido à 
aquisição de quimiorresistência, tem sido associada com a presença das células -
tronco tumorais (CTT), visto que há aumento dessa subpopulação após o tratamento. 
A autofagia tem sido associada à resistência a terapias antitumorais e estudada como 
um alvo terapêutico promissor no tratamento de câncer. Nesse contexto, é necessário 
buscar novas estratégias terapêuticas mais eficazes, com menos efeitos colaterais e 
capazes de eliminar as CTT. O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos 
antitumorais de novas combinações terapêuticas com foco na autofagia frente a 
resistência à cisplatina e as CTT em CECO. Selecionamos três fármacos: 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 à 
cisplatina (CisR), e posteriormente, foi determinado o índice de interação de drogas 
(CID) entre os fármacos nas linhagens CisR. As linhagens CisR apresentaram queda 
drástica da viabilidade celular quando expostas às combinações testadas e os 
fármacos tiveram sinergismo significativo (CID<0.7). Sendo assim, três combinações 
com maior sinergismo para cada linhagem resistente foram escolhidas para os testes 
de clonalidade, formação de esferas (cultura 3D), e análise de proteínas envolvidas 
em autofagia e em vias de sinalização de proliferação e sobrevivência celular por 
Western blotting, assim como a expressão de genes relacionados à quimiorresistência 
por PCR quantitativo em tempo real. Nossos resultados indicaram que a aquisição de 
quimiorresistência à cisplatina está associada com aumento de autofagia, onde a 
inibição do mecanismo autofágico reverteu a resistência e permitiu elevada eficiência 
de resposta aos fármacos combinados. Houve perda total da capacidade clonogênica, 
diminuição significativa de células com caraterísticas de CTT, assim como redução de 
vias associadas a carcinogênese, proliferação e sobrevivência (SET, c-Myc, Stat3, 
NFkB, Akt). Portanto, as combinações de fármacos propostas neste trabalho sugerem 
a autofagia como um alvo estratégico para evitar a quimiorresistência a cisplatina e 
eliminar as CTT no câncer oral. 
 
 
Palavras-chave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresistência, 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 Ciências Farmacêuticas de Ribeirão 
Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 
 
Squamous 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 Maestría). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 
Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2021. 

 
 
El carcinoma epidermoide de cavidad oral (CECO) es uno de los tipos de cáncer con 
pronóstico desfavorable. El cisplatino es uno de los agentes quimioterápicos 
posoperatorios más utilizados para esta neoplasia. Sin embargo, la baja respuesta y la 
recaída por adquisición de quimiorresistencia se han asociado con la presencia de 
células madre tumorales (CMT), ya que existe un aumento de esta subpoblación 
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 cáncer. En este contexto, es necesario buscar nuevas estrategias 
terapéuticas más 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 fármacos: Paclitaxel, Cloroquina y FTY720 para 
pruebas de viabilidad in vitro utilizando cuatro líneas celulares CECO; Cal27 y SCC9 
(WT) de tipo salvaje y Cal27 y SCC9 (CisR) resistentes al cisplatino, y posteriormente, 
el índice de interacción de fármacos (CID) entre los fármacos de las lineas CisR. Las 
lineas CisR mostraron una caída drástica en la viabilidad celular cuando se expusieron 
a las combinaciones analizadas y los fármacos 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, formación de esferas (cultivo 3D) 
y análisis de proteínas implicadas en la autofagia, proliferación celular y las vías de 
señalización de supervivencia mediante Western blotting, así como la expresión de 
genes relacionados a quimiorresistencia mediante PCR cuantitativa en tiempo real. 
Nuestros resultados indicaron que la adquisición de quimiorresistencia al cisplatino se 
asocia con un aumento de la autofagia, donde la inhibición del mecanismo autofágico 
revirtió la resistencia y permitió una alta eficiencia de respuesta a los fármacos 
combinados. Hubo una pérdida total de capacidad clonogénica, una disminución 
significativa de las células con características CMT, así como una reducción de las 
vías asociadas a la carcinogénesis, proliferación y supervivencia (SET, c-Myc, Stat3, 
NFkB, Akt). Por tanto, las combinaciones de fármacos propuestas en este trabajo, 
sugieren la autofagia como un objetivo estratégico para evitar la quimiorresistencia al 
cisplatino y eliminar la CMT en el cáncer oral. 

 

Palabras clave: Carcinoma oral, autofagia, quimiorresistencia, terapia combinada, 

paclitaxel. 
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1. Introdução    
 

1.1. Carcinoma epidermoide de cavidade oral  

 

  Câncer é a denominação das doenças caracterizadas pelo crescimento 

descontrolado de células anormais com capacidade de invasão nos tecidos 

circundantes, podendo se espalhar por meio do sistema sanguíneo ou linfático a 

outras partes do corpo segundo o National Cancer Institute, NIH e a American Cancer 

Society, ACS.  

