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RESUMO 

 

O carcinoma espinocelular oral é uma doença com elevada capacidade de invasão 

tecidual, levando os pacientes a um alto grau de morbidade e de prognóstico não 

favorável. A diminuição da expresão do gene supressor de tumor PTEN 

(Phosphatase and Tensin homologue) está associada ao seu desenvolvimento. 

Entre as funções de PTEN a mais estudada é a regulação negativa da via de 

sinalização PI3K-AKT, que no tumor é responsável pelo aumento da proliferação de 

populações de células denominada células tronco tumorais. Além da regulação de 

PI3K-AKT, a associação com a via de sinalização NF-κB também é muito estudada, 

via responsável também pela proliferação e resistência a terapias quimioterápicas. 

Dentre os mecanismos estudados na formação e progressão tumoral estão as 

alterações epigenéticas, entre elas a metilação de DNA. O aumento da metilação de 

DNA na região promotora de genes supressores de tumor é um evento que tem sido 

constantemente relacionado à progressão tumoral, sendo o gene PTEN um 

candidato que pode ter sua expressão diminuída devido a este evento. No presente 

trabalho nós investigamos a função de PTEN como provável regulador de células 

tronco tumorais em uma linhagem de carcinoma espinocelular de língua, assim 

como o efeito do inibidor de metilação de DNA 5-AZA em condições de PTEN 

expresso e não-expresso. O silenciamento de PTEN aumentou a expressão do gene 

TNF-α e também das proteínas via PI3K-AKT. Nos ensaios celulares aumentou o 

número de formação de colônias e esferas tumorais, porém não foi capaz de 

aumentar a população de células tronco tumorais. 5-AZA foi capaz de diminuir a 

formação de colônias, esferas tumorais e da população de células tronco 

independente do status funcional de PTEN. Desta forma, concluímos que o 

silenciamento da expressão de PTEN, não foi o responsável direto pelo aumento da 

população de células tronco tumorais. A inibição de metilação de DNA impactou 

aspectos importantes da biologia do tumor e ocorreu de maneira independente de 

PTEN. 

Palavras-chave: PTEN, Metilação de DNA, Células tronco neoplásicas, Carcinoma 

de células escamosas oral.  

 



 
 

ABSTRACT 

 

Oral squamous cell carcinoma is a disease with a high capacity for tissue invasion, 

leading patients to a high degree of morbidity and unfavorable prognosis. Decreased 

function of the PTEN (Phosphatase and Tensin homologue) tumor suppressor gene 

is associated with its development. Among the most studied PTEN functions is the 

negative regulation of the PI3K-AKT signaling pathway, which in the tumor is 

responsible for the increased proliferation of cell populations called tumor stem cells. 

In addition to the regulation of PI3K-AKT, the association with the NF-κB signaling 

pathway is also well studied, also responsible for the proliferation and resistance to 

chemotherapeutic therapies. Among the mechanisms studied in tumor formation and 

progression are the epigenetic alterations, among them DNA methylation. The 

increase in DNA methylation in the promoter region of tumor suppressor genes is an 

event that has been constantly related to tumor progression, the PTEN gene being a 

candidate that may have its expression diminished due to this event. In the present 

work we investigated the PTEN function as a probable regulator of tumor stem cells 

in a line of squamous cell carcinoma of the tongue, as well as the effect of the 5-AZA 

DNA methylation inhibitor under conditions of expressed and non-expressed PTEN. 

The silencing of PTEN increased the expression of the TNF-α gene and of the 

proteins via PI3K-AKT. In cell assays the number of colonies and tumor spheres 

increased but was not able to increase the population of tumor stem cells. 5AZA was 

able to decrease the formation of colonies, tumor spheres and the stem cell 

population independent of the functional status of PTEN. Thus, we concluded that 

the silencing of PTEN expression was not directly responsible for the increase in the 

population of tumor stem cells. Inhibition of DNA methylation impacted important 

aspects of tumor biology and occurred independently of PTEN. 

Keywords: PTEN; DNA methylation, Oral squamous cell carcinoma; Cancer stem 

cell. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O tipo histológico de câncer oral mais comum é o carcinoma de células 

escamosas (Warnakulasuriya, 2009), considerado um tipo agressivo e de alta 

capacidade de invasão, comumente diagnosticado tardiamente, o que leva a um 

prognóstico desfavorável, procedimentos cirúrgicos que acarretam grandes 

mutilações ao paciente e elevado grau de morbidade. Alguns fatores de risco estão 

associados a esse câncer, sendo os principais o tabagismo, o etilismo e a infecção 

pelo papiloma vírus humano (HPV) no caso da região da orofaringe. O protocolo de 

tratamento inclui cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou a combinação de 

tratamentos (Vigneswaran e Williams, 2014). 

Evidências vem sugerindo que alterações epigenéticas, tais como a 

metilação de DNA, modificações covalentes de histona, remodelação da cromatina e 

RNA não codificante estão frequentemente envolvidos na carcinogênese, 

progressão tumoral e resistência à terapia do carcinoma oral. Essas alterações 

epigenéticas contribuem com a plasticidade celular durante a progressão tumoral e a 

formação de um nicho celular específico, com capacidade de auto renovação, 

chamado de células tronco tumorais. Essas células estão envolvidas no 

desenvolvimento intrínseco ou adquirido de resistência à terapias e reincidência dos 

tumores. Entender as alterações epigenéticas envolvidas na biologia e 

caracterização das células tronco tumorais é um passo importante no 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, assim como na possibilidade de 

sensibilizar tumores resistentes à terapia convencional. (Castilho et al., 2017). 

O gene PTEN (phosphatase tensin homologue) é um supressor de tumor 

que atua negativamente na sinalização de PI3K, levando à diminuição da sinalização 

dos membros que estão atuando downstream nesta via, como AKT e mTOR. A 

diminuição da expressão e mutação de PTEN é um evento comum na 

carcinogênese e progressão do carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço, 

assim como em outros tumores. A via de sinalização de mTOR controla diretamente 

a população de células tronco tumorais, sendo sugerido à proteína PTEN um papel 

regulador, inibindo a via PI3K-mTOR e, consequentemente, diminuindo a população 

de células tronco tumorais (Squarize et al., 2013). 
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A família de fatores de transcrição NF-κB exerce um papel fundamental 

na inflamação e imunidade inata, além do crescente reconhecimento do seu papel 

nos estágios de iniciação e progressão de tumores. Durante esta progressão, a via 

NF-κB pode cooperar com múltiplas outras vias de sinalização, como a PI3K, que 

pode regular NF-κB positivamente ou afetar genes que estão upstream a ele. O 

aumento de NF-κB está relacionado à resistência a terapias e regulação de células 

tronco tumorais (Hoesel e Schmid, 2013). 

A metilação de DNA é uma das modificações genéticas mais estudadas 

em mamíferos. Em células normais, a metilação de DNA representa um dos 

mecanismos responsáveis pela manutenção da adequada expressão dos genes. A 

adição covalente de um radical metil ocorre geralmente em citosinas que precedem 

guaninas (dinucleotídeos CpG), sendo que esses dinucleotídeos não estão 

randomicamente distribuídos pelo genoma e se concentram em regiões que 

recebem o nome de ilhas CpG. As enzimas DNA methyltransferase (DNMT) são 

responsáveis por estabelecer e manter o padrão de metilação no genoma. É sabido 

que a inativação de genes supressores de tumor em consequência da 

hipermetilação de seus promotores é um evento comum no câncer e estudos vem 

mostrando uma variedade de genes silenciados por metilação de DNA em diferentes 

tumores, evento inclusive que parece ocorrer de forma específica com o tipo de 

tumor. Em contrapartida, a hipometilação global induz instabilidade genômica, o que 

também contribui para a transformação celular. Adicionalmente, temos a metilação 

de DNA como um fator capaz de regular a expressão de RNAs não-codificantes, 

como os microRNAs, o que também afeta toda a biologia molecular associada com a 

proteção/indução de tumores (Kulis e Esteller, 2010).  

Diferente das mutações, a metilação de DNA é um processo enzimático 

reversível, o que torna esse mecanismo um alvo interessante para o estudo de 

novas terapias. (Kulis e Esteller, 2010). Drogas epigenéticas, como inibidores de 

histona deacetilase (iHDAC) e agentes desmetilantes de DNA, como 5-azacitidina 

(5-aza-CdR) e 5-aza-2′-desoxicitidina (5-AZA) têm sido empregadas na tentativa de 

reversão do silenciamento de genes supressores de tumores e/ou genes que, de 

alguma forma, atuam no combate às células tumorais. O 5-AZA é um análogo de 

nucleosídio que se incorpora ao DNA como um aduto e faz uma ligação irreversível 

com as enzimas DNA metiltransferases. Como consequência, a ligação leva à 
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degradação dessas enzimas e um efeito de desmetilação em cascata no DNA 

(Christman et al., 2002). 

Desta forma, buscamos elucidar o potencial efeito de inibição da 

população de células tronco tumorais em um linhagem celular de carcinoma 

espinocelular de língua, além de evidenciar o papel do gene supressor de tumor 

PTEN na manutenção desta população de células, e finalmente o efeito da droga 5-

AZA quando há a perda de função deste gene. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Carcinoma espinocelular oral 

 

O câncer é uma doença de desenvolvimento gradativo constituída de 

princípios biológicos organizados da seguinte maneira: capacidade de manter sinais 

proliferativos ativos, evasão de supressores de crescimento, resistência à morte 

celular, replicação ilimitada, indução de angiogênese e ativação de mecanismos de 

invasão tecidual e colonização de novos tecidos (metástase). De maneira intrínseca 

estão associados fatores como instabilidade genômica e inflamação. Recentemente, 

características como reprogramação do metabolismo celular e evasão do sistema 

imune também foram acrescentados a esta lista. Desta forma, o câncer tem com seu 

repertório a habilidade de recrutar ostensivamente células normais ao seu redor, 

manipulando-as para favorecer a manutenção da doença no que é chamado de 

microambiente tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). 

