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RESUMO 

 Recentes evidências indicam que as células tronco do câncer (CTC) tenham papel 

importante nas recorrências loco-regionais e metástases à distância de diversas neoplasias 

malignas, incluindo o carcinoma de células escamosas oral (CCEO). Uma caractéristica importante 

das CTC consiste na resistência a agentes quimioterápicos, que pode contribuir para a permanência 

de células residuais após o tratamento. A enzima ácido graxo sintase (FASN) tem sido descrita 

como uma oncoproteina metabólica, tendo sua expressão aumentada em neoplasias malignas 

originárias de diferentes tecidos. Sua expressão está também aumentada no CCEO e estudos in vivo 

mostraram que sua inibição com orlistat (ORL) diminui o volume de tumores ortotópicos de língua 

e reduz o número de metástases cervicais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a 

imunoexpressão de marcadores de superfície associados a CTC (CD44, CD326, CD133 e CD271) 

nas linhagens celulares derivadas de CCEO SCC-9 ZsG e LN-1A tratadas com paclitaxel (PTX), 

cisplatina (CIS) e com os inibidores de FASN ORL e TVB-3166, bem como isolar suas 

subpopulações por meio da imunoexpressão de CD44 e CD326. Para isto, as células foram tratadas 

com CIS, ORL e TVB-3166 em suas respectivas IC50 e com PTX a 1 µM e 50 µM. Os estudos de 

citometria de fluxo revelaram os fenótipos CD44+/CD326+ e CD44-/CD326+ em ambas as 

linhagens tratadas ou não com as drogas estudadas. PTX diminuiu a expressão de CD44+ e a 

população CD44+/CD326+ e aumentou a população CD44-/CD326+ nas duas linhagens celulares. 

CIS aumentou a expressão de CD44 e CD326 nas células SCC-9 ZsG e LN-1A. De modo geral, 

ORL e TVB-3166 não modificaram significativamente os fenótipos celulares, a não ser pela 

diminuição da expressão de CD44 na população com baixa expressão desta proteína e da expressão 

de CD326 na linhagem LN-1A. Para o isolamento de subpopulações, células SCC-9 ZsG e LN-1A 

foram marcadas com anticorpos contra CD44 e CD326 e, por meio de citometria de fluxo, 

subpopulações identificadas, separadas e avaliadas quanto a morfologia e expressão de proteínas 

de transição epitélio-mesenquimal (TEM), por meio de western blotting. Foram isolados seis 

fenótipos a partir da linhagem SCC-9 ZsG, dos quais destacam-se CD44Low/CD326+ e CD44-

/CD326+, com características epiteliais e alta produção de e-caderina, e CD44+/CD326- e 

CD44+/CD326Low, com alta produção de slug, vimentina e n-caderina. A partir da linhagem LN-

1A foram isolados 7 fenótipos, com destaque para CD44Low/CD326+ e CD44-/CD326+, de aspecto 

epitelial e produtores de e-caderina e CD44+/CD326- e CD44+/CD326Low, com alta expressão de 

slug, vimentina e n-caderina. Células CD44High/CD326-, com aspecto mesenquimal e alta produção 



de vimentina, n-caderina e slug, foram isoladas somente da linhagem LN-1A. Estes resultados 

mostram que PTX e CIS modificam o padrão de expressão de CD44 e CD326 nas células SCC-9 

ZsG e LN-1A e que subpopulações com maior expressão de CD44 e ausência ou baixa expressão 

de CD326 apresentam características mesenquimais associadas a TEM, enquanto células com 

maior expressão a CD326 e com ausência ou baixa expressão de CD44 têm características 

epiteliais. 

 

Palavras Chave: Células tronco associadas ao câncer. Receptores de hialuronatos. Molécula de 

adesão da célula epitelial. Citometria de fluxo. Carcinoma de células escamosas oral. 



