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RESUMO 

 

A metilação do DNA possui papel fundamental no desenvolvimento e progressão 

do câncer. Modificações epigenéticas como esta podem estar associadas a carcinogênese, visto 

que são capazes de ocorrer precocemente e anteceder as alterações genéticas. Todavia, apesar 

do relevante avanço das pesquisas sobre o câncer, a abordagem terapêutica continua a ser um 

desafio. Embora as anormalidades genéticas tenham sido o foco primário da grande maioria das 

terapias, as alterações epigenéticas são agora alvos de muitos estudos, especialmente com o 

emprego do inibidor da metilação do DNA, o 5-aza-CdR. Neste contexto, recentemente a 

Vitamina C ressurgiu como um promissor agente anticancerígeno, capaz de promover a 

desmetilação do DNA e o aumento da hidroximetilação em células neoplásicas, condição que 

permite a re-expressão de genes supressores de tumor, a indução da diferenciação celular e a 

amplificação de sinais imunes. Este estudo investigou, em células de carcinoma espinocelular 

oral de língua (SCC-9), a expressão de genes que poderiam potencializar os efeitos benéficos 

já reconhecidos dos agentes desmetilantes, 5-aza-CdR e Ácido Ascórbico, e também a 

transcrição de genes relacionados a prováveis efeitos colaterais decorrentes da utilização destes 

fármacos. As células cultivadas foram divididas em três grupos, e estes respectivamente 

tratados com meio padrão (controle), 5-aza-CdR (0,3 μM) e Vitamina C (150 μM) durante 48 

horas. Os níveis de expressão dos genes KRT13, MAGEA1, MAGEB2, MMP2, TIMP1, TIMP2 

e SLUG foram analisados por PCR em tempo real que mostrou aumento da expressão do gene 

KRT13 tratado com 5-aza em relação ao controle. O gene MAGEA1 também apresentou 

expressão aumentada com o uso do agente 5-aza em relação ao grupo não tratado. Quanto ao 

gene MAGEB2, ocorreu aumento da expressão gênica em ambos os grupos de tratamento, 5-

aza e Vitamina C, quando comparados com o controle. Portanto, a baixa dosagem de 5-aza-

CdR promoveu, na linhagem celular SCC-9, o aumento da expressão dos genes de antígeno de 

câncer e testículo (MAGEA1 e MAGEB2) considerados alvos promissores na imunoterapia 

contra o câncer, bem como, do gene KRT13 condição que sinaliza a redução da 

tumorigenicidade celular. Enquanto que o Ácido Ascórbico aumentou exclusivamente a 

expressão do gene MAGEB2, o que indica seu potencial em amplificar a imunogenicidade das 

células de câncer oral. 

Palavras-chave: Vitamina C. 5-aza-CdR. Imunoterapia. Metilação do DNA. Câncer oral. 



 
 

ABSTRACT 

 

DNA methylation plays a key role in the development and progression of cancer. 

Epigenetic modifications like this may be associated with carcinogenesis since they are capable 

of occurring early and precede the genetic alterations. However, despite the relevant advances 

in cancer research, the therapeutic approach remains a challenge. Although genetic 

abnormalities have been the primary focus of the vast majority of therapies, epigenetic changes 

are now the targets of many studies, especially with the use of the 5-aza-CdR DNA methylation 

inhibitor. In this context, Vitamin C has recently emerged as a promising anticancer agent, 

capable of promoting DNA demethylation and increased hydroxymethylation in neoplastic 

cells, a condition that allows the re-expression of tumor suppressor genes, induction of cell 

differentiation and amplification of immune signals. This study investigated the expression of 

genes that could potentiate the already recognized beneficial effects of demethylating agents, 

5-aza-CdR and Ascorbic Acid, as well as the transcription of related genes in oral squamous 

cell carcinoma (SCC-9) the probable side effects of the use of these drugs. The cultured cells 

were divided into three groups and respectively treated with standard medium (control), 5-aza-

CdR (0,3 μM) and Vitamin C (150 μM) for 48 hours. The expression levels of the KRT13, 

MAGEA1, MAGEB2, MMP2, TIMP1, TIMP2 and SLUG genes were analyzed by real-time PCR 

which showed increased expression of the 5-aza treated KRT13 gene over the control. The 

MAGEA1 gene also showed increased expression with the use of the 5-aza agent over the 

untreated group. As for the MAGEB2 gene, there was an increase in gene expression in both 

treatment groups, 5-aza and Vitamin C, when compared to the control group. Therefore, the 

low dose of 5-aza-CdR promoted in the SCC-9 cell line increased expression of cancer and 

testis antigen (MAGEA1 and MAGEB2) genes considered promising targets in cancer 

immunotherapy, as well as gene KRT13 condition that signals the reduction of cellular 

tumorigenicity. While Ascorbic Acid only increased expression of the MAGEB2 gene, 

indicating its potential in amplifying the immunogenicity of oral cancer cells. 

Keywords: Vitamin C. 5-aza-CdR. Immunotherapy. DNA methylation. Oral cancer. 
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1 INTRODUÇÃO 

A epigenética pode ser caracterizada como modificações na expressão gênica que 

ocorrem independentemente de alterações na sequência do DNA (Dawson et al., 2012). Dentre 

os mecanismos epigenéticos está a metilação do DNA, que consiste em uma alteração química 

covalente, na qual um radical metil (CH3) liga-se ao carbono 5’ da base nitrogenada citosina, 

geralmente seguida por uma base guanina. Após a adição do radical, a base nitrogenada passa 

a ser denominada de 5-metilcitosina (5mC). Esse processo é catalisado e mantido por uma 

família de enzimas conhecida como DNA metiltransferases (DNMTs) (Xing et al., 2018). 

Esta modificação é imprescindível em diversos processos celulares, como na 

regulação gênica e organização da cromatina durante a embriogênese e gametogênese (Luo et 

al., 2018). Logo, a metilação aberrante do DNA está associada a várias patologias (Dor e Cedar, 

2018), inclusive o câncer.  

A compreensão científica desta relação causal existente entre a metilação anormal 

do DNA e o desenvolvimento de doenças humanas propiciaram a criação de terapias-alvo. Estas 

são direcionadas à dinâmica da metilação e são utilizadas como abordagem terapêutica em 

algumas neoplasias – síndrome mielodisplásica e leucemia mieloide aguda (Liu et al., 2016; 

Ramos et al., 2015). No entanto, estudos sobre a aplicação destas em tumores sólidos – como 

câncer oral – ainda são insipientes (Loo et al., 2019). 

Os fármacos mais comumente usados em tais terapias são conhecidos como 

inibidores de DNA metiltransferase (DNMTis) e apresentam ação citotóxica e desmetilante 

sobre os genes. Dentre as formulações disponíveis, o medicamento 5-aza-2'-desoxicitidina (5-

aza-CdR) apresenta maior eficácia na desmetilação (Ramos et al., 2015). 

Os efeitos previamente caracterizados dos fármacos epigenéticos foram atribuídos 

a sua habilidade de re-expressar genes supressores de tumor – apoptose celular – e induzir a 

diferenciação celular – redução da capacidade celular em reprogramar-se para estados 

indiferenciados. Entretanto, novos efeitos provenientes destes medicamentos foram 

evidenciados. Dentre os quais, a capacidade de tornar a célula tumoral mais imunogênica, tanto 

pela expressão de retrovírus endógenos (ERVs) quanto pela re-expressão de antígenos 

específicos de câncer/testículos (CTAs), em regiões metiladas endogeneamente (Loo et al., 

2019). 
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Concomitantemente a este cenário, relatos científicos recentes que associam 

epigenética e Ácido Ascórbico (AA) mostram que esta substância funciona como cofator da 

atividade das enzimas Ten-Eleven Translocation (TETs) e promove a desmetilação do DNA 

(Sajadian, 2016).  

Ainda que promissores, os fármacos desmetilantes têm seu uso limitado no câncer 

sólido e poucas pesquisas são realizadas explorando o uso destes agentes no câncer oral. Além 

disso, são escassos os trabalhos que investigaram os possíveis efeitos colaterais resultantes do 

aumento da expressão de alguns genes que poderiam favorecer a proliferação e a resistência 

das células tumorais (Gerecke et al., 2018; Roulois et al., 2015; Karahoca e Momparler, 2013). 