 O câncer da cabeça e pescoço 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% são 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 sítios anatômicos: língua, assoalho bucal, gengivas superior e inferior, 

glândulas parótidas e salivares, palato duro e mucosa bucal (OMURA, 2014; RIVERA, 

2015; SASAHIRA; KIRITA, 2018). Sendo considerado o tumor epitelial mais prevalente 

e agressivo da região de cabeça e pescoço (PAPAGERAKIS et al., 2014). 

 O CECO apresenta variações na prevalência tanto geográficas quanto de 

gênero (maior morbidade e mortalidade no Sul da Ásia: Índia e Sri Lanka, com maior 

número de casos na população masculina) (BRAY et al., 2018). A última estatística 

realizada pelo GLOBOCAN no ano 2020, reportou um total de 377.713 novos casos e 

177.757 mortes por CECO a nível mundial (SUNG et al., 2021). A estimativa nacional 

para o triênio 2020 – 2022 prevê uma incidência 15.190 de novos casos de câncer de 

cavidade oral, ocupando a quinta posição de incidência em homens (INCA, 2019). 

Entre os principais fatores implicados no câncer oral estão: o consumo 

excessivo de tabaco (75% casos) e álcool; os quais atuam sinergicamente, 

potenciando o fator de risco (90% casos) (KUMAR et al., 2016; MARKOPOULOS, 

2012; RIVERA, 2015), e presença de do vírus HPV (20% casos, 60 - 80% nos 

carcinomas escamosos, principalmente na orofaringe) (JELIHOVSCHI et al., 2015). 

Devido a etiologia multifatorial do CECO, outros fatores são considerados no 

desenvolvimento dessa doença, como: exposição à radiação ultravioleta (UVB), 
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infecções crônicas virais (Epstein-Barr, herpes simplex), deficiências nutricionais 

(vitamina A, C, E, carotenoides, selênio), alterações genéticas, exposições 

ocupacionais, má higiene bucal (ELKASHTY; ASHRY; TRAN, 2019; KUMAR et al., 

2016). 

 A carcinogênese no CECO é um processo muito complexo que ainda não é 

totalmente conhecido. Pode ser resumido como a exposição crônica de um número 

limitado de queratinócitos normais a agentes carcinogênicos, um ou vários fatores 

biológicos, químicos e/ou alterações genéticas em diferentes vias de sinalização 

(TP53, NOTCH, EGFR, CDKN2a, STAT3, Ciclina D1, Rb), os quais estimulam 

mutações aleatórias, modificando processos de progressão do ciclo celular, 

mecanismos de reparo do DNA, diferenciação celular e apoptose (RIVERA, 2015). A 

proliferação e o crescimento descontrolado desses queratinócitos instáveis (alterados) 

levam a formação de um campo pré-cancerizado, com maiores vantagens de 

adaptabilidade e sobrevivência em relação às células vizinhas normais. Neste 

contexto, originam-se as hiperplasias epiteliais, displasias (leves, moderadas ou 

severas) até carcinomas in situ ou invasivos com presença de metástases loco 

regional e distante. Durante a transformação maligna ocorrem alterações que levam à 

perda de adesão celular e ativação da transição epitélio mesenquimal (EMT) (com 

alguns fatores envolvidos: MMP-2, MMP-9, MMP-13, ROS, VEGF, CXCL1, CXCL8, 

PDGF, IL-8, FGF-2, TGF-β, TNF-α, GMCSF, e redução da proteína E-caderina), 

chegando ao carcinoma oral invasivo (RIVERA, 2015). 

As principais caraterísticas da doença ligadas ao pior prognóstico são 

diagnóstico tardio, metástase linfonodal e frente invasiva profunda do tumor (FELLER; 

LEMMER, 2012). Apesar dos progressos no tratamento de CECO, a taxa de sobrevida 

em 5 anos não aumentou significativamente durante as últimas três décadas (Tabela 

1) (ACS). 

 

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

orofaríngeo. 

 Taxa de sobrevivência relativa de 5 

anos segundo o estágio* 

 

Todos os estágios 

combinados  Localizado Regional Disseminada 

Língua 82% 68% 40% 67% 

Assoalho da boca 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 estão relacionados à baixa resposta terapêutica causada pela 

alta heterogeneidade tumoral (fator importante na resistência), a qual tem sido 

associada a presença de células tumorais com características de células tronco, 

chamadas células tronco tumorais (CTT) (PEITZSCH et al., 2019). 

 A abordagem terapêutica utilizada no câncer oral é determinada de acordo 

com o estágio da doença, levando-se em consideração a qualidade de vida e 

sobrevida do paciente. A ressecção do tumor primário e linfonodos comprometidos no 

pescoço, além da braquiterapia, são os tratamentos padrão usados em estadiamento 

inicial (carcinoma in situ pequeno e acessível) (BESSELL et al., 2011; OMURA, 2014). 