O carcinoma espinocelular (CEC) é o mais frequente dos tumores sólidos 

e é o maior responsável pela estatística de mortalidade de câncer. É 

constitutivamente heterogêneo, com células em diferentes estágios de diferenciação, 

capazes de reverter seu atual estado de diferenciação para outro mais proliferativo, 

assim como entrar em quiescência, reduzindo o ciclo celular. Tem o surgimento a 

partir de uma população de células epiteliais com potencial proliferativo que mantém 

a renovação das camadas estratificadas do epitélio. O CEC também pode ocorrer 

em epitélio simples ou pseudoestratificado com ativação de células quiescentes ou 

alterações no cometimento celular. (Dotto e Rustgi, 2016). 

O CEC oral é um tipo de câncer de células epiteliais da camada 

escamosa, tipicamente englobado pelo grupo maior de câncer de cabeça e pescoço, 

limitado pelos lábios e cavidade oral. Sua incidência é de aproximadamente 350.000 

casos por ano e mortalidade próxima de 50% dos casos (Bray, 2018). Sua causa é 

relacionada principalmente ao consumo de tabaco e álcool, além da infecção de 

papiloma vírus humano (HPV) na região da orofaringe (Leemans, 2011). Seu 

desenvolvimento também pode ocorrer através de lesões pré-neoplásicas, como a 

leucoplasia, com células geneticamente alteradas (Napier e Speight, 2008). Várias 
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vias de sinalização aberrantes já foram identificadas no CEC oral, evidenciando uma 

característica heterogênea da doença (Leemans, 2011). 

O consórcio “The Cancer Genome Atlas” mapeou o perfil molecular de 

279 amostras de carcinoma espinocelular de cabeça e pescoço (cavidade oral e 

orofaringe), fornecendo um amplo cenário compreensivo sobre as alterações 

genômicas somáticas. Neste, foi demonstrado que a associação de infecção por 

HPV (HPV positivo) é dominado por mutações no oncogene PIK3CA, alterações 

envolvendo a perda de função de TRAF e a amplificação do gene de ciclo celular 

E2F1, sendo molecularmente diferente do CEC sem associação de infeção por HPV 

(HPV negativo). Em pacientes fumantes (HPV negativo) ficou demonstrada a quase 

universal mutação com perda de função do gene TP53 e inativação de CDKN2A. 

Um subgrupo de CEC oral com prognóstico clínico favorável demonstrou alterações 

infrequentes nas variações de cópias em conjunto com mutação de ativação de 

HRAS ou PIK3CA, juntamente com mutações de inativação de 

CASP8, NOTCH1 e TP53 (The Cancer Genome Atlas, 2015).  

No CEC há um grupo de células quiescentes, responsáveis pela 

manutenção da heterogeneidade do tumor, frequentemente resistente à 

quimioterapia, que são denominadas células tronco tumorais (CTT). São células com 

capacidade de resistir a danos no DNA enquanto quiescentes, porém susceptíveis à 

apoptose quando estão em estado proliferativo. Tal quiescência é regulada pela via 

de sinalização TGF-β/SMAD, que regula diretamente a transcrição de genes do ciclo 

celular para controlar um estado G1 arrest reversível, independente da função de 

p21. (Brown, 2017). 

As mutações de TP53 podem ser classificadas como: disruptivas e não-

disruptivas. A mutação disruptiva pode ser definida como mutação do tipo nonsense 

(inserindo um stop códon, o que leva à disrupção da proteína) ou uma mutação 

missense nos domínios de ligação ao DNA L2-L3, levando à troca do aminoácido 

por outro de diferente polaridade ou carga. Todas as outras mutações são definidas 

como não-disruptiva. Baseado nesta classificação, os tumores com mutação 

disruptiva se associaram a pior um prognóstico quando comparados aos tumores 

sem mutação ou carregando mutação não-disruptiva (Poeta, 2007). 

Uma ferramenta para estudo do CEC são linhagens celulares, permitindo 

entender sua biologia e antes que estudos com animais e clínicos sejam realizados. 
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Com uma análise integrativa do perfil genômico e transcriptômico, comparando 

linhagens celulares HPV negativa e positiva com tumores do TCGA foi possível 

identificar amplificação recorrentes nos 3q22-29, 5p15, 11q13/22, e 8p11 que são 

responsáveis pelo aumento da expressão de mais de 100 genes nas linhagens 

celulares e tumores. Estas alterações, juntamente com mutações de deleção em 

genes supressores de tumor, convergem para vias de sinalização que recapitulam o 

landscape genômico do CEC. Entre essas associações, a amplificação de 3q26.3 e 

mutação de TP53 na maioria dos tumores HPV negativo refletem um prognóstico 

menos favorável. (Cheng, 2018).  

Com o advento da imunoterapia, pesquisadores vêm otimizando a 

tecnologia de anticorpos para receptores de superfície celular envolvidos com a 

progressão do CEC oral. Apesar de muitas dessas terapias ter demonstrado 

resultados desapontadores em ensaios clínicos quando utilizados como 

monoterapia, os estudos estão avançando para combinações com terapias 

convencionais. Agentes como prembrolizumab e nivolumab fazem parte da nova 

geração de imunoterápicos, visando estimular o sistema imune contra o tumor no 

microambiente tumoral (Santuray, 2018). 

 

2.2 Células tronco tumorais 

 

Células tronco são um grupo de células dotadas de propriedades 

distintas: auto renovação (na divisão celular, uma ou as duas células filhas terão as 

mesmas propriedades biológicas da célula mãe), a capacidade de se desenvolver 

em diferentes linhagens e o potencial de proliferar extensivamente. A junção dessas 

habilidades faz a célula tronco única. Destas habilidades, a de auto renovação se faz 

mais notável, pois sua subversão é de grande relevância na oncogênese. O 

aumento da auto renovação aberrante, em combinação com o potencial intrínseco 

de crescimento das células tronco, pode ser o responsável pelo fenótipo do tumor 

maligno. Vários estudos nos últimos 50 anos, quando olhados de modo coletivo, 

vem mostrando que característica de sistemas de células tronco, principalmente 

como a descrita acima, são relevantes para várias formas de câncer. Populações 

relativamente raras e biologicamente distintas de “células iniciadoras de tumor” 
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foram identificadas em tumores do sistema hematopoiético, nervosa e mama. 

Células deste tipo tem capacidade de auto renovação, além da capacidade 

proliferativa de conduzir a expansão das células malignas. Consequentemente, as 

propriedades das células iniciadoras de tumor fazem um paralelo com as 

características que definem uma célula tronco normal. Células malignas que 

denotam essas propriedades recebem a denominação de células tronco tumorais 

(CTT) (Jordan, 2006). 

De acordo com a teoria das CTT, apenas um pequeno grupo de células 

tumorais é capaz de formar um tumor. No CEC, células com o marcador de 

membrana CD44 foram isoladas e apresentaram a capacidade de formação de 

tumor. Estudos indicaram que a atividade da enzima aldeído desidrogenase (ALDH) 

pode representar um marcador de CTT mais específico. A porcentagem de células 

com alta atividade de ALDH no tumor primário é baixa (1% a 7,8%), no entanto 

essas células apresentam um potencial de formação de tumor em camundongos 

superior às células de baixa atividade de ALDH (Clay, 2010). 

A concepção de terapias antitumorais mais eficientes tem como ponto 

crítico a determinação de quais células tumorais tem o potencial de contribuir para a 

propagação da doença. Com base na tese de que a maioria das células tumorais 

podem proliferar extensivamente e formar metástases, virtualmente todas as células 

devem ser eliminadas para curar a doença. Consistente com esta visão, as terapias 

tradicionais têm procurado eliminar a maioria das células tumorais possível. Em 

contraste com esta abordagem, o modelo de células tronco tumorais propõe que o 

crescimento e regressão de muitos tipos de câncer é conduzido por uma pequena 

subpopulação de CTTs (Dick, 2008, Reya, 2001). O modelo de células tronco 

tumorais não endereça à questão se o câncer surge de células tronco normais. Ao 

invés, ele sugere que independente da célula de origem, muitos tipos de câncer 

podem se organizar em hierarquia como um tecido normal. Assim como células 

tronco normais se diferenciam em uma variada progênie com limitado potencial 

proliferativo, é discutido que CTTs também passam por alterações epigenéticas 

análogas à diferenciação de células normais, formando um grupo fenotipicamente 

diverso de células não tumorigênicas que constituem o bulk tumoral. Essas 

alterações epigenéticas são propostas como associadas a uma perca irreversível 
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(ou raramente reversível) de capacidade tumorigênica tal que a maioria das células 

tumorais tem pouca contribuição na propagação da doença (Shackleton, 2009). 

A metástase é promovida por células tumorais que se disseminam e 

recriam o tumor em tecidos não correspondentes, distantes do sítio primário. Como 

as células se movem do tumor para a circulação e como se infiltram em órgãos 

distantes para iniciar o crescimento da metástase é uma questão de interesse dentro 

da biologia do câncer. Estudos vem definindo a origem, propriedades fenotípicas, 

nichos que hospedam a metástase e vias de sinalização que dão suporte à 

sobrevivência, auto renovação, dormência e reativação das células que iniciação a 

metástase. Tais células possuem características semelhantes às CTTS e explorar 

suas vulnerabilidades seria um importante passo para evitar que as metástases 

ocorram. (Oskarsson, 2014). 