Diante da relevância dos argumentos apresentados, resolveu-se investigar a 

expressão de genes capazes de induzir os efeitos benéficos – aumento da diferenciação celular 

(KRT13) (Safadi et al., 2019; Belaldalvar et al., 2016) e expressão de antígeno de câncer e 

testículo (MAGEA1 e MAGEB2) (Gjerstorff et al., 2015) – dos agentes desmetilantes, 5-aza-

CdR e Ácido Ascórbico, em células de carcinoma espinocelular de língua (SCC-9). Igualmente, 

optou-se por estudar a transcrição de genes relacionados a possíveis efeitos colaterais, migração 

e invasão celular (MMP2, TIMP1 e TIMP2) (Trypuć et al., 2016; Lin et al., 2013; Brew e 

Nagase, 2010) bem como, transição epitélio-mesenquimal (SLUG) (Haslehurst et al., 2012) 

decorrentes da utilização destes medicamentos hipometilantes, nesta mesma linhagem celular. 

Também, avaliou-se a hipótese de os efeitos farmacológicos do Ácido Ascórbico isolado serem 

comparáveis aos de baixa dosagem de 5-aza-2'-desoxicitidina. 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gjerstorff%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26158218
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 CARCINOMA ESPINOCELULAR DE LÍNGUA 

Segundo o parecer da World Health Organization (WHO, 2019) há 657.000 novos 

casos de câncer oral e faringe a cada ano e destes 330.000 resultam em morte. No Brasil, o 

Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2019) estimou a incidência deste tipo de neoplasia em 

14.700 (quatorze mil e setecentos) casos somente no ano de 2018.  

O carcinoma de células escamosas (CEC) de cavidade oral corresponde a neoplasia 

de cabeça e pescoço mais frequente, responsável por aproximadamente 95% dos casos (Mroueh 

et al., 2017; Kaur et al., 2016). A língua é o local mais comum de ocorrência desta patologia, 

cuja incidência torna-se mais expressiva a cada ano, em diversos países (Siegel et al., 2016). 

Particularmente, comporta-se de maneira agressiva e ocasiona invasão local e metástase 

linfonodal (Zhao et al., 2018).  

O câncer é uma desordem complexa, multifatorial e heterogênea, com distintas 

propriedades biológicas. Desenvolve-se como resultado de inúmeros desequilíbrios 

moleculares (Feinberg et al., 2006) e tais alterações estão, frequentemente, associadas à 

desregulação da expressão gênica, no CEC oral. Condição esta que pode desempenhar papel 

fundamental no desenvolvimento e seguimento da doença (Gasche e Goel, 2012). 

Apesar do reconhecimento da epigenética como fator chave para a carcinogênese, 

ainda hoje, a quimioterapia convencional é utilizada como tratamento padrão. Contudo, este 

tipo de abordagem terapêutica é associada a altas taxas de recidiva e nenhuma melhora no 

prognóstico de sobrevida do paciente (Bharadwaj et al., 2019), motivos que poderiam contrariar 

sua prescrição como método de referência.  

Neste contexto, a hipermetilação aberrante nas ilhas CpG de genes supressores de 

tumor é considerada uma alteração essencial na evolução da tumorigênese oral (Gasche et al., 

2011). Embora existam, na literatura científica, evidências que associam a metilação do DNA 

à patogênese do carcinoma de células escamosas, não há relatos que descrevam claramente os 

genes envolvidos na progressão do CEC oral (Zhao et al., 2018). 
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2.2 EPIGENÉTICA: METILAÇÃO DO DNA 

O termo epigenética foi descrito inicialmente por Conrad Waddington em 1950, 

para caracterizar modificações no genoma herdadas durante a divisão celular e que são 

independentes de alterações na sequência do DNA (Dawson e Kouzaride, 2012). Os eventos 

epigenéticos são reversíveis e capazes de alterar a estrutura da cromatina e, desta maneira, 

promover o controle preciso da estabilidade genômica (Cimmino et al., 2018; Berger et al., 

2009).  

Existem distintas categorias de modificações epigenéticas, dentre as quais, a 

metilação do DNA é a principal e mais investigada alteração que ocorre no genoma. Tal 

mecanismo consiste na adição de um grupo metil no carbono de posição 5’ do nucleosídeo 

citosina, presente em uma sequência de dinucleotídeo CpG (citosina-fosfato-guanina). Este 

processo resulta na formação da 5-metilcitosina e ocorre pela ação de enzimas denominadas de 

DNA metiltransferases (Bird, 2002).   

Na figura 1 é esquematizado o mecanismo da metilação do DNA. Em (A) é ilustrado 

a catálise da metilação do DNA realizada pelas enzimas DNMTs. E (B) a modulação dinâmica 

da organização da cromatina e a expressão gênica, induzidas pela metilação do DNA. A 

cromatina, quando aberta, permite a expressão do gene, no entanto, esta estrutura ao sofrer 

condensação promove o silenciamento gênico. Salienta-se que as esferas brancas representam 

citosinas não metiladas e as esferas vermelhas ilustram as citosinas metiladas. 

As DNA metiltransferases removem o radical metil do substrato doador SAM (S-

adenosilmetionina) e o adicionam à citosina (Patra et al., 2008). Em mamíferos, as DNMTs de 

novo (DNMT3A e DNMT3B) acrescentam o grupo CH3 em sítios não metilados, o que ocorre 

principalmente durante o desenvolvimento embrionário. Enquanto a DNMT de manutenção 

(DNMT1) adiciona a marca epigenética em DNAs hemimetilados durante a divisão celular, 

sendo responsável pela herança do padrão de metilação (Groth et al., 2007). 

Quanto aos dinucleotídeos CpG, é estabelecido cientificamente que estes podem ser 

encontrados tanto dispersos no genoma, quanto em aglomerados denominados de ilhas CpG. 

Estas regiões do DNA apresentam mais de 150 pares de bases e aproximadamente 50% de 

nucleosídeos citosina e guanina. Além disso, a maioria destas ilhas estão localizadas na região 

promotora de um grande número de genes (Feinberg et al., 2006). Cerca de 60% dos genes dos 

mamíferos apresentam ilhas CpG em seus promotores e éxons. Em condições normais, estes 
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loci não são metilados, ao contrário da maioria dos CpGs (Putiri et al., 2016). 

 

Figura 1 - Esquema da metilação do DNA 

 

Fonte: Adaptado de Rodenhiser e Mann, 2006 

 

  A metilação do DNA é uma marca que caracteriza a identidade celular dos 

mamíferos e é imprescindível para o desenvolvimento normal (Xing et al., 2018; Zhang et al., 

2018). Logo, esta desempenha papel primordial em inúmeros processos biológicos, tais como, 

controle da replicação celular, estabilidade e manutenção da expressão gênica e regulação da 

diferenciação celular (Zhang et al., 2018; Fouse et al., 2010).  
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E, por isso, alterações no perfil epigenético podem ter efeitos danosos e desencadear 

patologias, inclusive o câncer (Ushijima e Asada, 2010). 

2.3 METILAÇÃO DO DNA E CÂNCER 

O silenciamento gênico é um fenômeno necessário a vida dos organismos 

eucariontes e particularmente essencial em inúmeros processos fisiológicos. E como a maioria 

dos eventos biológicos pode tornar-se desregulado e propiciar o surgimento de doenças (Jones 

e Baylin, 2007).  

Hoje, sabe-se que a célula tumoral é hipometilada globalmente em seções de íntrons 

e sequências repetitivas, e pode apresentar padrão de hipermetilação em locais específicos do 

DNA – regiões regulatórias – ricos em dinucleotídeos CpGs, como nas ilhas CpG (Jones e 

Baylin, 2007). De maneira distinta, a célula normal é hipermetilada e apresenta-se desmetilada 

nas regiões regulatórias. Como pode ser observado no esquema da figura 2. Nesta é 

demonstrado o padrão e o perfil de metilação do DNA normal e aberrante. 

 

Figura 2 - Padrão e perfil de metilação do DNA 

 

Fonte: Adaptado de Lao e Grady, 2011. 
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Esta metilação anormal do DNA, especialmente na região promotora, pode alterar 

a expressão gênica (Laird, 2010). E, inclusive, silenciar genes essenciais envolvidos nas 

principais vias celulares – reparo do DNA, controle do ciclo celular e apoptose – e comprometer 

suas funções (Ushijima e Asada, 2010), paisagem epigenética muito comum no câncer (Esteller, 

2008).  

A hipometilação global do DNA também pode contribuir para o desenvolvimento 

de neoplasias, isto porque este padrão anormal de metilação é capaz de ativar oncogenes e 

aumentar a instabilidade genômica (Gasche e Goel, 2012; Tost, 2009).   