ABTRACT 

 Recent evidences indicate that cancer stem cells (CSC) have a central role in tumor 

recurrence and metastasis in several types of human malignancies, including oral squamous cell 

carcinoma (OSCC). An important feature of CSC is the resistance to chemotherapy, which may 

contribute the presence of residual cancer cells following the treatment. Fatty acid synthase 

(FASN) has been described as a metabolic oncoprotein overexpressed in malignancies derived 

from several tissues. Its expression is increased in OSCC and in vivo studies have shown that 

its inhibition with orlistat (ORL) decreases the volume of tongue orthotopic tumors as well as 

the number of cervical lymph node metastases. The aim of the present study is to evaluate the 

immunoexpression of CSC surface markers (CD44, CD326, CD133, and CD271) in the OSCC 

cell lines SCC-9 ZsG and LN-1A treated with paclitaxel (PTX), cisplatin (CIS), as well as the 

FASN inhibitors ORL and TVB-3166. Also, this study aims to isolate subpopulations according 

to the expression of CD44 and CD326 from the same cell lines. Cells were treated CIS, ORL 

and TVB-3166 in their respective IC50 and with PTX at 1 µM and 50 µM. Flow cytometry 

experiments showed that CD44+/CD326- and CD44-/CD326+ populations are present in both 

cell lines treated or not with the studied drugs. PTX decreases CD44+ expression and the size 

of CD44+/CD326+ population as well as increases CD44-/CD326+ population in both cell lines. 

In contrast, CIS increases the expression of CD44 and CD326 in SCC-9 ZsG and LN-1A cells. 

ORL and TVB-3166 did not significantly modified cell phenotypes except by a decrease of 

CD44 expression in cells with low expression of this marker and of CD326 in LN-1A cells. 

Cell sorting was performed after labeling of SCC-9 ZsG and LN-1A cells with antibodies 

against CD44 and CD326 and each phenotype had the morphology and production of epithelial-

mesenchymal transition (EMT) markers were evaluated. Six different phenotypes were isolated 

from SCC-9 ZsG cells, with emphasis to CD44Low/CD326+ and CD44-/CD326+, with epithelial 

aspect and high producers of e-cadherin, and CD44+/CD326- and CD44+/CD326Low with high 

expression of slug, vimentin and n-cadherin. From LN-1A cells seven phenotypes were 

isolated, with emphasis to CD44Low/CD326+ and CD44-/CD326+ with epithelial morphology 

and high e-cadherin production as well as CD44+/CD326- and CD44+/CD326Low with high 

expression of slug, vimentin and n-cadherin. A group of cells CD44High/CD326- with 

mesenchymal phenotype and high producers of vimentin, n-cadherin and slug was found in LN-

1A cells only. Taken together our results show that PTX and CIS change CD44 e CD326 pattern 

of expression in SCC-9 ZsG and LN-1A cells and that subpopulations with high CD44 

expression and absent or low CD326 expression have mesenchymal characteristics associated 



with EMT  whereas subpopulations with high CD326 expression and absent or low CD44 

expression have epithelial characteristics. 

Keywords: Cancer stem cells. Hyaluronan receptors. Epithelial Cell Adhesion Molecule. Flow 

cytometry. Oral squamous cell carcinoma 
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      1 INTRODUÇÃO 

O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) é considerado uma malignidade de 

prognóstico ruim, com uma taxa de sobrevida em 5 anos de 50% (Warnakulasuriya, 2009). O 

estadiamento clínico no momento diagnóstico do CCEO é um fator significativo no prognóstico 

e curso da doença. No Brasil, a maioria dos casos de CCEO são diagnosticados em estágios 

avançados, o que prejudica o tratamento e explica, pelo menos em parte, as altas taxas de 

mortalidade (Curado et al., 2016; INCA, 2017).  

A modalidade de tratamento do CCEO é geralmente determinada pelo estádio da doença, 

com o tratamento cirúrgico permanecendo como base nos estádios iniciais. Para os pacientes 

com CCEO em estadiamento avançado, que apresentam metástases linfonodais ou 

disseminação extracapsular, recomenda-se radioterapia pós-operatória ou quimiorradioterapia 

(Pfister et al., 2014). No entanto, os efeitos colaterais e a resistência às drogas ainda representam 

um obstáculo na terapia contra o câncer. Neste contexto, diversos quimioterápicos, 

especialmente cisplatina e paclitaxel, estão relacionados a quimioressistência e, por isto, novas 

tecnologias e protocolos quimioterápicos estão sendo desenvolvidos para melhorar a resposta 

ao tratamento.  