Análises genéticas vêm definindo o entendimento do câncer. Entretanto, 

tem ficado evidente que células tumorais apresentam características organizacionais 

de um tecido saudável, enquanto as CTTs conduzem o crescimento do tumor. Ainda 

que o modelo de CTTs seja considerado exclusivo para explicar a heterogeneidade 

tumoral, há a proposta de que a diversidade genética e fatores externos não gênicos 

também contribuam para a heterogeneidade tumoral (Kreso e Dick, 2014). 

Assim, CTTs são consideradas drivers da progressão tumoral. No 

carcinoma mucoepidermóide de glândulas salivares, marcadores como ALDH, 

CD10, CD24 e CD44 foram utilizados para identificar as CTTS. Quando realizado o 

sorting das linhagens celulares de carcinoma mucoepidermóide UM-HMC-1, UM-

HMC-3A e UM-HMC-3B com os marcadores para alta atividade de ALDH e CD44, as 

células tiveram elevado potencial de formar tumores em modelo animal quando 

comparadas com as de baixa atividade. Da mesma forma, quando realizado o 

sorting para os marcadores CD10/CD24 e CD10/CD44 os resultados foram 

inconsistentes, com formação de esferas tumorais in vitro, mas baixa capacidade 

tumorigênica no modelo animal. O mesmo ocorreu quando utilizados os marcadores 

CD24/CD44 (Adams, 2015). 

Uma das formas de promover a heterogeneidade intratumoral se dá pela 

evolução de subclones geneticamente variados em mutações durante a progressão 

tumoral. Ao combinar o perfil de alteração de número de cópia com técnicas de 

sequenciamento e rastreamento de linhagem lentiviral, realizando passagens seriais 
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em um modelo xenográfico, foi possível concluir que clones distintos se mantém 

estáveis após as passagens de transplantação. Entretanto, apesar desta 

estabilidade, a proliferação e resistência à quimioterapia foi variável entre os clones. 

A quimioterapia promoveu a dominância de linhagens dormentes. Portanto, na 

progressão tumoral, células que contribuem para o crescimento do tumor e 

resistência à terapia possuem uma variabilidade funcional inerente. Desta forma, o 

mesmo clone pode alternar seu estado para evadir a morte celular, se tornando 

dormente por longo período de tempo (Kreso, 2013; Plaks, 2015)  

No câncer de mama, os marcadores CD44/CD24 e ALDH1 são usados 

extensivamente para identificar CTTs. Entretanto, a expressão deles não é sempre 

consistente, ainda que no mesmo subtipo de tumor. Com a investigação da 

expressão destes marcadores em diferentes subtipos de células de câncer de 

mama, definindo parâmetros para a relação entre os marcadores CD44/CD24 e 

ALDH1, foi encontrado que elevada expressão deles são indicadores de 

malignidade, porém com diferentes funções na progressão tumoral. A alta relação de 

CD44/CD24 está mais relacionada à proliferação celular e tumorigênese, confirmado 

pelos ensaios de formação de esferas tumorais e xenotransplante em camundongo. 

O marcador de alta atividade de ALDH1 é um forte indicador de migração celular e 

metástase. A supressão de CD44 e ALDH1 por siRNA foi capaz de diminuir a 

capacidade tumorigênica e de migração celular. A combinação destes marcadores 

seria uma forma mais confiável de caracterizar CTTs. Ademais, a combinação de 

alta expressão da relação CD44/ CD24 e alta atividade de ALDH1 foram 

conservadas durante a metástase, desde o tumor primário até as células tumorais 

circulantes e metástases distantes, sugerindo um importante significado destes 

marcadores de CTTs na assistência para detecção do câncer, avaliação de 

prognóstico e até estratégias para terapia (Li, 2017). 

No CEC oral foi demonstrado o papel de TRAF6 (fator 6 associado ao 

receptor de TNF-α) na regulação de CTTs, associando o fenótipo celular de 

transição epitélio-mesênquima. Sua alta expressão em tecidos é associada à 

metástases em linfonodos. Nos ensaios in vitro foi observado que seu silenciamento 

inibiu a migração e invasão de diferentes linhagens de CEC oral. De forma 

interessante, a expressão de fatores associados à transição epitélio-mesênquima 

diminuiu após o silenciamento de TRAF6, porém tiveram seu resgate após indução 
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da expressão de TGF-β1. Em adição, a atividade de ALDH1 e expressão de CD44 

foram inibidas após o silenciamento de TRAF6, também reduzindo a capacidade das 

células de formar esferas tumorais.  Desta forma, é sugerida uma conexão da 

ativação de TNF-α, e consequentemente a via NF-κB, com a aquisição do fenótipo 

de transição epitélio-mesênquima, assim como na formação de CTTs e progressão 

tumoral. (Chen, 2018). 

 

2.3 Via de sinalização PTEN 

 

O gene PTEN é um supressor de tumor que possui sequência homóloga 

com fosfatase de dupla especificidade, capaz de desfosforilar resíduos de tirosina 

fosfato e serina/treonina fosfato em proteínas. Está localizado na região 

cromossômica 10q23-24 e a perda de sua função está relacionada com diversos 

tipos de câncer. (Li, 1997; Steck, 1997; Ali, 1999). 

As funções atribuídas ao PTEN vêm se tornando diversa desde a sua 

descoberta. Além de desfosforilar lipídios e proteínas, também exerce funções 

independentes de fosfatase em condições normais e de doença. Além do mais, o 

controle da função de PTEN é bastante complexa. Ele é positivamente e 

negativamente regulado a nível transcricional, como também pós-traducional por 

fosforilação, ubiquitinação, oxidação e acetilação. Ainda que a maioria da sua 

atividade como supressor de tumor seja em decorrência da desfosforilação de lipídio 

na membrana plasmática, o PTEN também pode se localizar no citoplasma e núcleo, 

e sua distribuição na célula é de controle restrito. A desregulação de PTEN é 

implicada também em outras doenças, como diabetes e autismo (Tamguney e 

Stokoe, 2007; Wang e Jiang, 2008). 

Um dos mecanismos mais estudados de PTEN é o de hidrólise de PIP3, 

gerando PIP2 e desta forma antagonizando a PI3K, que é dependente da mediação 

de PIP3 para sua ativação, levando a diminuição da expressão da vida PI3K-AKT-

mTOR. Esta função de PTEN é a mais representativa para sua atividade de 

supressor de tumor. (Zhang e Yu, 2010). 

A perda de heterozigosidade na banda cromossômica 10q23 ocorre 

frequentemente em vários tipos tumorais. O gene supressor de tumor PTEN está 
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localizado neste lócus e apresenta mutação em estágios avançados de diferentes 

tipos tumorais. Quando investigada a associação da perda de função de PTEN com 

o CEC oral, utilizando amostras de tumores de língua, foi identificado que 

aproximadamente 40% dos casos tinham perda de heterozigosidade, enquanto 

apenas 15% apresentavam mutação. Com a incidência de perda de 

heterozigosidade foi sugerida a relação de PTEN na tumorigênese do CEC oral 

(Shao, 1998). 

Um dos mecanismos associados à diminuição de função de PTEN é o 

silenciamento epigenético de NDRG2, levando a um aumento das vias de 

sinalização PI3K-AKT e NF-κB. O papel de NDRG2 está associado com a 

manutenção da função de PTEN através associação da fosfatase PP2A, impedindo 

a fosforilação de PTEN e consequentemente a perda de sua função. A ativação 

ectópica de NDRG2 em leucemia/linfoma de células T do adulto leva a supressão da 

via JAK-STAT e NF-κB, evidenciando um papel como supressor de tumor 

(Nakahata, 2014).  

Alterações nas vias de sinalização TGF-β e PI3K-AKT são eventos 

comuns no CEC oral. Ativação condicional de PI3K-AKT por deleção de PTEN no 

epitélio da cabeça e pescoço em camundongos levou a um aumento da proliferação 

deste tecido, mas apenas algumas lesões progrediram para um estado de 

malignidade. Entretanto, quando a deficiência de PTEN foi combinada com a 

deleção do receptor tipo 1 de TGF-β (TGFBR1) houve formação completa de CEC. 

A análise molecular revelou aumento da proliferação celular, diminuição da apoptose 

e aumento da expressão de CCND1 na lâmina basal do epitélio normal, assim como 

dos animais com duplo nocaute. Além do mais, a transformação de células 

neoplásicas envolve a evasão da senescência, e isso está associado a um aumento 

do número de CTTs putativas. Em adição, a ativação da via de sinalização NF-κB, 

imunossupressão e angiogênese no microambiente tumoral, características do CEC 

em humanos, contribuíram significantemente para a carcinogênese nos animais 

duplo nocaute (Bian, 2012). 

Os efeitos específicos no fenótipo celular causado pela perda de 

expressão de PTEN não são bem definidos, sem uma relação direta de causalidade 

entre a perda de sua função e a progressão tumoral no CEC oral. Com 

silenciamento in vitro foi demonstrado que a perda de expressão de PTEN está 



22 
 

associada ao decréscimo da adesão celular, redução na expressão de E-caderina, 

enquanto a migração celular foi elevada. Desta forma, uma das características 

adquiridas pelas células tumorais após uma deficiência na expressão de PTEN é o 

de transição epitélio-mesênquima. Mais ainda: a localização de PTEN na célula 

também esteve envolvida no fenótipo de transição epitélio-mesênquima além da 

diminuição da sua expressão, podendo este também ser um marcador preditivo de 

recorrência do CEC oral. (Mriouah, 2014). 