Desta forma, o desequilíbrio dos mecanismos epigenéticos podem desregular a 

expressão de genes de maneiras distintas (Harris et al., 2018). Aliás, estudos recentes 

demonstram que a metilação do DNA exerce função significativa no desenvolvimento, 

progressão e metástase neoplásica (Zhao et al., 2018).  

Existem pesquisas que buscam justificar o mecanismo pelo qual a metilação do 

DNA promove a repressão transcricional. Algumas afirmam que esta prática decorre da inibição 

direta da ligação de fatores de transcrição (Gasche e Goel, 2012). Em contrapartida, outras 

sugerem que tal modificação epigenética induz a ligação de uma família de enzimas, conhecida 

como proteínas MBD nos loci contendo ilhas CpG metiladas, o que resultaria na compactação 

da cromatina e consequente supressão da transcrição gênica (Hendrich e Bird, 1998; Bird, 

1993).  

O grau de metilação do DNA em determinado locus é uma característica hereditária 

e pode ser modificado por exposições ambientais e dieta (Husquin et al., 2018), bem como, 

alterado à medida em que envelhecemos, o que contribui potencialmente para o 

desenvolvimento de doenças humanas (Ziller et al., 2013), incluindo o câncer (Xing et al., 

2018). 

É importante salientar que as aberrações epigenéticas, normalmente, são 

modificações que precedem o desenvolvimento de afecções e, portanto, valiosos indicadores de 

risco e prognóstico de doenças (Kelly et al., 2010). 

2.4 DROGAS EPIGENÉTICAS: 5-AZA-2′-DESOXICITIDINA 

A metilação do DNA é uma modificação hereditária somática covalente, isto é, uma 
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característica transmitida às células filhas durante a replicação celular e apresenta capacidade 

de reversibilidade. A dinâmica desta alteração a torna um alvo atraente para a terapia 

epigenética. (Yang et al., 2014).  

 Logo, a relação entre o padrão de metilação e a desmetilação da citosina é um 

processo mutável que interfere na estrutura da cromatina e, desta maneira, modula o acesso da 

RNA polimerase II. Esta circunstância afeta diretamente a transcrição gênica (Bird, 1993). 

Diante disso, o mecanismo da desmetilação do DNA pode ocorrer através de dois 

processos: ativo – requer ação enzimática e resulta na remoção do radical CH3 – ou passivo – 

acionado pela perda do radical metil decorrente da inibição ou ausência da DNMT de 

manutenção.  

Neste contexto, as principais terapias desenvolvidas foram relacionadas a 

modulação das enzimas responsáveis por adicionar a marca de metilação. Estes fármacos são 

denominados inibidores de DNA metiltransferases e impedem a atividade das DNMTs 

mediante seu aprisionamento permanente. Este mecanismo farmacológico promove a 

desmetilação global do genoma, e tem por finalidade induzir a re-expressão de genes 

aberrantemente silenciados (Ramos et al., 2015; Yang et al., 2014; Hassler et al., 2012; Kelly 

et al., 2010). 

Distintos DNMTis são descritos na literatura científica, dentre estes, a droga 5-aza-

CdR é considerada a substância com maior eficácia na desmetilação do DNA, mais estável e, 

além disso, aprovada para tratamento em humanos (Ramos et al., 2015, Hassler et al., 2012). 

Este fármaco é um análogo sintético do nucleosídeo citosina e é incorporado a 

molécula de DNA durante a mitose. E então, este aprisiona irreversivelmente a DNA 

metiltransferase de manutenção (Patel et al., 2010), e a degrada por proteólise. Assim, a fita 

recém sintetizada não é metilada e o padrão de desmetilação é transferido passivamente como 

herança semiconservativa (Zhang et al., 2017).  

O medicamento 5-aza-2'-desoxicitidina está disponível na forma de pó liofilizado 

em frasco-ampola para solução injetável por via intravenosa, na concentração de 50mg. 

Apresenta esquema posológico peculiar, realizado em regime de dosagem cíclica de 3 (Infusão 

contínua de 3 horas - de 8/8 horas x 3 dias consecutivos a cada 6 semanas) ou 5 dias (Infusão 

contínua de 1 hora x 5 dias consecutivos a cada 4 semanas), e período de tratamento mínimo de 
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4 ciclos. A principal diferença entre os regimes está no tempo de infusão reduzido do tratamento 

de 5 dias, o que possibilita sua execução em ambiente ambulatorial. Todavia, este esquema 

terapêutico é indicado apenas para pacientes portadores de síndrome mielodisplásica. Após 

cada ciclo de terapia são realizados exames hematológicos para monitorar a resposta 

imunológica e a citotoxidade da droga (ANVISA, 2018; Derissen et al, 2013).  

O tratamento de células cancerígenas com esta droga epigenética em baixa dosagem 

promove ação duradoura antitumorigênica, paralisação do ciclo celular e efeitos 

imunomodulatórios que aumentam a detecção da célula tumoral pelo sistema imunológico (Yau 

et al., 2016).  

Nos últimos anos, novos estudos foram desenvolvidos com a finalidade de estender 

o tratamento medicamentoso com inibidores de DNA metiltranferase para tumores sólidos 

(Yang et al., 2014). Estes demonstraram resultados favoráveis quando combinados os inibidores 

da metilação e a quimioterapia convencional. Entretanto, a abordagem farmacológica exclusiva 

com DNMTis apresentou menor eficácia (Gerecke et al., 2018). 

No entanto, apesar do êxito de ensaios pré-clínicos e clínicos, o fármaco 5-aza-CdR 

possui indicação terapêutica restrita, destinado apenas a algumas neoplasias hematológicas – 

síndrome mielodisplásica e leucemia mieloide aguda (Loo, Ettayebi e De Carvalho, 2019; Yang 

et al., 2014). Ademais, a prescrição é realizada exclusivamente para pacientes adultos, dos quais 

somente 50% respondem ao tratamento (Derissen et al., 2013). 

2.5 VITAMINA C 

Concomitantemente a este cenário de conquistas científicas, a promissora função 

anticancerígena do Ácido Ascórbico é investigada desde a década de 70. Ao longo dos anos, as 

pesquisas envolvendo a Vitamina C foram oscilantes e controversas, mas continuamente 

alicerçadas na esperança de que as propriedades antioxidantes do AA sejam capazes de inibir o 

desenvolvimento de neoplasias. 

A Vitamina C é um micronutriente ácido, hidrossolúvel, primordial para síntese de 

colágeno nos tecidos conjuntivos. Além disso, desempenha inúmeras funções no organismo, 

tais como, ação antioxidante – envolvida no retardamento do envelhecimento – e proteção de 

doenças crônicas –, síntese de catecolaminas e suporte ao sistema imunológico (Camarena e 

Wang, 2016).  
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Coincidentemente, as pesquisas demonstram que os níveis séricos de Ácido 

Ascórbico estão reduzidos em pacientes portadores de neoplasia, inclusive CEC oral (Juneja et 

al., 2017; Kaur et al., 2016). Esta situação corrobora com o pressuposto da Vitamina C ser capaz 

de alterar o epigenoma e, consequentemente, interferir no desenvolvimento de doenças 

(Camarena e Wang, 2016). 

Os seres humanos não sintetizam a Vitamina C e, portanto, a ingestão desta 

substância por meio da dieta ou suplementação é essencial para o desenvolvimento saudável. 

Pode ser encontrada nos alimentos de duas formas distintas: reduzida – ácido L-ascórbico (AA) 

– ou oxidada reversível – ácido dehidroascórbico (DHA). A versão AA é fisiologicamente ativa 

e possui 100% de atividade vitamínica. Enquanto que, a variante DHA apresenta maior 

estabilidade e percentual funcional de 75 a 80%. No entanto, no meio intracelular de forma 

natural e apropriada em virtude de um sistema de oxirredução ocorre o equilíbrio entre ambos 

os ácidos, cuja concentração é bastante elevada, com variação entre 1 a 10 mM (May, 2011). 

A absorção ocorre nos enterócitos do intestino delgado e é acumulada nas células 

por intervenção de dois tipos de proteínas: co-transportadores de sódio-ascorbato (SVCTs) –

responsável pelo carreamento do AA – e transportadores de hexoses (GLUTs) – encarregado 

do transporte do DHA (Savini et al., 2008).   