Entretanto, esses procedimentos podem ser combinados ou seguidos de radioterapia, 

quimioterapia, imunoterapia / bioterapia no tratamento primário, e aplicados em 

estadiamentos avançados (maior crescimento tumoral, presença de metástase) ou em 

pacientes não adequados para intervenção cirúrgica (comorbidades médicas graves) 

(HARTNER, 2018; HUANG; O’SULLIVAN, 2013). A cisplatina é um dos 

quimioterápicos mais utilizados, inclusive como agente radio-sensibilizador, além de 

outros como 5-fluoracil (5-FU) e docetaxel, e com alvos específicos 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, são necessários 

mais estudos sobre sua eficácia terapêutica e possíveis efeitos secundários. 

 

 

  1.2. Cisplatina 

 

 Dentre os agentes quimioterápicos mais utilizados no CECO estão aqueles 

que contem altas doses de platina, como a cisplatina (CDDP: cis-

diaminodicloroplatina) que foi sintetizada em 1845 pelo médico e químico italiano 

Michele Peyrone (PERYONE, 1845) e aprovada pela FDA para uso clínico em 1978 

(https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&v

arApplNo=018057). A cisplatina é considerada um fármaco anticancerígeno potente e 

altamente tóxico utilizado em neoplasias hematológicas (VAN GELDER et al., 2016) e 

diversos tumores sólidos, tais como câncer de ovário (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 fármaco apresenta maior eficácia nos tumores malignos com rápido 

crescimento (divisão celular constante). Seu mecanismo de ação está baseado na 

citotoxicidade induzida a partir das ligações intrafitas irreversíveis com o DNA. Quando 

a cisplatina hidrolisada entra na célula por difusão ou transporte ativo, ela se liga 

favoravelmente com o sítio N7 do resíduo da desoxiguanosina do DNA nuclear, 

produzindo apenas uma ligação covalente (aduto monofuncional). Posteriormente, o 

aduto com a segunda base de guanina (maior afinidade) ou desoxiadenina (menor 

afinidade) gera as ligações intrafitas (na mesma fita) ou interfitas (entre as duas fitas) 

levando à quebra das fitas de DNA, seguido da inibição de síntese e replicação do 

DNA (WANG; ZHU, 2018). Entretanto, há trabalhos que mostram também uma 

possível interação e dano específico da cisplatina no DNA mitocondrial (WISNOVSKY 

et al., 2013; YANG et al., 2006). 

 A presença de danos no DNA ativa os mecanismos de reparo (por excisão de 

nucleotídeos, excisão de base, recombinação 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 concentração de cisplatina e o estado 

da célula são fatores determinantes envolvidos no tipo de morte celular (GONZALEZ 

et al., 2001). Quando o dano no DNA ativa a proteína PARP-1, leva a clivagem de 

NAD+, a qual inibe a glicólise (esgotamento de ATP) resultando no processo necrótico, 

o qual pode ser somado ao bloqueio de caspases pelas proteínas IAP. Porém, se os 

níveis de ATP são adequados para célula, o complexo de caspases ativadas 3-6-7 

clivam o PARP-1, bloqueando a necrose e favorecendo a apoptose. Portanto, ambos 

os 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 específico para a cisplatina, a concentração do 

fármaco encontrada no material genético é de apenas o 5-10%, enquanto o 75-85% 

restante se liga a sítios nucleofílicos de peptídeos, proteínas, enzimas de replicação e 

RNA, o que poderia ser a causa da sua alta toxicidade e resistência (GÓMEZ-RUIZ et 

al., 2012), limitando sua eficácia.  

 Toxicidade em diferentes tecidos, tais como gastrointestinal (náuseas, 

vômitos), neuronal (neuropatia periférica), renal (insuficiência renal aguda), ocular 

(perda de visão), hematológica (mielosupressão), otorrinolaringológica (perda 

auditiva), gonadal (comprometimento da espermatogênese e menopausa prematura) 

são as mais frequentemente associadas ao uso da cisplatina (GOLD; RAJA, 2020). 

Por outro lado, a resistência definida como multifatorial, não apresenta um consenso 

ainda sobre os mecanismos de transporte envolvidos na concentração intracelular da 
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cisplatina, a qual poderia ser determinada pela alteração de fluxo de entrada e/ou 

saída dos transportadores de membrana (RIDDELL; LIPPARD, 2018). Vários fatores 

associados com a resistência a este fármaco foram reportados, entre eles a função 

dos tióis na glutationa (CHEN; KUO, 2010) e metalotioneinas (SI; LANG, 2018) assim 

como a capacidade de tolerância ou reparo de danos por platina no DNA (ROCHA et 

al., 2018).  