Ainda se tem pouco entendimento sobre os mecanismos que levam à 

ativação desbalanceada de NF-kB em vários tipos de tumores, inclusive o CEC oral, 

apesar da conhecida importância de NF-kB na progressão tumoral. O gene NDRG2 

é um regulador negative da via PI3K-AKT, promovendo a desfosforilação de PTEN 

na porção C-terminal através do recrutamento da fosfatase PP2A. Com a diminuição 

da expressão de NDRG2 foi observado que PTEN se mantém na forma inativa, 

consequentemente aumentando a expressão da via PI3K-AKT. Da mesma forma, ao 

recrutar PP2A, NDRG2 é capaz de inibir a quinase indutora de NF-kB (NIK), 

reduzindo a expressão da via canônica de NF-kB. Desta forma poderíamos concluir 

que NDRG2 estaria agindo não somente na ativação não canônica de NF-kB ao 

inibir PI3K-AKT pela ativação de PTEN, mas estaria também induzindo diretamente 

a inibição de NF-kB ao desfosforilar NIK (Ichikawa, 2015). 

A sinalização disfucional de genes relacionados ao ciclo circadiano é um 

evento observado em uma variedade de condições patológicas. Vários membros da 

família desses genes têm sua expressão aumentada em células tumorais. Com a 

indução de estresse oxidativo em linhagens de células de CEC oral foi observada a 

perda de função de PTEN, ativando a sinalização de mTOR e de BMAL1. Com a 

administração de Rapamicina, um inibidor específico de mTOR, com a perda de 

função de PTEN, a expressão de BMAL1 foi normalizada. O acúmulo de BMAL1 

pela deleção de PER2 também foi resgatado in vivo com a administração de 

Rapamicina. Notavelmente, a regulação de BMAL1 requer a atividade das proteínas 

Raptor e Rictor, constituintes de mTOR. Desta forma, há indícios de que a 

sinalização da via PI3K tem conexão com a regulação do ciclo circadiano, podendo 

alterar a expressão de BAML1 em células tumorais. (Matsumoto, 2016). 

Em situação de normalidade, PTEN também tem participação no controle 

de células tronco do folículo capilar (HFSCs) que se localizam no bulbo e mantém a 
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homeostase tecidual, respondendo a sinais de ativação a cada ciclo capilar ou 

respostas a injúrias. A deficiência de PTEN promove aumento da expressão de 

BMAL1 e interfere na quiescência das HFSC. Além disso, a inibição de PTEN leva à 

diminuição da expressão de BMI-1 que representa um marcador de renovação de 

células tronco adulta e aumento da senescência, sugerindo um sistema de proteção 

para prevenir a transformação dessas células. Assim, a inibição de PTEN contribui 

para o acúmulo de HFSC no bulbo capilar (Zagni, 2017). 

 

2.4 Via de sinalização NF-κB 

 

A família de fatores de transcrição Rel/NF-κB inclue uma coleção de 

diferentes proteínas, conservadas desde Drosophila até humanos. Dentre os 

modelos de organismos, esses fatores de transcrição são notavelmente ausentes 

em leveduras e C. elegans; em parte devido às suas funções primárias no controle 

da resposta imune e inflamatória. Esses fatores de transcrição são dímeros entre 

Rel/NF-κB que fazem ligação em sítios de DA de 10 pares de base (sítios κB). Em 

todos os vertebrados as proteínas Rel podem formar homodímeros ou 

heterodímeros, com exceção de RelB, o qual forma apenas heterodímeros. Essa 

diversidade de combinações contribui para a regulação de distintos, mas 

sobrepostos, grupos de genes, nos quais os dímeros individuais possuem distintos 

sítios de ligação específico ao DNA para uma coleção de sítios κB. NF-κB 

comumente se refere ao heterodímero p50-RelA, o qual é um dos dímeros mais 

frequentes dentro do complexo Rel na maioria das células (Gilmore, 1999). 

A atividade de NF-κB é regulada pela interação com as proteínas 

inibitórias IκB. Da mesma forma que diferentes proteínas compõe a família 

Rel/NF-κB, as proteínas IκB também são variadas, com diferentes afinidades a 

complexos individuais de Rel/NF-κB, regulando-os de maneira distinta, sendo 

expressas de modo tecido-específico. A interação destas proteínas mais estudada 

é a de IκBα com NF-κB, e esta interação bloqueia a habilidade de NF-κB de 

transportar para o núcleo e se ligar ao DNA. Em estudos bioquímicos e de 

determinação direta de sua estrutura, ficou claro que IκBα realiza múltiplos 

contatos com NF-κB. Essas interações se sobrepõem às regiões de ligação de 
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NF-κB ao DNA, interferindo com sua capacidade de ligação e promoção de 

transcrição gênica (Gilmore, 2006). 

A cisplatina é o agente quimioterápico padrão para o tratamento do 

CEC oral. A eficiência da terapia baseada em derivados da platina é diretamente 

influenciada pela resistência do tumor. Múltiplas vias de sinalização estão ligadas 

à resistência tumoral, entre elas a NF-κB. Explorando o mecanismo de resistência 

induzido por NF-κB, com o uso de uma droga inibidora de histona deacetilase, foi 

possível aumentar a expressão de fatores de transcrição ligados ao reparo do 

DNA e outros mecanismos. Células de CEC oral resistentes à cisplatina possuem 

NF-κB ativo, o qual responde ao quimioterápico reduzindo os níveis nucleares de 

BRCA1 e compactando a cromatina através da deacetilação das histonas. A 

ativação deste mecanismo resulta em um reparo do DNA ineficaz, acumulação de 

histona γH2AX e instabilidade genômica. Com a indução farmacológica de 

acetilação de histona, a resistência à cisplatina promovida por NF-κB foi inibida. 

Ademais, o silenciamento de NF-κB nas linhagens de CEC oral induziu o aumento 

da acetilação de histonas de forma global, resultando em uma maior citotoxidade 

após o tratamento com cisplatina. Desta forma, nota-se que alterações 

epigenéticas induzidas pela alta atividade da via NF-κB é, aparentemente, um dos 

mecanismos responsáveis na aquisição de resistência a terapias do tumor, e a 

inibição da mesma pode ser um alvo para disrupção da resistência do tumor 

(Almeida, 2014). 

Um agente quimioterápico ideal deveria ser de baixo custo, não tóxico e 

que tivesse como alvo as vias de sinalização importantes para o desenvolvimento 

do tumor. Vários agentes que possuam essas características vêm sendo 

estudados, em especial inibidores de NF-κB. Os retinóides estão neste grupo, 

porém demonstraram eficiência limitada em ensaios clínicos. Inibidores de 

receptores EGF e de PI3K podem beneficiar um subconjunto de pacientes, e 

agentes como extrato de chá verde e cúrcuma possuem um apelo por seus baixos 

níveis de toxicidade. Outras drogas que tiveram seu uso redirecionado, como 

inibidores de ciclooxigenase ou antidiabéticos estão sendo alvos de novos 

estudos. Futuras pesquisas para desenvolver agentes com baixa toxicidade e alta 

especificidade para NF-κB emergem como possibilidades para o tratamento do 

CEC oral (Vander Broek, 2014). 
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A ativação transiente do fator de transcrição NF-κB pode conferir as 

células propriedades essenciais para invasão e potencial para o início da 

formação tumoral. Em contraste, a maioria dos oncogenes são caracterizados com 

base em suas mutações ou por sua expressão constitutiva. O estudo da via NF-κB 

leva a uma perspectiva mais dinâmica sobre o câncer: tumores causados por 

diversos oncogenes aparamente progridem após a perda dos mecanismos de 

feedback negativo que regulam NF-κB. Este evento altera o fenótipo celular e a 

expressão de hormônios mediadores, modificando a sinalização entre diversos 

tipos celulares e tecidos. O resultado é a disrupção da hierarquia das células 

tronco e alterações generalizadas no microambiente e resposta imune contra as 

células malignas. (Vlahopoulos, 2015). 

Pacientes com carcinoma mucoepidermóide tendem a apresentar baixa 

taxa de sobrevivência e alto grau de morbidade após o tratamento. Baixas doses 

de radiação ionizante ativa NF-κB em linhagens celulares resistentes a terapia. 

Ademais, a resistência foi significativamente maior quando a via NF-κB foi 

estimulada. A inibição farmacológica de NF-κB utilizando baixas doses de droga 

Ementina levou a sensibilização das células para a radiação ionizante, além da 

redução de população de células tronco tumorais. (Wagner, 2016). 

Interessantemente, quando a inibição farmacológica de NF-κB foi associada a 

droga epigenética que aumenta a acetilação de histonas de forma global, os 

resultados foram ainda mais promissores, com grande redução de células tronco 

tumorais (Wagner, 2018). 

Um evento que é frequentemente associado com as células tronco 

tumorais é a transição epitélio-mesênquima, no qual a capacidade de invasão 

celular e metástase é aumentada. O fator de transcrição SLUG está geralmente 

com sua expressão aumentada neste evento. Entretanto, mutações neste gene 

são raras, e um dos mecanismos propostos para este desbalanço está no 

aumento da via de sinalização NF-κB. Em linhagens de CEC oral foi observado o 

papel da citocina inflamatória TNF-α na estabilização de SLUG, inibindo sua 

ubiquitinação. Com o silenciamento de p65 a estabilização de SLUG por TNF-α foi 

inibida, e o silenciamento de SLUG inibiu a migração celular em ensaio in vitro. 