No entanto, apesar de sua relevância ser bem esclarecida, desde sua descoberta em 

1927, suas propriedades biológicas continuam a ser evidenciadas (Du et al., 2012). Atualmente, 

seu potencial medicinal é sustentado por uma série de observações in vitro (Mingay et al., 2018; 

Sajadian et al., 2016) e in vivo (Xia et al., 2017) e até mesmo em alguns testes clínicos 

(Takahashi, et al., 2012). Entretanto, estas análises, em sua grande maioria, limitam-se a 

avaliação do Ácido Ascórbico em esquema terapêutico combinado com drogas quimioterápicas 

(Liu et al., 2016). Nestas, o efeito sinérgico entre a Vitamina C e os fármacos DNMTis foi 

distintamente elucidado. 

Mediante esta perspectiva, o conhecimento da ação farmacocinética e o 

reconhecimento dos mecanismos epigenéticos possibilitaram a descoberta de duas 

características valiosas do Ácido Ascórbico: o estresse oxidativo induzido pelo peróxido de 

hidrogênio e a desmetilação do DNA intermediada pela ativação das enzimas Ten-Eleven 

Translocation (Shenoy et al., 2018).  

Este grupo de dioxigenases – TET1, TET2 e TET3 –, diferentemente dos inibidores 
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de DNA metiltransferase, atuam na via de desmetilação ativa. Isto porque, promovem a 

hidroxilação da 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC), e sucessivamente em outros dois 

subprodutos, os quais podem ser substituídos por citosinas não metiladas através do sistema de 

reparo do DNA (Putiri et al., 2016). Este processo ocorre naturalmente e resulta na reversão 

específica do locus da metilação do DNA (Rasmussen e Helin, 2016). Neste âmbito, a Vitamina 

C funciona como um cofator para as enzimas TET, facilita a atividade destas proteínas e 

aumenta a desmetilação ativa (Sajadian et al., 2016). Na figura 3 é ilustrado os mecanismos de 

ação da Vitamina C e dos DNMTis, ambos são agentes hipometilantes. Contudo, estes se 

diferenciam pela via de ativação da desmetilação do DNA. 

 

Figura 3 - Vias de desmetilação do DNA 

 

Fonte: Adaptada de Ambrosi et al., 2017 

 

A percepção da função da metilação do DNA aberrante no mecanismo 
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tumorigênico permitiu com que os agentes desmetilantes se tornassem o foco das terapias 

epigenéticas. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos de reprogramação celular 

relacionados ao processo de desmetilação. São necessárias investigações complementares, 

inclusive que possibilitem a compreensão do efeito da 5hmC na manutenção da metilação do 

DNA (Rasmussen e Helin, 2016). 

Apesar disso, sabe-se que a síntese da base intermediária 5hmC é a segunda 

modificação do DNA mais significativa. Seus níveis globais são variáveis nos distintos tecidos 

normais, e sua perda é descrita em uma série de neoplasias, tais como, tumores de pulmão, 

cólon, cérebro, mama, fígado, próstata, rim e melanoma (Arvinden et al., 2017). 

Também, estudos científicos publicados recentemente mostraram redução 

significativa do nível de 5-hidroximetilcitosina em carcinoma de células escamosas – CEC –, 

inclusive oral (Nunez et al., 2018; Wang et al., 2017). Circunstância que torna a base 5hmC um 

potencial marcador preditivo de mau prognóstico e sobrevida para múltiplos tipos de câncer 

(Chen et al., 2016). 

Neste aspecto, evidências emergentes sugerem que o Ácido Ascórbico desempenha 

função primordial na conversão da 5mC em 5hmC. Aliás, predispõe as células de melanoma à 

apoptose (Sajadian et al., 2016). Do mesmo modo, em concentrações fisiológicas por via oral 

(Shenoy et al., 2018), a Vitamina C é capaz de promover a desmetilação do DNA e consequente 

re-expressão de genes supressores de tumor (Young, et al., 2015). 

Esta particularidade também é descrita em análises realizadas em linhagem celular 

de linfoma, na qual o AA em concentrações farmacológicas de via intravenosa, aumentou a 

expressão de gene supressor de tumor e apresentou efeito quimiossensibilizante sobre as células 

examinadas (Shenoy et al., 2017).  

Em relação aos tumores sólidos, estudos pré-clínicos confirmam que a Vitamina C, 

além de apresentar potencial atividade anticancerígena, reduz a toxicidade dos agentes 

quimioterápicos (Monti et al., 2012). Igualmente, quando associada ao DNMTi 5-aza-CdR, o 

Ácido Ascórbico promove a inibição da proliferação de células tumorais e o aumento da morte 

celular programada. Além disso, tais efeitos estão associados ao restabelecimento da resposta 

imune inata em pacientes portadores de neoplasias hematológicas (Liu et al., 2016).  

Sendo assim, a Vitamina C pode ser considerada um mediador crítico da 
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desmetilação epigenômica (Camarena e Wang, 2016). Sobre a qual, os fatores ambientais e 

genéticos capazes de influenciar sua síntese, bem como, absorção, transporte e metabolismo 

podem modular o controle epigenético e interferir no processo saúde-doença (Young et al., 

2015).  

Contudo, até o momento, não há pesquisas in vivo que esclareçam de maneira 

fidedigna a capacidade do Ácido Ascórbico em reprogramar a metilação tumoral, além de 

posologia e esquema de tratamento adequados (Shenoy et al., 2017). 

Diante dos argumentos apresentados, é incontestável o potencial do AA como um 

promissor agente desmetilante, no entanto, a documentação epidemiológica na literatura 

científica sobre a relação entre Vitamina C e o câncer, ainda é incipiente e necessita de novas 

análises (Young et al., 2015). 

2.6 PECULIARIDADES DOS GENES ANALISADOS 

2.6.1 KRT13 (Queratina 13) 

O gene da queratina 13 codifica uma proteína que é expressa normalmente em 

células diferenciadas do epitélio estratificado escamoso não corneificado (Schweizer, 2006). 

Denominada oficialmente em 2006 pela Organização do Genoma Humano (HUGO) como 

queratina, esta proteína consiste em uma estrutura filamentosa intermediária, expressa na 

camada suprabasal e de característica ácida, cuja função é manter a integridade estrutural e a 

estabilidade das células epiteliais (Takkem et al., 2018).  

O padrão de expressão das queratinas é altamente conservado e, portanto, qualquer 

alteração na taxa de crescimento ou nível de diferenciação destas proteínas, podem ocasionar 

neoplasias (Safadi et al., 2019; Belaldalvar et al., 2016). Em CEC oral, algumas pesquisas 

mostram que a expressão de KRT13 é observada em tumores com perfil de diferenciação 

moderado a elevado. Entretanto, a superexpressão desta queratina sugere a natureza agressiva 

do tumor, bem como, a predisposição a metástase (Belaldalvar et al., 2016). 

No entanto, apesar do reconhecimento da importância da K13 na carcinogênese, os 

mecanismos epigenéticos envolvidos nestas alterações são incertos. Sabe-se apenas que o 

promotor do gene que expressa esta proteína é hipermetilado (Naganuma et al., 2014). 
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2.6.2 MAGEA1 e MAGEB2 (Antígeno Específico de Câncer e Testículo) 

Os antígenos de câncer e testículo compreendem uma família de genes que são 

expressos praticamente de maneira exclusiva em células germinativas humanas normais, e de 

forma aberrante na maioria das células tumorais (Beppu et al., 2017; Gordeeva, 2015).  

 No testículo, por se tratar de um sítio protegido da ação antigênica, os CTAs que 

são proteínas altamente imunogênicas, apresentam atividade inócua e, portanto, constituem um 

alvo propício para a imunoterapia específica contra o câncer. (Gjerstorff et al., 2015). A 

atribuição dos antígenos de câncer e testículo na tumorigênese não está bem esclarecida, todavia 

pode estar relacionada com a regulação da transcrição gênica, o aumento do ciclo celular e a 

supressão da cascata de sinalização da apoptose (Heninger et al., 2016). 

Atualmente estão documentadas aproximadamente 100 famílias de genes, 

entretanto, nem todos são capazes de induzir resposta imune. Isto posto, para que seja 

efetivamente considerado imunoterapêutico o CTA deve enquadrar-se nas três particularidades:  

a) Expressão em distintos tipos de câncer; 

b) Quando manifesto em uma determinada neoplasia sua expressão deve ser 

proporcional ao estágio clínico-patológico; 

c) Apresentar expressão simultânea com pelo menos outro antígeno. 