 Devido a essa toxicidade, mecanismos de proteção celular como a autofagia 

podem ser ativados (JIANG et al., 2017; LIN et al., 2017a; SHI et al., 2016), onde a 

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

 

 

  1.3 FTY720 

 

 A resistência intrínseca ou adquirida a fármacos continua representando um 

grande desafio frente a limitação dos tratamentos no câncer oral, o que torna 

necessário e urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. Enzimas 

envolvidas no metabolismo de esfingolipídios tornaram-se alvos promissores no 

desenvolvimento terapêutico contra câncer, devido à capacidade de reverter 

processos de progressão de câncer, resposta ao tratamento como res istência a 

quimioterapia (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 múltipla (SHARMA et al., 

2011). Esse fármaco imunomodulador resulta eficaz em doenças autoimunes, assim 

como em modelos de transplante, agindo como um composto sintético análogo a 

esfingosina (BRINKMANN et al., 2002). No entanto, além dos efeitos 

imunossupressores, foi demostrado seu papel na inibição de vias de transdução de 

sinal associadas ao câncer (PATMANATHAN et al., 2015; ZHANG et al., 2013a), 

provando sua efetividade antineoplásica em tumores de câncer de mama 

(NAGAHASHI et al., 2016), ovário (KREITZBURG et al., 2018; LEE et al., 2015a), 

próstata (ALLAM et al., 2018; WANG et al., 2017), leucemia (WALLINGTON-BEDDOE 

et al., 2011), colorretal (LI et al., 2016) entre outros.  

O mecanismo de ação do FTY720 não fosforilado é baseado principalmente 

na inibição da via de sinalização da esfingosina-1-fosfato (S1P) pela inibição da 

atividade quinase da SphK1 (esfingosina kinase 1). O FTY720 fosforilado (FTY720-p) 

é um potente inibidor funcional dos receptores da S1P (S1PR1,3,4,5), reduz os níveis de 
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S1P e bloqueia as vias de sinalização de viabilidade, proliferação e migração celular 

(TAKASAKI et al., 2018; WHITE et al., 2016). 

 

A referida atividade citotóxica do FTY720 foi evidenciada a partir da indução 

de morte celular por autofagia, apoptose e necrose (ZHANG et al., 2013a, 2010a, 

2013b), assim como na diminuição de metástase, redução de EMT (transição epitélio-

mesenquimal), inibição de angiogênese e inflamação (promotor de tumorigênese) 

(PATMANATHAN et al., 2015). Outros mecanismos também foram descritos, tais 

como potencial agente sensibilizante à radioterapia e quimioterapias convencionais em 

tumores resistentes (MARVASO et al., 2014; WANG et al., 2017). 

Particularmente no câncer de cabeça e pescoço, a sinalização de S1P regula 

alguns aspectos da carcinogênese, embora algumas vias associadas a S1P ainda são 

desconhecidas. A SphK1 modula o desenvolvimento tumoral, onde a superexpressão 

dessa proteína em estágios avançados da doença 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 proteína fosfatase 2A (PP2A) mostrando redução do crescimento celular 

no câncer oral (SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; VELMURUGAN et al., 2018). Embora 

os mecanismos que envolvem o efeito do FTY720 não estejam claros, a inibição da 

SPHK1 e / ou a ativação da PP2A seriam as vias de sinalização mais relevantes.  

Por outro lado, o FTY720 apresentou toxicidade seletiva apenas nas células 

de CECO comparado com células normais (queratinócitos e fibroblastos), derivando 

em efeito sinérgico com a cisplatina na indução de morte celular (PATMANATHAN et 

al., 2016). O mesmo resultado foi observado em outras neoplasias epiteliais como 

câncer de pulmão (LI et al., 2017), ovário (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) são reguladas pela S1P. O eixo 

SphK1/S1P seria um mediador importante em processos de autorenovação e 

diferenciação das células-tronco, onde a inibição dessa via poderia ser considerada no 

tratamento do câncer (NG et al., 2018). Estudos realizados em câncer de mama 

apoiam esse mecanismo, devido ao aumento no desenvolvimento do tumor devido à 

superexpressão de Sphk1 por meio do S1PR3 em células-tronco tumorais (HIRATA et 

al., 2014; WANG et al., 2016). Com base nisso, propõe-se que a regulação dos 
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referidos lipídios ativos possa ser um novo alvo terapêutico das células-tronco 

tumorais, portanto susceptível a ação de FTY720. 

 

 

  1.4 Células Tronco-Tumorais 

 

O câncer de cabeça e pescoço é uma doença altamente heterogênea. 

Existem dois modelos de heterogeneidade que explicam o desenvolvimento do câncer 

nos tumores sólidos. O modelo estocástico afirma que a capacidade proliferativa nas 

células tumorais é homogênea, sendo produto do acúmulo de alterações genéticas 

devido a seu caráter instável, enquanto o modelo hierárquico, indica que as células 

tumorais estão organizadas numa hierarquia funcional, onde uma subpopulação de 

células do tumor, as células tronco-tumorais (CTT), apresentam o potencial 

tumorigênico (RICH, 2016). Entretanto, estudos ao longo das últimas décadas indicam 

que ambas as teorias não são excludentes; pelo contrário, são expressas de forma 

diferente em vários estágios da progressão do câncer, provando ser especifico para 

cada tumor (KRISHNAMURTHY; NÖR, 2012). 