Além do mais, alta expressão de SLUG foi correlacionada com metástases em 

linfonodos de pacientes com CEC oral, predizendo um pior prognóstico. Desta 
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forma, é evidente que a ativação de NF-κB favorece a invasão celular e metástase 

controlando fatores associados a células tronco tumorais no CEC oral (Liu, 2018). 

 

2.5 Metilação de DNA 

 

A metilação do DNA ocorre com a adição de um radical metil em uma 

citosina que precede uma guanina (CpG). Em vertebrados, as sequências CpG 

estão majoritariamente metiladas, e sequências não metiladas estão reduzidas a 

sequencias curtas e que se concentram de forma não randômica em regiões 

chamadas de ilhas CpG. (Bird, 2002, Bird, 1987). As ilhas CpG geralmente tendem a 

incluir os sítios de início de transcrição, mas também surgem em regiões regulatórias 

de longa distância. A desmetilação das citosinas localizadas nas ilhas CpG promove 

empobrecimento de nucleossomos na região, o que atrai proteínas e cria um estado 

permissivo para que a transcrição gênica ocorra. Já a hipermetilação das ilhas CpG 

no promotor promove diminuição da expressão ou o completo silenciamento do 

gene. Assim, a presença/ausência de metilação nas ilhas CpG influencia a estrutura 

local da cromatina, o que contribui com a regulação da atividade gênica (Deaton e 

Bird, 2011). 

Vários processos biológicos são regulados pela metilação do DNA, entre 

eles estão o silenciamento de elementos de transposição, regulação da expressão 

genômica, imprinting genômico e inativação do cromossomo X. Em mamíferos, as 

marcas de metilação de DNA são copiadas a partir da fita de DNA mãe para a fita de 

DNA filha durante o processo de replicação  pela enzima DNMT1 (responsável pela 

manutenção do padrão de metilação do DNA após a replicação) e DNMT3A/B 

(responsáveis pela indução de novas citosinas metiladas, um processo chamado 

metilação de novo). As marcas de metilação de DNA podem ser removidas por um 

processo de desmetilação, que envolve a participação de enzimas da família das 

hidroxilases de DNA, enzimas conhecidas como Ten Eleven Translocases (TET), ou 

de forma passiva através da inibição de DNMT1 durante a divisão celular. (Li e 

Zhang, 2014). 

No câncer, os padrões de metilação de DNA e estrutura da cromatina 

estão profundamente alterados, ocorrendo uma perda global de metilação de DNA, 
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enquanto há o ganho de metilação em regiões específicas. Essas alterações, em 

especial a hipermetilação aberrante de promotores de genes supressores de tumor, 

estão presentes em virtualmente todos os passos da progressão tumoral. (Jones e 

Baylin, 2002). A detecção do status de metilação de DNA na região de promotores 

em amostras de margens cirúrgicas e saliva proporciona um interessante recurso 

para predizer prognósticos relacionados a de progressão da doença e sensibilidade 

à terapia (Ha e Califano, 2006).  

Em estudo que analisou o status de metilação de DNA na região 

promotora de genes individualmente em amostras de CEC oral foi possível usar 

estas marcas de metilação de DNA como marcadores para detecção de células de 

câncer em amostras séricas. A hipermetilação de DNA também esteve associada 

com o envolvimento de linfonodos e estágio avançado da doença, evidenciando que 

a hipermetilação de DNA de genes chave também pode ser um marcador para 

acompanhar o desenvolvimento da doença. (Sanchez-Cespedes, 2000). Com o 

advento de novos métodos para detecção de metilação de DNA, além dos dados 

obtidos pelo TCGA, novos marcadores foram estabelecidos, evidenciando a 

relevância do status de metilação de DNA no prognóstico, progressão da doença e 

estratégias de terapia (Stephen, 2012, Zhou, 2018). 

 

2.6 5-Aza-2’-Deoxicitidina  

 

A droga 5-Azactidina é um análogo de nucleosídeo e foi inicialmente 

sintetizada no final da década de 1950. Foi demonstrado um potencial de inibição 

metabólica quando testado em cultura de células tumorais e mostrou ser um agente 

quimioterápico efetivo no tratamento da leucemia mieloide aguda. Entretanto, devido 

a sua toxicidade, outros análogos de nucleosídeos foram favorecidos como agentes 

terapêuticos. A descoberta da sua incorporação ao DNA como aduto e, consequente 

inibição da metilação do DNA por meio de uma ligação covalente com as enzimas 

DNMT, aguçou o interesse pelo uso dessa droga como um potencial agente 

terapêutico contra diversos tipos de câncer nos quais o silenciamento epigenético de 

genes regulatórios se faz presente. (Christman, 2002). 
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A reativação da expressão de genes supressores de tumor pode, 

portanto, ser mediada pela atividade da droga 5-AZA, induzindo a desmetilação do 

DNA nestas regiões específicas. O mecanismo de ação do 5-AZA envolve a ligação 

covalente à enzima DNMT1 e sua posterior degradação. A degradação de DNMT1 

pode ocorrer inclusive quando não há replicação do DNA. Mutação da cisteína no 

sítio catalítico da DNMT1 (envolvido na formação de uma ligação covalente com a 

citidina no DNA) não impede a indução à degradação provocado pelo 5-AZA. 

Mutação no KEN box, alvo de sinal para degradação proteossômica, aumenta o 

nível basal de DNMT1 e é capaz de bloquear a degradação induzida por 5-AZA. A 

deleção do domínio catalítico aumenta a expressão de DNMT1, mas não é capaz de 

conferir resistência ao 5-AZA. Os sinais de localização nuclear e o domínio 

homólogo bromo-adjacente são essenciais para a degradação de DNMT1 mediada 

por 5-AZA (Ghoshal, 2005). 

É aceito que o mecanismo de toxicidade do 5-AZA é devido à ligação 

covalente com a DNMT1. Entretanto, em um modelo utilizando células tronco 

embrionárias com mutações que silenciaram individualmente as enzimas DNMT1, 

DNMT3A e DNMT3B, além de duplo silenciamento para DNMT3A/DNMT3B foi 

demonstrando que com o duplo silenciamento as células se tornaram altamente 

resistentes ao 5-AZA. Quando foi DNTM3A e DNMT3B exógenos foram introduzidos 

nas células com duplo silenciamento, a sensibilidade ao 5-AZA foi parcialmente 

restaurada. Tal resultado sugere que o efeito citotóxico do 5-AZA pode ser 

primariamente induzido pelas metiltransferases de novo. (Oka, 2005). 

O desenvolvimento das CTTs, frequentemente associado ao fenótipo 

agressivo das células tumorais, é controlado em parte por mecanismos epigenéticos 

como a metilação de DNA, levando ao aumento da capacidade de auto renovação e 

diminuição da apoptose. Terapias epigenéticas que tem como alvo a inibição da 

metilação de DNA, principalmente com a droga 5-AZA, se mostraram eficiente no 

tratamento de neoplasmas sanguíneos. Tal sucesso se dá, possivelmente, pela 

capacidade de erradicar as CTTs ao ter como alvo a maquinaria de manutenção e 

indução da metilação do DNA, interferindo na memória epigenéticas destas células. 

(Wongtrakoongate, 2015). 

Em um modelo de células de câncer colorretal, combinando análises de 

bioinformática e dados experimentais, foi demonstrado que uma baixa e transiente 
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dose de 5-AZA tem como alvo células com capacidade de iniciar tumores, 

mimetizando uma indução de infecção viral. Tal efeito está associado com a indução 

de transcrição de RNA de dupla fita, derivados em parte, de elementos retrovirais 

endógenos. Como efeito, há a ativação de MDA5/MAVS, via responsável pelo 

reconhecimento de RNA dupla fita, e ativação subsequente de IRF7. Quando há 

inibição desta via, causada por silenciamento individual de MDA5, MAVS ou IRF7, a 

habilidade do 5-AZA de regular este grupo de células foi comprometido. A 

transfecção de RNA dupla fita nas células iniciadoras de tumor foi capaz de induzir 

efeitos semelhantes ao 5-AZA. Desta forma, paralelo ao mecanismo de reativação 

de genes supressores de tumor, a droga 5-AZA se mostrou um agente interessante 

na diminuição de células com características que se sobrepõe às das CTTs. 

(Roulois, 2015). 

A resistência à cisplatina no CEC oral é um evento que pode ser mediado 

pelo silenciamento de genes chave por metilação de DNA. Com a droga 5-AZA, em 

uma linhagem de CEC de língua resistente à cisplatina, houve o resgate dos efeitos 

antiproliferativos e de indução à apoptose da cisplatina. A dose de cisplatina 

necessária para produzir efeito apoptótico também foi reduzida após a exposição 

das células ao 5-AZA. Num modelo xenográfico, a combinação das duas drogas 

resultou numa redução significante do tumor. Para estabelecer uma classificação de 

genes relacionados a resistência à cisplatina e seu perfil de metilação, amostras de 

pacientes foram analisadas. Quando estes genes foram analisados no modelo in 

vitro, o tratamento com 5-AZA nas células resistentes à cisplatina foi capaz de 

reverter o estado destes genes, alterando seu padrão para o de células sensíveis à 

cisplatina. Assim, a metilação de DNA se mostrou um possível biomarcador para a 

resistência à cisplatina. A droga 5-AZA poderia ser utilizada como coadjuvante à 

cisplatina no tratamento do CEC oral. (Viet, 2014). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

A hipótese deste trabalho propõe que a função de PTEN é essencial para 

a redução da população de células tronco tumorais no CEC oral, através da 

regulação das vias de sinalização PI3K e NF-kB. Assim, a regulação destas vias 

seria dependente de PTEN e o efeito da desmetilação do DNA de forma global seria 

incapaz de induzir alteração nestas vias quando há perda de função de PTEN. 