Dentre os primeiros a serem identificados e mais significativos CTAs estão os 

antígenos MAGEA1 e MAGEB2. 

A família MAGEA é composta de 12 membros, que estão localizados na região q28 

do cromossomo X. Estes apresentam baixa expressão nos tecidos normais, quase restrita aos 

testículos, especificidade imprescindível aos antígenos, a fim de impedir a autoimunidade 

(Kerkar et al., 2016; Cabalerro e Chen, 2009).  

O MAGEA1 foi o primeiro antígeno humano a ser caracterizado. E, apesar de 

induzir a imunidade humoral espontânea, suscita uma resposta celular baixa, e improvável de 

ser detectada em pacientes com câncer. Esta circunstância não compromete a função deste 

antígeno que de maneira surpreendente regula a expressão de genes envolvidos no crescimento 

de células tumorais (CTdatabase, 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gjerstorff%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26158218
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Já a família de genes MAGEB é constituída por 4 membros, dos quais o gene 

MAGEB2 é o mais expresso. Esta classe gênica está agrupada na posição p21.3 do cromossomo 

X, e é homóloga a família MAGE. No entanto, são transcritos de maneira fisiológica não 

somente nos testículos, mas também na placenta. Além disso, ao contrário da família MAGEA, 

os genes MAGEB originam resposta imune exclusivamente humoral (CTdatabase, 2019). 

Contudo, apesar das diferenças existentes entre as classes gênicas MAGEA e 

MAGEB, ambas são reguladas pela desmetilação do promotor (Pattani et al., 2012).  

2.6.3 MMP2 (Metaloproteinase de Matriz 2) 

As metaloproteinases de matriz (MMPs) são uma família de endopeptidases 

dependente de Zn2+, inicialmente identificadas como proteínas processadoras da catálise 

hidrólitica do colágeno (Amar, Smith e Campos, 2017). Desta maneira, participam da 

remodelação fisiológica da matriz extracelular (MEC) e manutenção das propriedades 

bioquímicas e mecânicas dos tecidos (Trypuć et al., 2016). 

Entretanto, embora as MMPs sejam essenciais em inúmeros processos biológicos e 

eventos celulares fisiológicos, há interesse crescente nestas enzimas, decorrente de descobertas 

científicas que descrevem sua participação significativa no desenvolvimento de doenças 

especialmente o câncer (Löffek et al., 2011).  

A atividade das metaloproteinases de matriz é regulada por expressão gênica, 

modificações pós-traducional da proteína, indutores de atividade enzimática e por inibidores 

fisiológicos, estes denominados de inibidores teciduais de metaloproteinases – TIMPs. 

Contudo, o desequilíbrio sérico entre as MMPs e TIMPs promove a ruptura da homeostase e o 

consequente aparecimento de alterações patológicas (Liu e Khalil, 2017). 

Ainda neste sentido, acredita-se que as células neoplásicas também secretam 

enzimas proteolíticas. Estas além de degradarem as membranas basais e os componentes da 

MEC, em um processo crucial para invasão local e metástase (Lin et al., 2013), liberam 

moléculas biologicamente ativas, que favorecem o crescimento tumoral (Trypuć et al., 2016). 

As MMPs apresentam diversas classes, cuja classificação baseia-se em dois 

aspectos:  

a) Organização estrutural – domínio funcional; 



30 

 

b) Substrato específico de degradação. 

Diante disso, a classe das gelatinases que compreende os tipos A (MMP2) e o B 

(MMP9), degradam especificamente o colágeno desnaturado (gelatinas) e o colágeno tipo IV, 

principal componente da membrana basal (Cieplak e Strongin, 2017) e por isso são 

consideradas enzimas primordiais para invasão e metástase do câncer oral (Ruan et al., 2014).  

A análise da expressão de MMPs no câncer bucal é uma ferramenta importante no 

prognóstico. Muitos estudos relatam aumento da expressão de MMP2 e MMP9 e as relacionam 

a invasão e a metástase no CEC oral (Hong et al., 2006). 

2.6.4 TIMP1 e TIMP2 (Inibidores de Metaloproteinases de Matriz) 

Os TIMPs no genoma humano constituem uma classe de 4 espécies conhecidas – 

TIMP 1, 2, 3 e 4. Os inibidores não possuem domínios específicos e por isso são capazes de 

impedir a ação de todos os tipos de MMPs (Brew e Nagase, 2010). 

Estes agentes são proteínas multifuncionais que, além da atividade inibidora sobre 

as metaloproteinases de matriz, desempenham outras funções, tais como, regulação da 

proliferação celular e apoptose (Jiang et al., 2002). No entanto, também são capazes de 

estimular o crescimento e promover ação antiapoptótica (Brew e Nagase, 2010). 

O TIMP1 é um potente inibidor de MMPs, exceto para algumas enzimas associadas 

a membrana (MT-MMP), liga-se fortemente a MMP9, enquanto TIMP2 interage com MMP2 

(Cieplak e Strongin, 2017). 

Os genes TIMP1 e TIMP2 são os inibidores mais pesquisados, isso porque, estão 

diretamente relacionados a progressão e a metástase tumoral (Pulukuri et al., 2007). Entretanto, 

diferem-se quanto ao processo transcricional em neoplasias. O gene TIMP1 é superexpresso 

(Cheng et al., 2016) em uma grande variedade de linhagens de câncer (Cheng et al., 2016), 

enquanto que o gene TIMP2 permanece silenciado devido a hipermetilação do promotor 

(Pulukuri et al., 2007).  

2.6.5 SLUG (Fator de Transcrição Dedo de Zinco) 

É um fator de transcrição dependente de Zn2+ também conhecido como SNAI2. 

Além de apresentar atividade crucial na organogênese, possui função antiapoptótica e 
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capacidade de reprimir a transcrição da E-caderina – glicoproteína transmembrana encarregada 

de garantir a manutenção da adesão celular (Ashaie et al., 2016). Seu mecanismo de ação está 

baseado em sua capacidade de regular a transição epitélio-mesenquimal (EMT), conforme 

ilustrado no esquema da figura 4.  

 

Figura 4 - Processo da transição epitélio-mesenquimal 

 

Fonte: Adaptado de Lee et al., 2016 

 

Este processo biológico é fundamental durante o desenvolvimento embrionário, tal 

como, para a cicatrização e regeneração tecidual.  No entanto, a superexpressão de SLUG 

reprime a expressão da proteína mesenquimal E-caderina. Esta circunstância permite que as 

células epiteliais imóveis sofram modificações bioquímicas, moleculares e morfológicas, e 

adquiram um fenótipo mesenquimal – células estaminais cancerígenas (Peng et al., 2017). Tal 

condição favorece a invasão, metástase e inclusive a resistência celular à drogas antitumorais 

(Haslehurst et al., 2012). Entretanto, este processo é controverso, pois a degradação parcial da 

matriz – mas não a completa – é deletéria (Nakamura et al., 2018). 

O SLUG é expresso em vários tipos de câncer, inclusive em CEC oral, nos quais 

regula inúmeros processos relacionados com a tumorigênese, dentre estes, a proliferação, a 

apoptose e a motilidade celular (Nakamura et al., 2018).   
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3 PROPOSIÇÃO 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar os efeitos do tratamento com os agentes desmetilantes 5-aza-CdR e 

Vitamina C, em células de carcinoma espinocelular oral de língua (SCC-9), na regulação da 

expressão gênica. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Investigar a expressão de genes capazes de potencializar os efeitos benéficos dos 

agentes desmetilantes, 5-aza-CdR e Ácido Ascórbico, em linhagem celular de carcinoma 

espinocelular de Língua (SCC-9). Para tal analisamos os genes:  

KRT13 – relacionado ao aumento da diferenciação celular 

MAGEA1 e MAGEB2 – associados a imunogenicidade celular – alvos da 

imunoterapia contra o câncer. 

Avaliar a transcrição de genes relacionados a prováveis efeitos colaterais 

decorrentes da utilização dos fármacos hipometilantes 5-aza-CdR e Ácido Ascórbico, na mesma 

linhagem celular (SCC-9). Desta maneira investigamos os genes: 

MMP2, TIMP1 e TIMP2 – correlacionados a migração e invasão celular. 