A enzima ácido graxo sintase (FASN) é responsável pela síntese de ácidos graxos 

saturados de cadeia longa e sua alta expressão em diversas neoplasias malignas tem sido 

correlacionada com agressividade tumoral, resistência a quimioterápicos e reduzida sobrevida 

de pacientes, o que a torna um potencial alvo terapêutico. Diversos inibidores de FASN foram 

desenvolvidos e seus efeitos avaliados em estudos pré-clínicos, os quais mostraram importante 

efeito antitumoral. No entanto, a maioria destes inibidores apresentam limitações 

farmacológicas, o que dificulta a sua utilização em ensaios clínicos (Flavin et al, 2010). Nosso 

grupo de pesquisa já demonstrou a eficácia do orlistat (ORL) em diferentes linhagens celulares 

e modelos animais de CCEO e melanoma, porém este composto apresenta baixa solubilidade e 

seletividade (Agostini et al., 2014; Bastos et al., 2017). Entretanto, uma nova geração de 

inibidores de FASN está em desenvolvimento e inclui a família TVB, como o TVB-3166, 

aparentemente mais potentes e seletivos. Vale ressaltar que o TVB-2640 está sendo testado em 

estudo clínico fase 2, apresentando boas propriedades farmacológicas e perfil de tolerabilidade 

favorável, com mínimos efeitos adversos e toxicidade (Menendez e Lupu, 2017). 

A quimiorresistência é um grande problema no tratamento de pacientes com câncer, pois 

as células tornam-se resistentes às drogas utilizadas no tratamento, o que consequentemente 

limita sua eficiência á associada a tumores que se tornam mais agressivas e metastáticas. 
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Estudos têm descrito que a quimioresistência é capaz de induzir a heterogeneidade tumoral, 

tanto de células normais como neoplásicas, , reduzindo os efeitos da terapia e contribuindo para 

a falha do tratamento e progressão da doença (Luqmani, 2005; Trédan et al., 2007). 

A uma subpopulação de células malignas conhecidas como células-tronco do câncer 

(CTC) tem sido atribuída a responsabilidade pela quimiorresistência e recidiva do câncer, pois 

esta apresenta a capacidade de autorrenovação e diferenciação em linhagens heterogêneas de 

células malignas em resposta a agentes quimioterápicos. As CTC também são capazes de 

induzir a parada do ciclo celular, que por sua vez as tornam resistentes à quimioterapia e 

radioterapia. Embora a terapia do câncer afete a maior parte das células tumorais em 

proliferação, um subconjunto de CTC remanescentes pode sobreviver e provocar a recidiva 

devido a suas características de maior invasividade e quimiorresistência. 

No presente estudo, investigamos a imunoexpressão de marcadores de superfície de CTC 

nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A tratadas com PTX, CIS, ORL e TVB-3166, assim como 

realizamos o isolamento e caracterizamos diferentes fenótipos celulares de acordo com a 

imunoexpressão de CD44 e CD326. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Carcinoma de células escamosas oral (CCEO) 

 A Organização Mundial da Saúde (OMS) estabelece que o CCEO é a principal 

malignidade da mucosa de revestimento da cavidade bucal e da língua móvel, representando 

mais do 90% dos tumores que acometem esta região (El-Naggar et al., 2017). A GLOBOCAN 

(Ferlay et al., 2018) reportou que para o ano 2018, foram estimados a nível mundial e sem 

distinção de sexo e idade, que o câncer de lábio e da cavidade bucal representaria uma 

incidência 354.864 novos casos e 177.384 mortes. No Brasil, especificamente o CCEO, 

segundo dados descritos da estimativa para 2018 da incidência de câncer no país (INCA, 2017), 

foram estimados 11.200 novos casos em homens e 3.500 em mulheres para cada ano do biênio 

2018-2019, com um risco de 10,86 novos casos a cada 100 mil homens e de 3,28 novos casos 

para cada 100 mil mulheres. Estes números colocam o CCEO na quinta posição de todas as 

neoplasias para o sexo masculino e na décima segunda posição para o sexo feminino. 

 A transformação maligna das células epiteliais que revestem a cavidade bucal está 

associado principalmente ao consumo excessivo de tabaco (fumado ou mastigado), noz de betel 

e  bebidas alcóolicas (Muwonge et al., 2008; Cogliano et al., 2011; Chi et al., 2015). No entanto, 

a suscetibilidade a estes fatores de risco pode ser modificada por hábitos de higiene bucal e 

deficiências no consumo de frutas e vegetais frescos (Gupta et al., 2017). O CCEO no lábio e 

orofaringe estão associados a radiação solar e a infecções pelo vírus da família HPV (Papiloma 

Vírus Humano), respectivamente, além da imunossupressão, causada por transplantes ou pela 

síndrome da imunodeficiência adquirida, que também é considerada fator de risco para o CCEO 

(Cogliano et al., 2011; Chi et al., 2015; Gillison et al., 2015). 