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram o de investigar o efeito da 

manutenção da população de células tronco tumorais e expressão de genes 

associados a esse fenótipo quando há perda de função de PTEN, o efeito da droga 

inibidora de metilação de DNA 5-AZA-CdR sobre esta população celular e genes 

associados, assim como a capacidade da droga em continuar tendo algum efeito 

após a perda de função de PTEN. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Cultura de células 

 

Foi utilizada a linhagem celular de carcinoma espinocelular de língua 

WSU-HN13 (RRID:CVCL_5519), cultivada em DMEM (Hyclone Laboratories Inc) e 

suplementada com 10% de soro feral bovino (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), 

Penicilina (100 U/ml) - Estreptomicina (100 µg/ml) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 

incubadas a 37 °C e 5% de CO2. A concentração de células utilizada para os 

experimentos foi de 104 células/ml. Os detalhes da linhagem celular estão descritos 

na tabela 1: 

 

Tabela 1 - Descrição da linhagem celular de carcinoma espinocelular de língua 
HN13. 

Linhagem celular WSU-HN13 

Sinônimos HN13; Wayne State 

University-Head and Neck 13 

Código de acesso CVCL_5519 

Mutações TP53 p.Val173Leu (c.517G>T) 

Doença CEC de língua 

Espécie Homo sapiens 

Sexo Feminino 

Idade Não especificado 

 

4.2 Tratamento com 5-AZA 
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As células foram semeadas em placas de Petri de 100mm para os 

ensaios de formação de colônia e esferas tumorais, placas de 6 poços para os 

ensaios de expressão gênica e 24 poços para inibição de PTEN com RNA de 

interferência e atividade ALDH. Após 24h as células foram expostas à 1µM de 5-

AZA-2’-deoxycitidina (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 48h sem troca de meio. 

 

4.3 siRNA, plasmídeo e adenovírus 

 

A perda de função de PTEN foi realizada através de ensaios de siRNA e 

shRNA. As células foram transfectadas com 12,5 nM de oligonucleotídeos de RNA 

dupla-fita contra PTEN humano (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A concentração 

ótima foi determinada através de curva de concentração de oligo e avaliação da 

expressão de PTEN por imunobloting. O silenciamento por siRNA foi realizado 

exclusivamente para o ensaio de detecção de CTTs por citometria de fluxo. Foi 

utilizado adenovírus para transduzir shRNA PTEN ou controle shRNA (pGIPZ) nas 

células. A sequência de oligonucleotídeos segue descrita na tabela 2: 

 

Tabela 2 - Sequência de oligonucleotídeos utilizadas para silenciamento da 
expressão de PTEN nos ensaios de siRNA e shRNA. 

 Forward 5’->3’ Reverse 5’->3’ 

PTEN CCAAUGGCUAAGUGAAGAU

GACAAU[dT][dT] 

AUUGUCAUCUUCACUUAGCC

AUUGG[dT][dT] 

SCRAMBLE UUCUCCGAACGUGUCACGU

[dT][dT] 

ACGUGACACGUUCGGAGAA[

dT][dT] 

 

4.4 Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

O RNA das células foi extraído utilizando o kit Quick-RNA MicroPrep Kit 

(Zymo, Irvine, CA, USA), que possui um passo extra de digestão de DNA genômico. 



33 
 

Após a extração o RNA foi quantificado por fluorometria com o aparelho Qubit 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Para a síntese de cDNA foi utilizado o kit 

High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) 

com 1µg de RNA. 

 

4.5 PCR quantitativa (qPCR) 

 

Para a quantificação de expressão dos genes relacionados à via NF-κB 

(TNF-α, IL6, IL1β, IL10, IRAK3 e MAVS), status de célula tronco tumoral (SNAIL e c-

MYC), NDRG2 e PTEN foi utilizado o sistema SYBR green Mastermix (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA) com o termociclador a 7900 HT Real-time PCR System 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Foi utilizado 250 nM de cada primer e 

2μl de cDNA para um volume final de 10μl por reação. As condições da PCR foram: 

95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos, 60°C por 20 segundos e 72°C 

por 30 segundos. Após obtenção dos resultados de amplificação, os níveis de 

expressão gênica relativa foram calculados pelo método 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 

2001). Inicialmente, os valores de amplificação dos gene-alvo de cada grupo foram 

normalizados pelo gene de referência (GAPDH), e então, foram comparados os 

valores normalizados de cada grupo experimental, com os valores do grupo controle. 

As sequências do primer foram coletadas da base de dados Primer Bank 

(Spandidos, 2010) e estão descritos na tabela 3: 

 

Tabela 3 - Lista de primers utilizados no ensaio de RT-qPCR. Todos os primers 
foram coletados da base de dados Primer Bank. 

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

GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC CCACCACCCTGTTGCTGTAG 

TNF-α GAGGCCAAGCCCTGGTATG CGGGCCGATTGATCTCAGC 

IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

IL-1B TTCGACACATGGGATAACGAGG TTTTTGCTGTGAGTCCCGGAG 
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IL-10 TCAAGGCGCATGTGAACTCC GATGTCAAACTCACTCATGGCT 

IRAK3 CAGCCAGTCTGAGGTTATGTTT TTGGGAACCAACTTTCTTCACA 

MAVS TTCTAATGCGCTCACCAATCC CCATGCTAGTAGGCACTTTGGA 

SNAI1 GCGTGTGCTCGGACCTTCT ATCCTGAGCAGCCGGACTCT 

c-MYC GGCTCCTGGCAAAAGGTCA CTGCGTAGTTGTGCTGATGT 

NDRG2 CTGGAACAGCTACAACAACC TCAACAGGAGACCTCCATGG 

PTEN TGGATTCGACTTAGACTTGACCT GCGGTGTCATAATGTCTCTCAG 

 

4.6 Western blotting 

 

Os poços foram lavados e aplicado o tampão de lise celular (TRIS 62.5 

mM, 2% SDS, 1%β-mercaptoethanol, H2Odd) e inibidor de protease. Com o auxílio 

do destacamento mecânico as células foram lisadas, recolhidas em microtubos de 

1,5ml (eppendorf) e submetidas à sonicação (três vezes por 10 segundos cada, com 

intervalos em gelo entre cada sonicação). As amostras foram armazenadas a -80ºC 

até a utilização. As amostras foram preparadas (25μL de amostra + 4,2μL de tampão 

de amostra) e as proteínas desnaturadas a uma temperatura de 100ºC por 5 minutos 

e aplicadas em um gel de acrilamida 10%. Em seguida, foram aplicados 26μL de 

amostra em cada poço e o sistema submetido a uma corrente de 200V por 

aproximadamente 1,5 hora, para a devida separação das proteínas de acordo com o 

peso molecular. Após a corrida, as proteínas foram transferidas para uma membrana 

de PVDF a uma corrente de 100V por 3 horas. A membrana foi submetida a 

bloqueio com solução bloqueadora (leite desnatado a 5%) por 1 hora e então 

incubada overnight a 4°C, na presença dos anticorpos primários para PTEN (Cell 

Signaling, 9559S, 1:1000), phospho-S6 (Cell Signaling, 4857S, 1:1000), NDRG2 

(Cell Signaling, 5667S, 1:1000), DNMT1 (Santa Cruz, 20701, 1:500), phospho-AKT 

(Cell Signaling, 9271S, 1:1000) ou GAPDH (Millipore, CB1001, 1:20000). Depois das 

lavagens com tampão Tris-salina e 0,01% Tween 20 [TBST], as membranas foram 
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incubadas durante 2h em temperatura ambiente com anticorpo secundário. Após 

novas lavagens, foi aplicado Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA) sobre as membranas durante 5 minutos e em seguida 

uma folha de filme radiográfico HyBlot CL (Denville Scientific, Holliston, MA, USA) foi 

exposta à luminescência das bandas por variados tempos de exposição. 

 

4.7 Citometria de fluxo 

 

As células tronco tumorais foram identificadas pela atividade de ALDH e 

expressão de CD44 por citometria de fluxo. O kit Aldefluor (StemCell Technologies, 

Durham, NC, USA) foi utilizado para identificar alta atividade enzimática de ALDH. 

Como controle negativo foi utilizado um inibidor específico de ALDH (dimetilamino 

benzaldeído). O protocolo seguiu de acordo com as recomendações do fabricante. 

As amostras foram analisadas utilizando o citômetro de fluxo Accuri C6 (BD 

Biosciences, USA). A atividade de ALDH foi analisada no canal FITC e de CD44 no 

canal APC. Foram consideradas células tronco tumorais as que eram positivas para 

ALDH e CD44. 

 

4.8 Ensaio de formação de colônias 

 

Para formação de colônia as células foram semeadas 400 células por 

poço (n=12) e foram mantidas por 7 dias. Após este período as células foram 

lavadas, fixadas com metanol/ácido acético e coradas com violeta cristal. As placas 

foram escaneadas e as colônias foram contadas com o software Image J. Um 

mínimo de 50 células era necessário para que fosse considerado uma colônia 

formada por um clone. 

 

4.9 Ensaio de formação de esferas tumorais 
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Para formação de esferas tumorais foram semeadas 2500 células por 

poço (n=12) em placas de 6 poços de baixa aderência e foram mantidas por 5 dias. 

Após este período as esferas tumorais foram contadas com o auxílio de microscópio 

invertido de acordo com as classificações holoclone, meroclone e paraclone. 