SLUG – alusivo a transição epitélio-mesenquimal. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

a) Linhagem celular e cultura de células 

Neste trabalho foi utilizada a linhagem celular de carcinoma epidermoide de língua 

humano SCC-9 (ATCC® CRL-1629™) na passagem 52, cultivadas em meio padrão: 

DMEM/Ham's F12 suplementado com Hidrocortisona (400 ng/ml), Soro Fetal Bovino (FBS) 

(10%), Penicilina (100 U/ml), Estreptomicina (100 µg/ml) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2. 

Conforme especificações da tabela 1.  

Tabela 1 - Descrição da linhagem celular de carcinoma espinocelular de língua SCC-9 

Característica Detalhamento 

Linhagem celular  SCC9 

Código de acesso  CRL-1629 

Mutações 
(homozigose) 

 TP53 c.822_853del32 CDKN2A c.1_150del150 

Doença  CEC de língua 

Espécie  Homo sapiens 

Sexo  Masculino 

Idade  25 anos 

Tumorigênica  Sim 

Fonte: American Type Culture Collection 

 

Inicialmente, as células foram expandidas e plaqueadas em meio padrão, na 

concentração de 7.5x104céls/mL, em placa de 96 poços (n = 8), durante 24 horas para adesão 

celular. Em seguida, foram submetidas ao ensaio de carenciamento, no qual, as células 

permaneceram em meio sem FBS, no período de 24 horas, com a finalidade de sincronizar o 

ciclo celular.  

b) Ensaio de citotoxidade pelo método MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil 

brometo de tetrazolina)  para o Ácido Ascórbico 
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Após o carenciamento celular, foi realizado o teste de MTT (Invitrogen, Carlsband, 

CA, USA), conforme as orientações do fabricante. Este teste avaliou, com o auxílio de análise 

colorimétrica, o metabolismo das células após o tratamento com o Ácido Ascórbico em 

diferentes concentrações e assim, determinou a porcentagem de viabilidade celular.  

A princípio as células foram subdivididas em 7 grupos: 

Grupo 1: Células não submetidas ao tratamento com Ácido Ascórbico – 

imediatamente após o carenciamento 

Grupo 2: Células cultivadas em meio sem suplementação com Ácido Ascórbico – 

Controle Negativo  

Grupo 3: Células tratadas com Ácido Ascórbico na concentração de 50 µM  

Grupo 4: Células tratadas com Ácido Ascórbico na concentração de 100 µM  

Grupo 5: Células tratadas com Ácido Ascórbico na concentração de 150 µM  

Grupo 6: Células tratadas com Ácido Ascórbico na concentração de 200 µM  

Grupo 7: Células cultivadas em meio suplementado com Triton 1% – Controle 

Positivo.  

Ambos os grupos foram submetidos a seus respectivos tratamentos durante o 

período máximo de 48 horas. Decorridas as primeiras 24 horas, o meio específico de cada grupo 

foi removido e substituído por outro, que permaneceu por mais 24 horas.  

Posteriormente ao tratamento, foi executado o ensaio de citotoxidade propriamente 

dito. Para isto, os sobrenadantes dos grupos foram removidos e estes incubados em meio 

complementado com o reagente MTT, na concentração de 0,3 mg/ml, no decorrer de 3 horas à 

37 °C e 5% de CO2. Logo após, os cristais de formazam, resultantes da redução do MTT, foram 

solubilizados com etanol 100% e a absorbância medida no comprimento de onda de 570 nm, 

em um leitor automático de placas de cultura. Os resultados foram expressos em porcentagem 

de viabilidade celular, e não demonstraram citotoxidade para nenhuma das concentrações de 

Vitamina C. O teste de MTT foi realizado apenas para a análise do Ácido Ascórbico, pois o 

departamento já havia executado anteriormente o ensaio para o fármaco 5-aza-CdR [0,3 - 300 

µM].  
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c) Tratamento celular com drogas desmetilantes 

 Determinados os referenciais de citotoxidade para os agentes desmetilantes 5-aza-

CdR e Vitamina C, em um segundo momento, foram realizadas as análises propostas pela 

pesquisa. Para tal, primeiramente as substâncias foram preparadas conforme as orientações do 

fabricante: 

• 5-aza-2'-desoxicitidina (5-aza-CdR): A substância 5-aza-CdR (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Alemanha) foi diluída em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 1%. 

• Vitamina C (L-Ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium salt hydrate): O fármaco 

Ácido Ascórbico (Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha) foi diluído em água destilada.  

Posteriormente, as células de carcinoma epidermoide de língua foram expandidas, 

plaqueadas e carenciadas conforme descrito. E em seguida, subdivididas em 3 grupos:  

Grupo C: Células tratadas apenas com meio padrão – Controle 

Grupo D: Células tratadas com 5-aza-CdR na concentração de 0,3 µM  

Grupo V: Células tratadas com Ácido Ascórbico na concentração de 150 µM  

Ambos os grupos foram submetidos a seus respectivos tratamentos durante o 

período máximo de 48 horas. Decorridas as primeiras 24 horas, o meio específico de cada grupo 

foi removido e substituído por outro, que permaneceu por mais 24 horas. O ensaio foi realizado 

em triplicata biológica.  

d) Extração de RNA 

As células de cada um dos grupos de tratamento foram lavadas com PBS na 

concentração de 1% e tripsinizadas. E então, os pellets celulares foram lisados e incubados em 

reagente Trizol®/clorofórmio (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), e armazenados a -80 °C. Em 

um segundo momento, foi realizada a extração do RNA e a purificação, com o auxílio de 

isopropanol, conforme as recomendações do fabricante. Rapidamente, após a purificação dos 

ácidos nucléicos cada uma das amostras foi quantificada em espectrofotômetro (NanoDrop 

2000, Thermo Scientific, Uniscience). Neste, foram mensuradas a concentração e a pureza 

amostral. Todas as eluições apresentaram razões A260nm/A280nm apropriadas de 

aproximadamente 2,0. E imediatamente, os RNAs extraídos e purificados, foram armazenados 
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a -80 °C.  

e) Transcrição Reversa e Análise de Expressão 

As amostras de RNAs isolados foram transcritas em cDNAs. Durante o processo 

foi utilizado o sistema Superscript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Posteriormente, foram 

realizadas as análises de expressão gênica através da técnica de PCR quantitativo em tempo 

real (RT-qPCR - LightCycler® 480 System, Roche). Para tal, foram selecionados sete genes: 

KRT13, MAGEA1, MAGEB2, MMP2, SLUG, TIMP1 e TIMP2. As reações foram realizadas em 

volume final de 10 µl usando o reagente Lumino CT qPCR ready mix (Sigma Aldrich, 

Darmstadt, Alemanha). A concentração dos primers foi de 250 nM e as sequências estão 

apresentadas no quadro 2.  As condições da PCR foram: 95 °C por 10 minutos, 40 ciclos a 95 

°C por 15 segundos, 60 °C por 15 segundos e 72 °C por 15 segundos. Nas reações foram 

incluídos controles negativos para cada gene, e estas foram executadas em duplicata técnica. 

Neste estudo, o gene de referência escolhido foi o GAPDH, a partir do qual, os dados da 

expressão gênica relativa foram normalizados. O método utilizado para a análise quantitativa 

foi o fold change (2 –ΔΔCT). Na tabela 2 estão esquematizadas as sequências dos primers dos 

genes analisados. 

Tabela 2 - Sequência dos primers para análise de expressão qPCR 

Gene  Forward 5’ -> 3’  Reverse 5’ -> 3’ 

GAPDH  ACCCACTCCTCCACCTTTGAC  CCACCACCCTGTTGCTGTAG 

KRT13  CCCCAGGCATTGACCTGAC  TGTTGGTAGACACCTCCTTGTTC 

MAGEA1  CCATCAACTTCACTCGACAGAGG  CGGAACAAGGACTCCAGGATAC 

MAGEB2  GGCCTTGAGCTGAATAAAGTCAA  ACTGAGCAGGGATTCCTCATC 

TIMP1  ACCACCTTATACCAGCGTTATGA  GGTGTAGACGAACCGGATGTCAG 

TIMP2  GCTGCGAGTGCAAGATCACG  TGGTGCCCGTTGATGTTCTTC 

MMP2  CCCACTGCGGTTTTCTCGAAT  CAAAGGGGTATCCATCGCCAT 

SLUG  CGAACTGGACACACATACAGTG  CTGAGGATCTCTGGTTGTGGT 
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f) Análises Estatísticas 

Para as análises de expressão gênica foi usado o programa GraphPad Prism 8, e 

utilizado o teste de Shapiro Wilk para verificar a distribuição normal, o Teste F para verificar 

igualdade de variâncias e o Teste estatístico t Student (p < 0.05). Para medir o tamanho do efeito 

– effect size – foi usado o teste Eta squared, onde 0.01 = pequeno efeito, 0.03 = médio efeito e 

0.5 = grande efeito. Diante disso, a metodologia utilizada neste estudo pode ser sintetizada 

conforme a figura abaixo. 