 A maioria dos casos de CCEO ocorre em pacientes entre os 50-70 anos de idade 

concomitante a uso prolongado de tabaco e álcool (El-Naggar et al., 2017). No entanto, nos 

últimos anos, tem sido descrito em diversos estudos um aumento da doença em adultos jovens, 

com menos de 40-45 anos, sugerindo que fatores etiológicos genéticos ou virais podem diferir 

entre os pacientes jovens e mais velhos (Llewellyn et al., 2004; Zhang et al., 2017; dos Santos 

Costa et al., 2018). O CCEO pode afetar qualquer sítio anatômico da cavidade bucal, sendo a 

língua, o assoalho de boca e a gengiva as localizações mais frequentemente afetadas (Marocchio 

et al., 2010; Troeltzsch et al., 2014; El-Naggar et al., 2017)  

 Desordens bucais potencialmente malignos são condições que precedem o aparecimento 

de neoplasias invasivas e se apresentam de forma muito variada. Alguns deles são lesões 
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solitárias, enquanto outras, referidas como condições, são multifocais ou generalizadas na 

cavidade bucal. Na prática clínica, a leucoplasia é o desordem bucal potencialmente maligno 

mais comum (Warnakulasuriya, 2018). Assim como os desordens potencialmente malignos, a 

apresentação clínica do CCEO é muito variada, a qual pode variar de uma leucoplasia, 

eritroplasia ou lesão mista com as duas características, ou crescimentos nodulares com 

ulceração central e bordas elevadas (Bagan et al., 2010). A nível histopatológico, os CCEO são 

moderadamente ou bem diferenciados e caracterizados pela presença de ninhos, cordões ou 

ilhas de células com pontes intercelulares e núcleos arredondados, as quais podem apresentar 

pleomorfismo tanto nuclear como celular, que destroem a membrana basal e invadem o tecido 

conjuntivo subjacente, especialmente nos CCEO de língua. 

 O CCEO é uma neoplasia maligna localmente agressiva com propensão a metástases 

linfonodais precoces. Atualmente, os fatores prognósticos mais significativos são tamanho do 

tumor primário, presença de envolvimento linfonodal e de metástases a distância (El-Naggar et 

al., 2017). O CCE de língua em estádio precoce (T1-T2N0M0) apresenta maior índice de 

mortalidade do que CCEO no mesmo estádio, porém em outras localizações de cavidade bucal. 

Estudos prévios apontam que o CCE de língua apresenta natureza altamente agressiva, embora 

os fatores moleculares envolvidos neste processo ainda sejam desconhecidos (Rusthoven et al., 

2008). Recentemente, vários trabalhos baseados em achados histopatológicos e clínicos tem 

sidos desenvolvidos para a auxiliar ao sistema TNM, avaliando aspectos como profundidade de 

invasão e budding tumoral ou densidade linfonodal, tendo-se em vista a identificação dos casos 

mais agressivos ou de pior prognóstico com o objetivo de realizar um plano de tratamento mais 

individualizado e melhor a sobrevida dos pacientes (Patel et al., 2013; Almangush et al., 2015). 

 Em relação ao estadiamento tumoral, Curado et al. (2016) mostraram que o diagnóstico 

do CCEO e do CCE de orofaringe é realizado na maioria dos casos em estádios mais avançados 

(51% e 62%, respectivamente), o que prejudica o tratamento, torna a cura improvável e explica 

as altas taxas de mortalidade e sobrevida em cinco anos em torno de 50% para o CCEO e de 

orofaringe (Warnakulasuriya, 2009). Este mesmo estudo mostrou que, nos últimos anos, as 

tendências de mortalidade, estão diminuindo cerca de 2,5% na América do Sul, embora em 

algumas regiões como no Brasil e no Peru ainda haja um aumento entre as mulheres. 