Do mesmo jeito que as células tronco-normais (CTN), as CTT apresentam 

características de autorrenovacão e diferenciação. Assim como, potencial 

tumorigênico e metastático, crescimento independente de ancoragem, expressão ativa 

da telomerase, bloqueio de senescência e detecção por meio de marcadores 

específicos (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 mantê-las no seu estado tronco, evitando a apoptose. Da 

mesma forma, o nicho regula a progressão do tumor primário pela desdiferenciação de 

células tumorais em CTT, induzindo a metástase por EMT, onde a localização e 

crescimento dos tumores secundários, seria facilitado por meio da formação de nichos 

pre-metastáticos pelo tumor primário (BOROVSKI et al., 2011) (Figura 1). Outras 

funções do nicho estão ligadas a autorenovação das CTT, através das interações 

célula-célula e célula-matriz evitando a exposição à diferenciação e apoptose, e com a 

resistência à quimioterapia e radioterapia, que contribuem com a instabilidade genética 

das CTT (ALLEGRA; TRAPASSO, 2012). 



28 
____________________________________________________________________Introdução 

 

A matriz extracelular constitui uma rede tridimensional de organização 

complexa e dinâmica, composta por colágeno, proteoglicanos, elastina, fibronectina e 

glicoproteínas, sujeita a remodelação contínua e controlada (THEOCHARIS et al., 

2016). Essa regulação envolve a degradação da matriz por enzimas como as 

metaloproteinases. Em doenças como o câncer, modificações na proteólise dessas 

proteínas podem mudar a estrutura da matriz, promovendo a invasão e metástase do 

tumor (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010; KESSENBROCK; WANG; WERB, 

2015). 

No câncer de cabeça e pescoço, o 80% das CTT estariam localizadas em 

nichos perivasculares (frente invasiva do tumor perto dos vasos sanguíneos), onde os 

fatores secretados pelas células endoteliais associadas aos tumores, sinalizam vias 

ligadas à melhora da autorenovação e sobrevida das CTT (KRISHNAMURTHY et al., 

2010). Assim também, foram descritas algumas moléculas envolvidas na progressão 

do carcinoma oral, como a MMP-1 onde sua expressão foi dependente do grau do 

tumor (GEORGE; RANGANATHAN; KRISHNA, 2010) e as MMP-2 e MMP-9 estiveram 

associadas a um pior prognóstico (KATAYAMA et al., 2004; PATEL et al., 2005). 

Assim também, altos níveis de IL-6 nas células endoteliais associadas ao tumor 

definiram a tumorigenicidade, além de promover fenótipos de potência e a fosforilação 

da via STAT3 (KRISHNAMURTHY et al., 2015). E a superexpressão da proteína 

tirosina kinase (TrkB) alterou a expressão de mediadores moleculares de EMT, 

negativa (E-caderina) e positivamente (Twist e Snail), promovendo a migração e 

invasão de CECO (KUPFERMAN et al., 2010). 

O isolamento das CTT de um tumor baseia-se na identificação de suas 

características únicas em relação à sua progênie diferenciada, bem como nas células-

tronco normais. Esses marcadores são específicos e variam de acordo com o tipo de 

tumor. A identificação das CTT de câncer de cabeça e pescoço tem sido realizada por 

métodos que incluem: a análise de marcadores de superfície CD44 (PRINCE et al., 

2007) e CD133 (ZHANG et al., 2010b), cujas células positivas demostraram uma alta 

capacidade tumorigênica; a determinação da atividade enzimática do aldeído 

desidrogenasse (ALDH), responsável pela oxidação de metabolitos tóxicos de aldeído 

(como algumas drogas quimioterapêuticas) (ZOU et al., 2012). A superexpressão da 

ALDH1 foi associada com a invasão angiolinfática e metástase linfonodal no câncer 

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 fenotípicos (CLAY et al., 

2010). Esta dupla marcação ALDH1+/CD44+ evidenciou uma elevada expressão de 
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genes relacionados com células tronco embrionárias, quimiorresistência e EMT no 

câncer de cabeça e pescoço (CHEN et al., 2009).  

Outra característica importante é a capacidade de efluir um corante 

fluorescente (Hoechst 33342), que ocorre por meio da expressão de um grupo de 

proteínas transportadoras transmembrana (ZHANG et al., 2009). As células 

cancerígenas que excluem o corante Hoechst são denominadas como SP (“side 

population”), as quais expressam genes do tipo CTTs e estão envolvidas na 

resistência a fármacos, recidiva e clonalidade no carcinoma oral (SHANG et al., 2016). 

Por fim, a formação de esferas tumorais em suspensão (estado indiferenciado) 

também tem sido considerada uma característica de CTT, pois permite identificar 

células com capacidade de proliferação sob condições de baixa adesão (cultura 

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

 

Figura 1. Participação das células tronco tumorais na progressão do câncer. 