 

Figura 5 - Representação esquemática da metodologia desenvolvida na pesquisa 

 
Fonte: Autora, 2019 
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5 RESULTADOS 

5.1 ANÁLISE DE MTT PARA ÁCIDO ASCÓRBICO 

Na análise de viabilidade celular realizada para o uso do Ácido Ascórbico, nenhuma 

das concentrações testadas apresentou citotoxidade, e mantiveram o percentual de células 

viáveis de aproximadamente 100%, como demonstrado na Figura 6. As concentrações foram 

selecionadas em concordância com as grandezas de referência descritas na literatura, e estão 

próximas dos valores fisiológicos de Vitamina C.  

 

Figura 6 - Teste de viabilidade celular para o Ácido Ascórbico 

 

5.2 EXPRESSÃO DO GENE KRT13 

Na análise de expressão de KRT13, foi observado aumento na expressão deste gene 

por intermédio do uso de 0,3 µM de 5-aza-CdR (p = 0.0002) durante 48 horas em relação ao 

grupo não tratado. O tamanho do efeito – effect size – foi grande (eta2 = 0.97). Já o Ácido 
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Ascórbico na concentração de 150 µM por 48 horas não alterou a expressão deste gene em 

relação ao controle (p = 0.88), conforme ilustra a figura 7. 

 

Figura 7 - Expressão relativa por PCR quantitativa do gene KRT13 nas células SCC-9. Valores 

mostrados em fold change (2-ΔΔCT) 

 

 

5.3 EXPRESSÃO DO GENE MAGEA1 

Na análise de expressão do gene MAGEA1, foi constatado aumento na expressão 

deste com o uso de 0,3 µM de 5-aza (p = 0.0009) por 48 horas em relação ao grupo não tratado. 

O tamanho do efeito foi grande (eta2 = 0.95). Enquanto que a utilização de Ácido Ascórbico na 

concentração de 150 µM durante 48 horas não alterou a expressão deste gene em relação ao 

controle (p = 0.1922), condição esquematizada na figura 8. 
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Figura 8 - Expressão relativa por PCR quantitativa do gene MAGEA1 nas células SCC-9. Valores 

mostrados em fold change (2-ΔΔCT) 

 

 

5.4 EXPRESSÃO DO GENE MAGEB2 

A análise de expressão de MAGEB2 apresentou aumento do nível de expressão 

gênica, mediante a administração de 0,3 µM de 5-aza (p = 0.0002) durante 48 horas em relação 

ao grupo controle, e tamanho do efeito alto (eta2 = 0.95). Além disso, a suplementação de Ácido 

Ascórbico na concentração de 150 µM por 48 horas também aumentou a expressão deste gene 

em relação ao grupo não tratado (p = 0.0342), cujo tamanho do efeito foi médio (eta2 = 0.7), de 

acordo com a figura 9. 
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Figura 9 - Expressão relativa por PCR quantitativa do gene MAGEB2 nas células SCC-9. Valores 

mostrados em fold change (2-ΔΔCT) 

 

 

5.5 EXPRESSÃO DE MMP2, TIMP1, TIMP2 E SLUG 

Nas análises dos genes MMP2 (5-aza x Controle, p = 0.2722 e Vitamina C x 

Controle, p = 0.0627), TIMP1 (5-aza x Controle, p = 0.8324 e Vitamina C x Controle, p = 

0.3271).  TIMP2 (5-aza x Controle, p = 0.0602 e Vitamina C x Controle, p = 0.8148) e SLUG 

(5-aza x Controle, p = 0.4347 e Vitamina C x Controle, p = 0.3269) não foram constatadas 

diferenças na expressão destes genes, tanto na aplicação de 0,3 µM de 5-aza, quanto na 

suplementação com 150 µM de Ácido Ascórbico, durante 48 horas de tratamento para ambos 

os fármacos, em relação ao grupo controle, circunstância exemplificada na figura 10. 
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Figura 10 - Expressão relativa por PCR quantitativa dos genes TIMP1, TIMP2, MMP2 e SLUG nas 

células SCC-9. Valores mostrados em fold change (2-ΔΔCT) 
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6 DISCUSSÃO 

O presente trabalho investigou alterações na expressão de genes responsáveis pela 

ativação de sequências de DNA metiladas endogeneamente em face ao uso dos agentes 

desmetilantes do DNA, o inibidor da metilação 5-aza-CdR, e o ativador das enzimas TET, o 

Ácido Ascórbico, nas células de linhagem de CEC oral. Estas regiões metiladas 

endogeneamente estão associados às vias imune-oncológicas, consideradas novos alvos para a 

terapia epigenética contra o câncer. Além disso, o trabalho investigou se o uso de 5-aza-CdR e 

Ácido Ascórbico poderia ter como efeito colateral o aumento da expressão de genes associados 

a invasão celular. 

Os efeitos antitumorais da baixa dosagem do fármaco 5-aza-CdR são descritos em 

inúmeros tipos de câncer. Estes estudos relatam que as propriedades deste agente desmetilante 

resultam da sua capacidade em reexpressar genes que foram silenciados de forma aberrante por 

hipermetilação e, desta forma, induzir a expressão de genes que promovem a diferenciação 

celular, a apoptose e a redução na sua capacidade tronco (Sharma et al., 2010).  

Contudo, trabalhos recentes descrevem novos mecanismos de ação das drogas 

desmetilantes, os quais podem ser benéficos no combate ao fenótipo tumoral. Estes 

medicamentos são capazes de estimular propriedades imunomodulatórias em células malignas 

e, além disso, impulsionar a imunogenicidade tumoral (Yoo et al., 2019). Tais particularidades 

são decorrentes da ativação de elementos transponíveis – HERVs - retrovírus endógeno humano 

- cujo aumento da expressão afeta negativamente a sobrevivência das células cancerígenas e 

induz o mimetismo viral – e da re-expressão de CTAs – facilita a detecção e destruição das 

células neoplásicas pelo sistema imunológico (Jones et al., 2019; Narayanan et al., 2017; 

Roulois et al., 2015). 

Estas descobertas foram de extrema relevância para a pesquisa contra o câncer, pois 

propiciam uma nova perspectiva da terapêutica, capaz de melhorar a imunogenicidade do 

próprio paciente e, possivelmente, promover a remissão da doença. 

Dentro deste cenário, os efeitos desmetilantes do Ácido Ascóbico começaram a ser 

explorados.  Dessa forma, foi possível identificar a capacidade da Vitamina C em modular a 

atividade genômica e, portanto, interferir na regulação epigenética (Ngo et al., 2019; Gerecke 

et al., 2018; Liu et al.,2016).  
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O presente estudo investigou a expressão de genes relacionados a diferenciação e 

invasão celular, e também CTAs. Neste observou-se o aumento da expressão de alguns destes 

genes ao serem tratados isoladamente com os agentes demetilantes, Vitamina C e 5-aza-CdR. 

A expressão do gene KRT13 é perdida pela metilação do DNA na malignização das 

lesões orais. A redução da queratina 13 no câncer bucal é confirmada por Adami et al. (2017) 

e Farrukh et al. (2015). O uso de 5-aza nesta pesquisa demonstrou um aumento na expressão de 

KRT13. Apesar da desmetilação de genes associados a diferenciação celular não ser uma 

implicação inédita ocasionada pelos agentes desmetilantes, o silenciamento deste gene é 

fundamental na carcinogênese oral (Naganuma et al., 2014) e, por isso, a investigação de sua 

expressão nas células de CEC oral, em consequência do uso destas substâncias foi considerada.  

O tratamento desta mesma linhagem celular com a droga 5-aza também aumentou 

a expressão dos CTAs, MAGEA1 e MAGEB2. Os CTAs estão frequentemente sujeitos ao 

controle pela metilação do DNA (Steele et al., 2009; De Smet et al.,1996) Ademais, com 

exceção dos testículos, placenta e ovários fetais, a expressão da família MAGE é suprimida nos 

tecidos normais. (Simpson et al., 2005).  