 O estadiamento do CCEO e sua localização são os principais parâmetros que 

determinam o seu tratamento. A recomendação para estádios iniciais é a cirurgia ou radioterapia 

(Pfister et al., 2014). Nos últimos anos, com avanços significativos nas técnicas reconstrutivas 

e subsequentes melhorias nos resultados funcionais, a ressecção cirúrgica tornou-se a 

modalidade de tratamento preferencial para malignidades ressecáveis da cavidade oral (Namin 
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et al., 2016). No entanto, a maioria dos pacientes apresenta a doença em estádios avançados no 

momento do diagnóstico, quando a recomendação de rotina para o tratamento é o 

gerenciamento cirúrgico do tumor primário e das metástases regionais, seguido de pós-

operatório com radioterapia e/ou quimiorradioterapia. O CCE de cabeça e pescoço irressecável 

locoregional avançado possui um prognóstico desfavorável e as opções de tratamento mais 

eficazes geralmente apresentam toxicidade elevada e morbidade significativa. A 

quimiorradioterapia simultânea a base de cisplatina continua sendo uma das opções mais 

suportadas para o gerenciamento da doença avançada ou para pacientes que não podem se 

submeter à cirurgia. As drogas mais utilizadas para os CCE de cabeça e pescoço, incluindo os 

CCEO, são os agentes platínicos (cisplatina e carboplatina), taxanos (PTX e docetaxel), drogas 

antimetabólicas (5-fluorouracil e metotrexato) e a terapia-alvo contra EGFR (cetuximab), de 

maneira isolada ou combinada (revisado por Pfister et al., 2014; Fulcher et al., 2018). 

 Do ponto de vista molecular, o desenvolvimento e a progressão do CCEO é complexo 

e resultado de múltiplas alterações cumulativas (genéticas e epigenéticas) em processos 

celulares críticos. Dentre elas pode-se destacar a mutação e superexpressão do p53 e 

hipermetilação de human mutL homolog 1 (MLH1) e O-6-methylguanine-DNA 

methyltransferase (MGMT), ocasionando dano ao DNA. A superexpressão de EGFR, ciclina 

D1, STAT3, NF-κB, diminuição na regulação de p27 e mutações em EGFR, HRAS e PI3KCA, 

além de hipermetilação dos genes que codificam o inibidor de quinase dependente de ciclina 

2A (p16) e a proteína quinase associada à morte (DAPK), afetando o processo de proliferação 

celular. Além das alterações acima citadas, a regulação positiva de Bcl-2 induz a perda de 

regulação da apoptose, mutações em notch homólogo 1 (NOTCH1), associado à translocação e 

maior expressão de VEGF e COX-2 induzem a angiogênese. Por fim, o processo de invasão 

celular parece ser governado pela superexpressão de COX-2 e MMPs e pela hipermetilação e 

consequente regulação negativa do gene que codifica caderina 1 (CDH1), dentre outros genes 

(D’Souza e Saranath, 2017). 
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2.2 Células-tronco associadas ao câncer (Cancer Stem Cells - CTC) 

 Os tumores são heterogêneos devido a evolução clonal, diferenças microambientais e 

organização hierárquica, como resultado da diferenciação de células não tumorigênicas em 

células tumorigênicas (Shackleton et al., 2009; Meacham e Morrison, 2013). A literatura 

científica aceita hoje que as células que iniciam as neoplasias malignas são as chamadas células-

tronco do câncer (CTC), definidas como uma subpopulação de células tumorais com capacidade 

de auto renovação e diferenciação, responsabilizadas pelos processos de iniciação, progressão, 

metástase e recorrência (Reya et al., 2001; Clarke et al., 2006; Jordan et al., 2006; Dalerba et 

al., 2007a). As primeiras evidências da existência das CTC foram fornecidas por Stevens 

(1959), que atribuiu a origem do teratoma a células-tronco. Na década dos 90, Lapidot et al. 

(1994) e Bonnet e Dick, (1997) aplicaram marcadores específicos para células-tronco para 

purificar uma população iniciadora de tumor na leucemia mielóide aguda. Atualmente, a 

presença de CTC também tem sido claramente demonstrada em diversos tumores sólidos 

(revisado em Visvader e Lindeman, 2008). 