 

4.10 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

GraphPad Prism, versão 8. Os testes estatísticos utilizados foram o teste F (one-way 

ANOVA) e teste t de Student. Os resultados estão representados pela média ± SEM. 

Asteriscos denotam diferença estatística significante (*p ≤0.05; **p ≤0.01; 

***p≤0.001; ****p ≤ 0.0001 e ns p > 0.05). 
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5 RESULTADOS 

 

As células com perda de função de PTEN (shPTEN) tiveram um aumento 

da expressão do gene TNF-α, diretamente associado com a atividade da via NF-κB, 

assim como o aumento da expressão de SNAIL, gene relacionado a transição 

epitélio-mesênquima e status de célula tronco tumoral, quando comparado às 

células com o vetor vazio (pGIPZ) (figura 1A). Após o tratamento com 5-AZA, as 

células shPTEN tiveram diminuição da expressão dos genes TNF-α e SNAIL, 

enquanto as células pGIPZ tiveram aumento da expressão gênica. 

Na quantificação de expressão proteica, nota-se que o ensaio de perda 

de função de PTEN por siRNA foi efetivo (Figura 2A), assim como por shRNA, no 

qual se observa que com o silenciamento de PTEN há o aumento de p-S6 e p-AKT, 

portanto ativação da via PI3K-AKT. Houve aumento da expressão de NDRG2 com o 

silenciamento de PTEN, assim como também há aumento de sua expressão com a 

aplicação de 5-AZA. No grupo pGIPZ houve aumento de p-S6 e p-AKT quando 

aplicado o 5-AZA. Interessantemente, DNMT1 aumenta após o silenciamento de 

PTEN. Houve redução de DNMT1 após a exposição ao 5-AZA, mostrando que a 

droga foi efetiva na sua degradação (figura 2B). 

Figura 1: gráfico de heatmap representando a variação de expressão gênica normalizados ao 
gene GAPDH no experimento de RT-qPCR. (A) Variação da expressão gênica das células HN13 

shPTEN em relação as células HN13 pGIPZ. (B) Variação da expressão gênica das células HN13 

shPTEN e H13 pGIPZ após o tratamento com 5-AZA em relação aos seus respectivos controle sem 

a droga. 
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Na avaliação da manutenção de células tronco tumorais, através da 

atividade da enzima ALDH e expressão de CD44, não houve diferença entre as 

células HN13 shPTEN e HN13 pGIPZ. Após o tratamento com 5-AZA, apenas as 

células HN13 shPTEN demonstraram diminuição da população de células tronco 

tumorais, sem diferença nas células HN13 pGIPZ.  

Figura 2: Ativação da via PI3K-AKT após o silenciamento de PTEN e redução de DNMT1 após 
aplicação de 5-AZA. (A) Expressão proteica de PTEN e GAPDH no ensaio de siRNA. O 

silenciamento da expressão de PTEN foi efeito nas condições controle e de exposição ao 5-AZA. 

(B) O silenciamento de PTEN também foi efetivo nas células com shRNA. O aumento da expressão 

de p-S6 e p-AKT nas células shPTEN em relação à pGIPZ confirma a ativação da via PI3K-AKT 

após a perda de função de PTEN. NDRG2 e DNMT1 também aumentaram a expressão após o 

silenciamento de PTEN. 

A B 
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Figura 3: Redução de CTTs independente do status de PTEN. Os gráficos representam a 

média ± erro padrão da porcentagem de eventos positivos em intersecção para ALDH e CD44 

na contagem total de 10.000 eventos por citometria de fluxo. (A) Estratégia de gates utilizada 

para definir as células com alta atividade de ALDH e expressão de CD44. (B) A perda de função 

de PTEN não foi significativa na manutenção desta população, enquanto a droga 5-AZA foi 

capaz de reduzi-la após a perda de função de PTEN (p≤0.05). 
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A inibição de PTEN aumentou a capacidade de formação de colônia das 

células, (figura 4A). Com a droga 5-AZA apenas as células HN13 pGIPZ tiveram 

redução significativa desta capacidade, enquanto que nas células HN13 shPTEN há 

apenas uma tendência de diminuição, mas sem diferença estatística (figura 4B).  

A figura 5 ilustra os diferentes tipos de esferas tumorais e suas 

classificações: o tipo holoclone é considerado o mais agressivo, com maior 

capacidade proliferativa, de invasão e resistência a quimioterápico; o tipo 

meroclone é considerado um tipo de agressividade intermediária; o tipo paraclone 
é considerado um tipo de baixo grau de agressividade.  

 

Figura 4: Perda de função de PTEN aumenta o número de colônias formadas, com redução 
após a exposição com 5-AZA quando há expressão de PTEN. Os gráficos representam a média 

± erro padrão do número de colônias formadas após 7 dias de incubação, com tratamento prévio 

com 5-AZA. (A) Formação de colônias nas linhagens HN13 pGIPZ e shPTEN. (B) Houve aumento 

do número de colônias com perda de função de PTEN (p≤0.05) e diminuição da formação de 

colônias com a droga 5-AZA nas células HN13 pGIPZ (p≤0.05).  
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Com a perda de função de PTEN, houve o aumento de esferas tumorais 

do tipo holoclone, considerada a forma de clone mais agressiva, enquanto não 

houve aumento nos tipos meroclone e paraclone (figura 6A). Com o tratamento 

prévio com 5-AZA, houve redução no tipo holoclone e aumento dos tipos meroclone 

e paraclone nas células HN13 shPTEN (figura 6B), enquanto nas células HN13 

pGIPZ também houve diminuição do tipo holoclone, porém sem aumento dos outros 

tipos (figura 6C).  

  

Figura 5: Ilustração dos diferentes tipos de esferas tumorais obtidos nas placas de baixa 
adesão. Os fenótipos estão associados a diferentes graus de agressividade do tumor e não há 

diferença em suas morfologias quando há perda de função de PTEN ou tratamento com 5-AZA 

(Imagem obtida em microscópio invertido, 10x de magnificação). 
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Figura 6: Efeitos da perda de função de PTEN e exposição ao 5-AZA nas células HN13 no 
ensaio de formação de esferas tumorais. gráficos em barra representando média ± erro padrão 

dos diferentes tipos de clone e gráficos pizza representando as proporções dos tipos de clone para 

cada condição. (A) A perda de função de PTEN aumentou os tipos holoclone (p≤0.001) e 

meroclone (p≤0.005), impactando na agressividade do tumor. (B) Nas células HN13 pGIPZ o pré-

tratamento com 5-AZA foi capaz de inibir a formação de esferas tumorais holoclone (p≤0.005), 

porém sem aumento significativo nos tipos meroclone e paraclone. (C) Nas células HN13 shPTEN o 

tratamento prévio com 5-AZA foi capaz de inibir a formação de esferas tumorais holoclone 

(p≤0.0001), enquanto houve aumento de meroclone (p≤0.05) e paraclone(p≤0.0001). 
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6 DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho buscamos elucidar a importância de PTEN como 

potencial regulador de CTTS no CEC oral. Além disso, nós também investigamos a 

ação da droga inibidora de metilação de DNA 5-AZA sobre a regulação desta 

população de células sem a presença de PTEN. 

A escolha da linhagem celular HN13 se fez por alguns aspectos intrínsecos 

da mesma, como a alta expressão de NF-κB e resistência à cisplatina, e a 

expressão constitutiva de PTEN (Almeida, 2014), ainda que também expressa a via 

PI3K-AKT. Por conta disto, é uma célula de alta capacidade de divisão, formação de 

colônias e esferas tumorais. 

Durante a fase piloto do estudo, observamos que a população de CTTs 

diminuiu na linhagem HN13 quando as células foram expostas à 5-AZA, além de 

redução da expressão de p65 em ensaio de imunofluorescência, evidenciando um 

possível alvo para a compreensão dos mecanismos que regulam as CTTs no CEC 

oral. 

Estudos vêm demonstrando a importância da regulação de CTTs por PTEN, 

especialmente por seu coadjuvante NDRG2. NDRG2 promove a ativação de PTEN 

por meio da ligação da fosfatase PP2A, impedindo a fosforilação de PTEN. Desta 

forma, PTEN estaria funcionalmente disponível por período de tempo mais longo e, 

consequentemente, atuaria de maneira a modular negativamente a via de 

sinalização regida por PI3K-AKT. Esta poderia ser uma das hipóteses que 

explicariam a diminuição da população de CTTs e, consequente, o desenvolvimento 

tumoral. Com o mesmo mecanismo de recrutamento de PP2A, NDRG2 é capaz de 

regular negativamente a via NF-kB, tornando-se um agente de conexão entre as vias 

reguladas direta e indiretamente por PTEN. Recentemente um estudo reportou que 

o gene NDRG2 tem seu promotor silenciado por metilação de DNA em algumas 

linhagens de CEC oral, e o tratamento com 5-AZA foi capaz de reativar a expressão 

de PTEN (Tamura, 2017). 

A população de CTTs também pode ser reduzida pela reorganização da 

cromatina. Utilizando uma droga inibidora de HDAC, que promove o aumento da 
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acetilação de histona de forma global no genoma, um estudo mostrou que a 

expressão de p65 foi inibida, assim como houve sensibilização da linhagem HN13 

ao tratamento com cisplatina (Almeida, 2014). Em outros modelos de tumores, como 

o colorretal, a inibição das enzimas que promovem a metilação de DNA (DNTM3B e 

DNMT1) também foi capaz de inibir NF-κB com a ativação de IRAK3, que faz um 

feedback negativo à ativação de NF-κB, o que levou ao aumento de apoptose nas 

células e diminuição de CTTs (De Carvalho, 2012). 