 
A) O desenvolvimento do tumor se inicia a partir da formação das CTT. Estas podem ser 
originadas por: 1. Alterações genéticas nas CTN, 2. Durante o estágio de desenvolvimento a 

partir dos precursores das CTT, 3. Ou mediante a desdiferenciação da célula madura normal 
ou tumoral a CTT. Esta fase está acompanhada por processos inflamatórios 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 volume tumoral induz a angiogênese, o qual aumenta a permeabilidade 
vascular, promovendo a migração e invasão associado ao processo de EMT. C) As CTT 
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orquestram a cascata de metástase para estabelecer novos nichos pre-metastáticos para sua 
chegada. Similar ao tumor primário, o TME nos locais metastáticos promove a disseminação de 

células malignas, criando um nicho de suporte ao crescimento, promovendo a angiogênese 
para apoiar o crescimento do tumor secundário (Modificado de AYOB; RAMASAMY, 2018). 
 

 

A quantidade e velocidade de crescimento desses agregados ou esferoides 

ou esferas, induz a presença e capacidade de autorrenovação das CTT a partir da 

população heterogênea de células tumorais (LEE et al., 2015b). Uma maior 

capacidade de formação de esferas foi observada em populações ALDH1+ e CD44+ 

(KRISHNAMURTHY et al., 2010; OKAMOTO et al., 2009), expressando níveis altos de 

fatores de transcrição de pluripotência 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 metastática. 

Contudo, a resistência aos fármacos pelo enriquecimento da subpopulação 

de CTT, leva a regeneração e desenvolvimento de novos tumores após tratamento, 

que por sua vez, prolonga o tempo da terapia, causando o fracasso do tratamento ou 

torna-se um tumor com fenótipo mais agressivo (ALBERS et al., 2011; 

KOUKOURAKIS et al., 2012). 

Entre os mecanismos de resistência à terapia encontram-se: expressão 

anormal de bombas de efluxo de drogas pelos transportadores ABC (ATP-binding 

cassette), superexpressão de vias anti-apoptóticas, reparo efetivo no dano ao DNA, 

latência relativa / cinética do ciclo celular lento, ativação de vias pró-sobrevivência, 

presença de nichos hipóxicos, aumento da atividade de ALDH, resistência a 

diferenciação (Figura 2).  

 

Figura 2. Mecanismos moleculares das células tronco-tumorais na resistência a 

fármacos. 
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Oito alvos biológicos relevantes (letras pretas) são os responsáveis do direcionamiento a 
quimiorresistência em CTTs (setas pretas). Cada mecanismo celular representado em gráficos 
e acompanhado de sua possível forma de intervenção terapêutica (caixas azuis com linhas) 

(Modificado de SOTIROPOULOU et al., 2014). 

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

terapêuticas que se concentram no direcionamento de CTT e seu nicho abordam a 

eficácia das terapias tradicionais do câncer para erradicar as CTT, que de outra forma 

resultariam em resistência à terapia. O uso combinado de terapias tradicionais com 

agentes específicos de CTT direcionados, pode ter como alvo todo o câncer e oferecer 

uma estratégia promissora para tratamento duradouro e até mesmo a cura. Estas 

estratégias poderiam melhorar o tratamento, impedindo a recidiva ou a progressão do 

câncer (Figura 3). Atualmente, existem vários estudos clínicos com diversas 

combinações de fármacos 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 eficácia quanto 

sua ação rápida. 

 

Figura 3. Esquema ilustrativo das abordagens terapêuticas anticancerígenas 

visando as células da massa tumoral e populações células-tronco tumorais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os tratamentos convencionais são dirigidos contra as células cancerígenas diferenciadas em 
proliferação, não sendo capazes de atingir as CTT, resultando em seleção das CTTs e recidiva 

do câncer. Por outro lado, o direcionamento de terapias mais eficazes para CTT (nos 
marcadores de superfície, nicho, mecanismos de sinalização na manutenção e sobrevivência 
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ou nas vias metabólicas das CTT) pode eliminar ou induzir a diferenciação destas células, o 
que levaria as células remanentes à morte (Modificado de HAN et al., 2013). 

 
 

 

 

  1.5 Autofagia 

 

  A autofagia é um processo celular responsável pela degradação e reciclagem 

de moléculas e organelas danificadas, que ocorre por diferentes vias de 

direcionamento de substratos citoplasmáticos aos 

autofagossomos/autofagolisossomos. Existem três tipos principais de autofagia: A 

microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) e a macroautofagia. A 

macroautofagia é desenvolvida a partir do envelope de componentes celulares pelos 

fagóforos (estruturas de membrana dupla) para formar o autofagossomo, o qual se 

ligará posteriormente ao lisossomo "autofagolisossomo" para a degradação 

enzimática, fornecendo assim aminoácidos ou lipídios e ácidos nucleicos para o 

metabolismo celular. Esta maquinaria está desregulada em várias doenças 

neurodegenerativas, musculares, infecciosas, cardiovasculares, imunológicas, 

envelhecimento, bem como em vários tipos de câncer (LEI et al., 2017; OJHA; 

BHATTACHARYYA; SINGH, 2015). 