 As CTC apresentam várias propriedades peculiares, como a de autorrenovação, que 

permite sua renovação indefinida em estado indiferenciado e a de divisão assimétrica, 

responsável por dar origem a células filhas diferenciadas que compõem a maior parte do tumor 

e que possuem potencial proliferativo limitado (células do “bulk” tumoral). Tais propriedades 

tem reflexo importante para a terapia do câncer, pois a contribuição das células filhas para o 

sustento a longo prazo do tumor parece ser insignificante (Clevers, 2011). De modo geral, 

apenas as CTC são capazes de iniciar tumores, uma vez que são as únicas com capacidade de 

autorrenovação e replicação ilimitada (Tirino et al., 2013). Além disto, as CTC são resistentes 

a danos eletromagnéticos e químicos, principalmente devido a sua baixa frequência de 

replicação, maior ativação de mecanismos de reparo do DNA (resultando em uma menor taxa 

apoptótica), sistema de efluxo de drogas ativas e aumento das defesas contra espécies reativas 

de oxigênio (Lou e Dean, 2007; Chen et al., 2013; Kaiser, 2015; Skvortsov et al., 2015; Lee et 

al., 2017). 

 O modelo de CTC, também conhecido como modelo hierárquico, propõe que os tumores 

estão organizados de tal forma que as CTC estão situadas no ápice da hierarquia (Bonnet e 

Dick, 1997) e são responsáveis pela manutenção das células em um tumor (Ito et al., 2012). 

Anteriormente,  assumia-se que cada uma das células dentro de um tumor podia obter 

propriedades tumorigênicas, por meio do acúmulo progressivo de mutações vantajosas, ou seja, 

os tumores eram iniciados e se desenvolviam de forma estocástica ou clonal (Nowell, 1976). O 

modelo hierárquico tem recebido ampla aceitação pois fornece uma explicação para a 
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resistência terapêutica, tanto à radiação como à quimioterapia, assim como para as recidivas. 

Sugere-se que os dois modelos (hierárquico e estocástico) devem ser combinados para 

descrever o desenvolvimento tumoral, pelo fato das próprias CTC sofrerem evolução clonal 

devido ao estresse, como por exemplo, falta de nutrientes, hipóxia, pressão terapêutica, dentre 

outros (Kreso e Dick, 2014). Como resultado, segundo estes mesmos autores, diferentes 

populações de CTC podem coexistir em no mesmo tumor e sua competição alimentar a 

progressão tumoral e a resistência à terapia. Um estudo desenvolvido por Wang et al. (2014), 

mostrou que as células malignas dentro de um tumor (não CTC) podem obter propriedades de 

células-tronco e transitar de não CTC para CTC "induzidas". Esta plasticidade celular 

experimentalmente observada pode ser a explicação para a heterogeneidade do tumor, sendo 

este um fator que impede a resposta adequada à terapia. Embora a existência de CTC tenha sido 

bem estabelecida para neoplasias malignas específicas, este modelo não parece ser responsável 

pela heterogeneidade de todos os tumores (Shackleton et al., 2009; Meacham e Morrison, 

2013). Vários estudos de glioblastoma (Wang et al., 2008a; Chen et al., 2010; Brescia et al., 

2013; Brown et al., 2017) mostraram que as células positivas para marcadores de CTC podem 

ser derivadas da fração negativa e recuperar a heterogeneidade inicial, apoiando forte 

plasticidade tumoral na recriação de heterogeneidade fenotípica intra-tumoral. Isto sugere que 

o microambiente participa como parte importante na plasticidade e da conformação do fenótipo 

em direção à heterogeneidade tanto espacial como temporal (Cabrera et al., 2015; Enderling, 

2015; Gupta et al., 2019). Dirkse et al. (2019) demonstraram, que a heterogeneidade fenotípica 

decorre de transições de estado reversíveis não hierárquicas, instruídas pelo microambiente e 

previsíveis por modelagem matemática. Embora as propriedades funcionais das células-tronco 

sejam semelhantes in vitro, a reconstituição acelerada da heterogeneidade fornece uma 

vantagem de crescimento in vivo, sugerindo que o potencial tumorigênico está ligado à 

plasticidade intrínseca ao invés da multipotência das CTC. 

 Os métodos utilizados para a análise de células-tronco adultas, incluindo a formação de 

esferoides, ensaio de expressão de antígenos de superfície celular, ensaio de iniciação tumoral 

in vivo (juntamente com o ensaio de diluição limitada), assim como a atividade da enzima 

aldeído deshidrogenase (ALDH1) são empregados para avaliação das CTC. Destes, o ensaio de 

iniciação tumoral, que envolve xenotransplante de células tumorais em camundongos 

imunodeficientes (com base em marcadores específicos da superfície celular) é considerado o 

“padrão ouro” para definir CTC (O’Brien et al., 2007; Quintana et al., 2008). 
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2.2.1 Antígenos de superfície celular para a identificação de CTC 