Alguns trabalhos mostraram que MAGEB2 é o gene da família MAGEB mais 

expresso em distintos tipos de câncer e, portanto, é um antígeno altamente reconhecido pelo 

sistema imune. Ainda, a superexpressão deste gene em tumores orais primários é consequência 

da desmetilação de seu promotor (Pattani et al., 2012).  

A expressão da família MAGEB pode aumentar a proliferação celular, entretanto 

não é evidente se estes genes podem ser considerados oncogenes. Quando superexpresso nos 

queratinócitos orais, o MAGEB2 aumentou a proliferação destas células, no entanto, esta 

condição não foi evidenciada em linhagens de câncer oral (Pattani et al., 2012).  

A premissa de induzir a expressão de CTAS e por conseguinte, a imunogenicidade 

celular, difere da abordagem clássica do tratamento epigenético, cujo propósito é aumentar a 

expressão de supressores de tumor. No entanto, a família MAGE é considerada um foco 

potencial para as vacinas contra o câncer, em razão da sua eficiência ao promover respostas 

imunológicas humoral e celular (Schooten et al., 2018; Daudi et al., 2014)  

De fato, atualmente, muitos pesquisadores estão empenhados em desenvolver 

vacinas que teriam como alvo os CTAs.  Deste modo, múltiplos ensaios clínicos foram 
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realizados, principalmente direcionados ao antígeno MAGEA3 (Schooten et al., 2018). 

Todavia, mesmo diante de resultados encorajadores, numerosas reações adversas foram 

relatadas (Zajac et al., 2017).  

A expressão de antígenos de câncer e testículo nos tumores é heterogênea e ocorre 

apenas em algumas células da massa tumoral (Pattani et al., 2012). Por este motivo, a ativação 

de CTAs por meio do uso de agentes desmetilantes torna-se um alvo atraente para a terapia, 

visto que são capazes de gerar peptídeos antigênicos responsáveis por aumentar a 

imunogenicidade celular. Aliás, os antígenos de câncer e testículo podem ser reativados 

rapidamente e de forma robusta através do tratamento com os DNMTis (Pattani et al., 2012). 

Circunstância evidente nesta pesquisa, na qual constatou-se que o gene MAGEB2 apresentou 

maior expressão frente ao uso de 5-aza. Condição também verificada nas células tratadas com 

o Ácido Ascórbico. 

O fármaco 5-aza-2'-desoxicitidina é considerado um dos mais importantes 

tratamentos epigenéticos contra o câncer, e seus efeitos benéficos são descritos em uma série 

de pesquisas (Cheishvili et al., 2015; Yoo e Jones, 2006). No entanto, alguns estudos relataram 

o aumento da capacidade de invasão celular em linhagens de células tratadas com a droga 5-

aza-CdR. E este efeito colateral, certas vezes, foi associado ao aumento da expressão de MMPs 

– endopeptidases importantes para o fenótipo de invasão tumoral (Yu e Kim, 2016; Sato et al., 

2003).  

Contudo, no presente estudo, não foram encontradas alterações significativas na 

expressão de MMP2, TIMP1 e TIMP2 e SLUG. Ainda assim, sabe-se que estes dados não são 

suficientes para excluir um possível efeito negativo da utilização do medicamento 5-aza no 

tratamento das células de câncer oral, bem como, compreende-se a necessidade de executar 

outros experimentos que analisem a migração e a invasão celular mediante o uso dos fármacos 

desmetilantes. 

Em contrapartida, o Ácido Ascórbico é uma substância segura e bem tolerada como 

suplemento vitamínico. Desta forma, poderia ser utilizada convenientemente no cuidado do 

paciente em tratamento contra o câncer. No presente trabalho, a Vitamina C foi capaz de 

aumentar a expressão gênica apenas do gene MAGEB2. Isso nos mostra que o AA tem potencial 

desmetilante em linhagens celulares de câncer oral. Obviamente, novos ensaios em 

concentrações distintas e tempos diferentes podem contribuir para elucidar a função da 
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Vitamina C neste tipo de tumor.   

O Ácido Ascórbico exerce ação desmetilante de forma distinta do fármaco 5-aza – 

desmetilação ativa – e atua como um cofator e ativador das enzimas desmetilantes TETs.  Estas 

dioxigenases produzem a 5hmC a partir da oxidação de 5mC que será substituída pela 5C na 

reação de reparo de nucleotídeos (Shenoy, et al., 2018; Young et al., 2015).  

A imunoprecipitação da cromatina de TET1 in vivo mostra que ela é altamente 

enriquecida em ilhas CpG, a maioria das quais está associada aos promotores. Ademais, em 

contraste com a TET1, a estrutura de TET2 não apresenta qualquer domínio discernível que 

permita a ligação direta ao DNA e, portanto, é potencialmente recrutada para o DNA genômico 

por domínios distintos a TET1 ou estruturas secundárias do DNA (Rasmussem et al., 2016).  

Alguns estudos relatam que a modificação 5hmC é capaz de recrutar fatores de 

transcrição específicos e modificar a cromatina (Wu et al., 2014). Desta maneira, não é possível 

saber se os efeitos benéficos provenientes da utilização da Vitamina C descritos na literatura 

são apenas resultantes do aumento de expressão de genes-chave ou ainda, da modificação da 

cromatina em decorrência do aumento de 5hmC.  

A quantidade de 5hmC é relativamente alta nos melanócitos e diminui 

progressivamente nos estágios da transformação maligna. Igualmente, a 5hmC é perdida 

durante a transformação da displasia ao carcinoma espinocelular oral. Condições que 

corroboram para que pesquisas apontem que a perda de 5hmC possa ser considerada um novo 

marcador para a maioria dos tipos de câncer (Cuevas-Nunez et al., 2018; Jäwert et al., 2013). 

Com relação ao uso da vitamina C no câncer, trabalhos recentes mostram, além do aumento da 

5hmC, efeitos pró-apoptóticos do Ácido Ascórbico, sendo estes mais pronunciados quando em 

associação ao 5-aza, como diminuição da malignidade, da proliferação e potencial invasivo em 

alguns tipos tumorais (Liu et al., 2016) 

Ainda não havia na literatura científica estudo que demonstrasse a capacidade do 

Ácido Ascórbico em esquema de suplementação único de aumentar a expressão de CTAs. Ou 

sequer que verificasse os possíveis efeitos colaterais decorrentes da utilização desta vitamina 

no câncer. Semelhantemente, em relação ao CEC oral existem poucos estudos documentados 

sobre a abordagem terapêutica mediante o uso do medicamento 5-aza. Do mesmo modo, não 

foi encontrado nenhum estudo que avaliasse o efeito da Vitamina C no câncer oral.  
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Esta investigação é um prospecto preliminar, que deve ser ampliada para outras 

linhagens celulares de câncer oral, assim como, para queratinócitos normais. Além disso, outros 

ensaios devem ser executados, a saber: a análise de metilação de DNA e a hidroximetilação. 

Não obstante, os resultados apresentados neste estudo são promissores e relevantes na 

abordagem terapêutica contra o câncer oral. 
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7 CONCLUSÃO 

A baixa dosagem de 5-aza-CdR promoveu, na linhagem celular SCC-9, o aumento 

da expressão de genes CTAs, considerados alvos promissores na imunoterapia contra o câncer. 

Além disso, propiciou o aumento da expressão gênica de KRT13, condição esta que sinaliza a 

redução da tumorigenicidade celular. Enquanto o tratamento com o Ácido Ascórbico foi 

responsável pelo aumento da expressão do gene MAGEB2, exclusivamente. Desta forma, a 

baixa dosagem de 5-aza-CdR pode apresentar efeitos benéficos nas células de câncer oral 

através do aumento da expressão de genes responsáveis por estimular a imunogenicidade 

tumoral. Igualmente, a Vitamina C demonstrou ser um agente com grande potencial para atuar 

nestas vias. Diante disso, sugere-se que novos estudos sejam realizados para avaliar os efeitos 

destes agentes desmetilantes inclusive em outras linhagens celulares. 
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ANEXO 1 – RELATÓRIO DE VERIFICAÇÃO DE ORIGINALIDADE E PREVENÇÃO 

DE PLÁGIO 

 

ANÁLISE DE AGENTES DESMETILANTES NA ATIVAÇÃO DE SEQUÊNCIAS DE DNA 
METILADAS ENDOGENEAMENTE EM LINHAGEM CELULAR DE CARCINOMA 
ESPINOCELULAR DE LÍNGUA 