 

    1.5.1 Autofagia no câncer 

 

A autofagia no câncer funciona como um mecanismo de sobrevivência, 

protegendo as células tumorais contra condições externas de estresse, como hipóxia, 

suprimento insuficiente de nutrientes e energia, e terapias antitumorais (Figura 4). A 

indução de autofagia foi descrita em diversas abordagens terapêuticas, promovendo a 

sobrevivência das células tumorais e contribuindo com a resistência. Entre elas 

destaca-se, as terapias genotóxicas convencionais (tais como radiação e cisplatina) 

(APEL et al., 2008; MA et al., 2013; OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA, 2016a), não 

convencionais e as terapias baseadas na inibição de PI3K, AKT e mTOR 

(AMARAVADI et al., 2011). O aumento do fluxo autofágico no tumor traz como 

consequência o incremento na produção de EROs (devido a danos mitocondriais), 

redução na apoptose, resposta ao estresse no retículo endoplasmático (pelos 

agregados de proteínas) e a seleção do fenótipo de CTT (SMITH; MACLEOD, 2019). 
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No entanto, se o estresse no microambiente tumoral persistir, a autofagia 

excessiva pode levar à morte autofágica denominada morte celular programada tipo II, 

desempenhando assim uma dupla função (XU; XIA; PAN, 2013). A partir disso, tem 

sido mostrado que certos agentes quimioterápicos tem sua efetividade antitumoral 

aumentando o fluxo autofágico (ARYAL et al., 2014; HAN et al., 2014; LU et al., 

2014a). Enquanto, outros estudos mostraram que a autofagia tem efeito protetor 

levando a progressão tumoral (BELOUNIS et al., 2016; LIU et al., 2016; OJHA; 

SINGH; BHATTACHARYYA, 2016a). 

 

1.5.2 Autofagia e a subpopulação de células tronco tumorais 

 

Com base no exposto acima, pode-se inferir que a terapia leva à seleção de 

células que expressam maiores níveis de autofagia, ou seja, as CTT resistentes ao 

tratamento seriam as mais dependentes da autofagia. Embora os mecanismos pelos 

quais a autofagia regula as CTT ainda não sejam totalmente conhecidos, alguns foram 

propostos, entre eles: 1. Os metabólitos de alta energia (lactato, cetonas) e a 

expressão de genes glicolíticos, que fornecem energia e nutrientes, promovendo a 

autorrenovação, crescimento tumoral e metástase. 2. Mediante a regulação de 

miRNAs, na sobrevivência e potencial invasivo das CTT. 3. Alteração de vias de 

sinalização como EGFR-STAT3, TGFB / TGF-β-SMAD (LEI et al., 2017). 
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Figura 4. Regulação da autofagia no câncer.  

A ativação da autofagia em resposta à vários estímulos (círculos coloridos) oferece vantagem 
na progressão tumoral. Entre essas vias estão: PERK-eIF2α, IRE1-JNK1 e a liberação de Ca

2+
 

(estresse pelo ER, reticulo endoplasmático), ativação de AMPK e subsequente inibição de 
mTOR (estresse energético ou por hipóxia) e mediante a transcrição de alguns genes de 
autofagia “Atg” (estresse por depleção de nutrientes) (Modificado de XU; XIA; PAN, 2013). 

A autofagia é fundamental no controle homeostático e na manutenção da 

pluripotência 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 participação da autofagia nas CTT foi demonstrada em várias neoplasias 

como câncer de bexiga (via JAK2 e STAT3) (OJHA; SINGH; BHATTACHARYYA, 

2016b), cervical (modulação de Oct-4, SOX2, Nanog) (YANG et al., 2017), 

glioblastoma (via SDCBP/MDA-9/Syntenin) (TALUKDAR et al., 2018), ovário (pelo 

fator de transcrição 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 câncer de mama, 

observando-se que a expressão de ATG4A, Bcl-1 e dos genes lisossomais resulta na 

manutenção das mamoesferas e no desenvolvimento da tumorigênese (GONG et al., 

2013; WOLF et al., 2013). Assim também, as subpopulações CD24+/CD24- nesse 

câncer, dependem da modulação da secreção de IL6 para a sobrevivência 

(MAYCOTTE et al., 2016). 
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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+ 

contribuíram para a quimiorresistência com baixos níveis de autofagia (JUN et al., 

2009). Por outro lado, após tratar células tumorais com a nigericina (HEGAZY et al., 

2016) e rotterina (KUMAR; SHANKAR; SRIVASTAVA, 2013; SINGH et al., 2012), a 

indução da autofagia levou a supressão das características de CTT, e induziu a 

apoptose. Particularmente, no câncer escamoso do esôfago, 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 quimiorresistencia tumoral 

 

Devido à importância da autofagia no câncer, vários estudos têm proposto 

explorar sua modulação como alvo terapêutico no tratamento antitumoral. A cloroquina 