De forma interessante, o silenciamento de PTEN foi capaz de aumentar a 

expressão da via de sinalização PI3K-AKT, assim como de genes relacionados à via 

NF-κB e de propriedades atribuídas à invasividade e metástase, porém não foi 

capaz de induzir o aumento da população de CTTs na linhagem HN13, 

diferentemente do que é relatado em outros tipos de tumores (Ciuffreda, 2014, Hill e 

Wu, 2009). 

Com o silenciamento de PTEN utilizando shRNA houve um aumento de 

expressão gênica de TNF-α e SNAI1, enquanto os outros genes analisados não 

tiveram mudanças significativas em sua expressão. O aumento de expressão de 

TNF-α pode se traduzir em uma maior ativação da via NF-κB, uma vez que esta 

citocina é uma de seus principais efetores (Schutze, 1995). Assim, as células tiveram 

um aumento na proliferação observada na rotina de laboratório (dado não 

mostrado). O aumento de SNAI1 acarreta às células uma maior mobilidade, uma vez 

que esse gene é descrito como regulador da transição epitélio-mesênquima, o que 

aumentaria a capacidade de invasão tecidual e metástase após o silenciamento de 

PTEN (Mani, 2008, Mriouah, 2014). 

Quando avaliada a expressão proteica, o silenciamento de PTEN 

promoveu o aumento da via PI3K-AKT, o que é evidenciado pelo aumento da 

expressão de AKT fosforilado e S6 fosforilado. Desta forma, o silenciamento de 

PTEN se mostrou efetivo tanto pela inibição de expressão da sua proteína como 

pelo aumento de expressão da via regulada por ele (Hollander, 2011). 

Interessantemente, houve também o aumento da expressão de NDRG2, 

provavelmente devido a um mecanismo de feedback para compensar a diminuição 

de expressão de PTEN. 

No ensaio de formação de colônias houve um aumento significante do 

número de células (e tamanho) nas colônias com PTEN silenciado. A formação de 
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esferas tumorais foi aumentada com o silenciamento de PTEN, tanto em número 

total como quando observados os tipos holoclone e meroclone. Não houve diferença 

no número de esferas do tipo paraclone. Isso está de acordo com o fenótipo 

adquirido com o aumento de PI3K-AKT, uma vez que as esferas do tipo holoclone 

são consideras de um tipo agressivo, altamente proliferativa e resistente à terapia, 

com alto nível de expressão de NF-κB quando considerada com as outras esferas, 

em especial a paraclone. O tipo meroclone, considerado um nível intermediário entre 

a holoclone e paraclone, ainda possui níveis de expressão de NF-κB maiores que a 

paraclone. As esferas holoclones também possuem um maior nível de atividade de 

ALDH quando comparada aos outros clones, indicando a possível existência de uma 

população de CTTs (Almeida, 2016). 

Apesar de PTEN ter tido sua importância demonstrada como regulador de 

CTTs em outras linhagens celulares (Hill e Wu, 2009, Tamura, 2017), o mesmo não 

ocorreu para a linhagem HN13. Não houve diferença estatística nos ensaios de 

atividade de ALDH e expressão de CD44 quando as células que expressam PTEN 

foram comparadas às células contendo PTEN silenciado. Tal resultado contraria a 

hipótese de que PTEN seria estritamente necessário para a modulação de CTTs. 

Apesar de diferenças no padrão de expressão gênica e proteica, além de um 

fenótipo mais agressivo, capaz de formar mais colônias e esferas tumorais, a 

população de CTTs não se alterou. Isso nos leva a concluir que PTEN, apesar do 

evidente papel na progressão tumoral, necessita de outros fatores (provavelmente 

não presentes na linhagem HN13) para regular as CTTs. Outra hipótese a ser 

testada em trabalhos futuros é a diferença na biologia das células com o 

silenciamento de PTEN transiente, como é no ensaio de siRNA, com o silenciamento 

perpétuo, como é no ensaio por shRNA. Desta forma, células aptas ao silenciamento 

de PTEN de forma permanente podem apresentar formas distintas de manutenção 

de CTTs que as células que perdem PTEN de forma transitória. 

Os ensaios utilizando 5-AZA mostraram que as células pGIPZ 

responderam com aumento na expressão gênica de forma geral. Da mesma forma 

que genes que contribuem para a progressão tumoral, como TNF-α, IL-6, SNAI1 e c-

MYC aumentaram sua expressão, genes que fazem o balanço negativo, como 

IRAK3 e o próprio PTEN também tiveram o aumento da expressão. Tal efeito era 

esperado pela forma como a droga 5-AZA age, promovendo o aumento da 
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expressão gênica de forma global, e normalizando a expressão de genes que 

tiveram o aumento aberrante da expressão (Yang, 2014). 

Os ensaios de expressão proteica de DNMT1 evidenciaram a redução da 

enzima após a exposição transiente de 5-AZA. A consequência da degradação de 

DNMT1 é a diminuição da metilação de DNA global, incluindo regiões promotoras de 

genes supressores de tumor (Liu, 2016, Takai, 2005) e regiões de retrovírus 

endógeno, que são silenciadas por metilação de DNA no genoma humano. A 

transcrição de retrovírus endógeno leva a um estado que imita uma infecção viral 

nas células tumorais, aumentando a apoptose e diminuição de CTTs. O gene MAVS 

teve o aumento da expressão após a exposição à 5-AZA nas células pGIPZ, se 

relacionando com estudos que observaram a ativação de via de sinalização que 

reconhece RNA de dupla fita nas células (Roulois, 2015). Também houve o aumento 

de AKT fosforilado e S6 fosforilado após a exposição ao 5-AZA nas células pGIPZ, 

seguindo a tendência de aumento de expressão gênica de TNF-α, sugerindo 

ativação das vias NF-κB e PI3K-AKT (Gu, 2004). Os ensaios de formação de 

colônias mostraram que a droga 5-AZA foi capaz de reduzir a formação das 

mesmas. Houve redução na formação de esferas tumorais do tipo holoclone, porém 

sem diferença estatística para os tipos meroclone e paraclone.  

As células shPTEN, quando expostas à droga 5-AZA, sofreram de forma 

geral uma diminuição da expressão dos genes avaliados, com exceção de IL-6 e 

NDRG2. A expressão gênica de IL-6 pode ser regulada pela via PI3K-AKT no CEC 

oral, e com o silenciamento de PTEN a mesma se tornou mais ativa (Choudhary, 

2016). O aumento da expressão de NDRG2 pode ser decorrente ao efeito de 

diminuição da metilação de DNA no seu promotor, assim como ocorreu nas células 

pGIPZ. A diminuição de expressão gênica de TNF-α também é notável, uma vez que 

a via NF-κB tem o aumento da sua expressão após o silenciamento de PTEN (Gu, 

2004, Vasudevan, 2004). 

A diminuição da formação de colônias não foi significante após a 

exposição da droga 5-AZA nas células shPTEN. Porém, no ensaio de esferas 

tumorais houve uma diminuição de esferas do tipo holoclone e um interessante 

aumento de esferas meroclone e paraclone. Apesar da droga 5-AZA inibir a 

expressão de TNF-α, e consequentemente da via NF-κB, a via PI3K se manteve 

ativa, o que poderia induzir o aumento de IL-6. Desta forma, nota-se que a formação 
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de esferas do tipo holoclone necessita de uma maior ativação da via NF-κB do que 

de PI3K-AKT, sugerindo um papel de manutenção de CTTs para a via NF-κB e de 

progressão tumoral para a via PI3K-AKT (Rinkenbaugh e Baldwin, 2016; Zakaria et 

al., 2018). 

Interessantemente, no ensaio de ALDH/CD44 a droga 5-AZA foi capaz de 

reduzir a população de CTTs nas células siPTEN, enquanto o mesmo não foi 

observado nas células siSCRAMBLE. Este resultado contraria a hipótese de que 

PTEN é estritamente necessário para a manutenção de CTTs, e sugere que vias 

paralelas participem desta regulação com PTEN em outras linhagens celulares. 

Apesar de 5-AZA induzir a redução de expressão de TNF-α nas células shPTEN, 

também inibindo a formação de esferas tumorais, a redução de CTTs 

exclusivamente pela redução da via NF-κB é de difícil correlação, uma vez que a 

mesma via aumenta sua expressão quando PTEN está silenciado, e ainda assim 

não há diferença entre o número de CTTs.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Concluímos que o silenciamento de PTEN aumentou a formação de 

colônias e de esferas tumorais dos tipos holoclone e paraclone, apesar de não ter 

aumentado a população de células tronco tumorais pelo ensaio de ALDH/CD44. Nas 

células shPTEN a expressão de TNF-α e SNAIL foi aumentada em relação as 

células com expressão de PTEN. O tratamento com 5-AZA não diminuiu a 

expressão da via PI3K-AKT em nenhuma das condições de expressão de PTEN, 

porém a droga foi capaz de inibir a formação de colônias e esferas tumorais do tipo 

holoclone, assim como diminuiu a população de células tronco tumorais 

independente das condições de expressão de PTEN. Desta forma, na linhagem de 

CEC oral HN13 outras vias paralelas à PTEN, como NF-κB, sugerem um maior 

impacto na manutenção de células tronco tumorais, apesar do aumento da 

agressividade das células quando PTEN foi silenciado e não haver o aumento de 

CTTs quando a via NF-κB teve o aumento de sua expressão. A droga 5-AZA se 

mostra uma opção para casos nos quais há perda da função de PTEN.  
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