(CQ) e hidroxicloroquina (HQ) são inibidores do fluxo autofágico tardio, os quais atuam 

evitando a acidificação lisossomal, a partir do bloqueio da atividade lisossômica 

secundária, o que leva a não degradação das moléculas no autofagolisossomo 

(PASCOLO, 2015). Esses inibidores apresentaram eficácia quando combinados com 

outros fármacos, pois conseguiram atuar sinergicamente, melhorando a resposta à 

quimio-radioterapia (5-fluoracilo + RT) em células p53-mutadas (SCHONEWOLF et al., 

2014), e potencializaram a citotoxicidade do Imatinib na diminuição 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 proteína autofágica SQSTM1), a metástase 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-

operatória em pacientes com adenocarcinoma pancreático em fase I e II, junto ao 

tratamento com gemcitabina, onde a inibição autofágica reduziu o marcador tumoral 

CA19-9 em 73% dos pacientes, obtendo uma melhora na sobrevida global e livre de 

doença neste grupo (BOONE et al., 2016). 

Na literatura tem sido descrito a utilização de outros compostos 

farmacológicos que regulam diversos pontos da via autofágica, tais como: inibidores 

da fase inicial da autofagia, impedindo a formação do autofagossomo; como o 3-MA 

(inibidor da classe III das PI3K) (LI et al., 2015; SANTOS; LEOPOLDINO, 2018; SHIN 

et al., 2017; THU et al., 2015), a cicloheximida (inibidor da síntese de proteínas) 

(WANG; GUNDELACH; BRAM, 2017) e MRT68921 e MRT67307 (inibidores de ULK1 
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e ULK2) (PETHERICK et al., 2015); no bloqueio do autofagossomo, pela inativação de 

genes autofágicos (siRNA/shRNA Atg5, Beclin-1, Atg7) (CHEN et al., 2018b; 

DOMAGALA et al., 2018; QADIR et al., 2008) ou da expressão de microRNAs: 

miRNA26 (JIN et al., 2017), miRNA199-a-5p (LI et al., 2016b), miRNA-138-5p (TIAN et 

al., 2017); impedindo a formação do autofagolisossomos, a bafimolicina A1 (BAF), 

inibidor específico 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 relação as CTT, alguns fármacos foram mais eficazes pela sua ação nas 

CTT, como a salinomicina, que mostrou maior efetividade em relação ao paclitaxel 

devido ao seu efeito supressor na via autofágica-lisossomal e pró-apoptótico nas 

células tumorais, preferencialmente nas ALDH+ (YUE et al., 2013). Em outros casos, 

observou-se a implicação desses supressores autofágicos na capacidade de inibir o 

fenótipo de CTT, na formação de mamoesferas e na redução de populações 

CD44+/CD24- (inibindo a migração e invasão celular pela desregulação MMP-9 e 

MMP-2) (AN et al., 2015) e CD133+ (HAO; LIU; TIAN, 2019). Como consequência, 

houve aumento na suscetibilidade das CTT aos tratamentos com salinomicina no 

TNBC "câncer de mama triplo negativo” (AN et al., 2015), gemcitabina no câncer 

pancreático (YANG et al., 2015) e cisplatina no câncer pulmonar de células não 

pequenas (HAO; LIU; TIAN, 2019), onde a eficácia do tratamento anti-CTT dependeria 

do tipo de tumor e da autofagia. Portanto, pode-se deduzir que esses reguladores de 

autofagia podem atuar como possíveis adjuvantes, reduzindo a resistência ao 

tratamento convencional em diferentes tipos de câncer.
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5. Conclusão  

 

 Nossos resultados mostraram que as linhagens CECO (Cal27 e SCC9) com 

resistência à CDDP apresentaram aumento do fluxo autofágico e potencial 

metastático, o que indica a quimiosensibilização terapêutica com alvo na autofagia 

combinada a fármacos convencionais como potencial estratégia antitumoral para 

impedir recidivas e tratar pacientes que não respondem a cisplatina. 

 

 A Cloroquina (CQ) em baixas concentrações in vitro possui sinergismo com 

os fármacos antitumorais testados (CDDP, FTY720 e PTX), sendo essa a primeira 

evidência experimental do sinergismo significativo entre FTY720 + PTX no modelo in 

vitro de carcinoma epidermóide oral.  

 

 As combinações de fármacos testadas nas linhagens resistentes CECO CisR 

foram eficientes bloqueando a formação clonogênica, assim como a inibição da 

atividade do transportador BCRP e a diminuição na sinalização celular mediada pelas 

proteínas responsáveis na oncogênese e desenvolvimento tumoral, levando assim a 

morte celular. Por fim, a estratégia de terapia combinada foi capaz de reduzir o 

potencial de formação de esferas tumorais nas linhagens CECO CisR bem como 

induziu a morte das células dessas estruturas, provavelmente devido a relação entre a 

autorrenovação das CTTs e autofagia.  
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