 A expressão de antígenos de superfície vem sendo realizada em espécimenes oriundas 

de pacientes e em linhagens celulares de neoplasias malignas hematopoiéticas, como o mieloma 

múltiplo (Huff et al., 2008), ou sólidas, como câncer de mama, cérebro, colorretal, pancreático 

(revisado por Visvader e Lindeman, 2008). Nos últimos anos, tem se dado maior ênfase no 

campo da CTC para o uso de amostras provenientes de tumores ou xenoenxertos de passagem 

precoce ao invés das células tumorais cultivadas (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 2007b; 

Prince et al., 2007). As linhagens celulares que foram propagadas em condições de cultura in 

vitro a longo prazo sofrem pressões de seleção e/ou dominância clonal que produzem 

populações celulares relativamente homogêneas (Hughes et al., 2007; Fredebohm et al., 2012). 

Dada essa homogeneidade, linhas celulares estabelecidas não são representativas de tumores 

em pacientes, mas ainda estão sendo usadas em estudos de CTC que raramente conseguem 

recapitular a heterogeneidade celular e a hierarquia tumoral de tumores humanos (Yeung et al., 

2010; Wang et al., 2015). 

 Para identificar as CTC, populações celulares são incubadas com anticorpos conjugados 

a fluoróforos, individualmente ou geralmente em combinações duplas ou triplas, contra 

antígenos associados às CTC e análise por meio de citometria de fluxo. Entre os marcadores 

mais utilizados estão CD133, CD44, CD24, CD90, CD117, CD34 e CD20, dentre outros 

(Routray e Mohanty, 2014), que já foram utilizados em trabalhos com câncer de mama, cérebro, 

próstata, pulmão, colón, pâncreas, fígado e melanoma (Al-Hajj et al., 2003; Singh et al., 2004; 

Miki et al., 2007; MacDonagh et al., 2016; Parmiani, 2016). Os marcadores mais comumente 

utilizados para a identificação e isolamento de CTC em neoplasias malignas sólidas, 

especificamente de origem epitelial, são moléculas de adesão celular, envolvidas nas interações 

célula-célula ou célula-matriz, assim como dos processos de migração, diferenciação, 

sinalização celular e transcrição gênica (revisado por Goodison et al., 1999). Em CCE de cabeça 

e pescoço, CD44 é um dos marcadores mais comumente utilizados para a localização e 

enriquecimento de populações celulares com CTC, embora outras proteínas também sejam 

empregadas para esta finalidade, incluindo as proteínas de superfície CD133, CD98, CD166, 

CD10, CD271, integrinas e c-met (Peitzsch et al., 2019). A especificidade do enriquecimento 

de CTC com antígenos de superfície pode ser aprimorada usando-se dois ou mais destes ao 

mesmo tempo. Em CCE de cabeça e pescoço, células duplamente positivas apresentam maior 

tumorigenicidade in vivo e resistência ao tratamento do que células positivas para apenas um 

marcador (Han et al., 2014; Keysar et al., 2017; Wang et al., 2017). 
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2.2.2 CD44 

 CD44 é uma glicoproteína transmembrana envolvida na adesão celular e codificada por 

um gene mapeado no lócus cromossômico 11p13 (Goodfellow et al., 1982). CD44 interage com 

proteínas da matriz extracelular (MEC), tendo como seu principal ligante o hialuronato, um 

polissacarídeo extracelular abundantemente encontrado na MEC de mamíferos. Além deste, há 

outros ligantes de CD44, como osteopontina, serglicina, colágenos tipo I e IV, fibronectina e 

laminina. O gene que codifica o CD44 é composto por dois grupos de éxons, o primeiro que 

compreende os éxons 1 a 5 e 16 a 20 e formam um transcrito que codifica a forma standard 

ubiquamente expressa de CD44, e o segundo, que compreende os éxons variáveis 6 a 15 

(também conhecidos como v1-10), que podem ser alternativamente expressos e incluídos 

dentro dos éxons standard em um sítio de inserção localizado entre os éxons 5 e 16. Moléculas 

que contêm os éxons variáveis são designadas CD44v e, em teoria, o splicing alternativo 

permite a geração de mais de 1000 diferentes variantes de CD44 (Screaton et al., 1992). As 

isoformas variáveis de CD44 possuem os mesmos domínios intracelulares e transmembrânicos, 

variando apenas a estrutura do domínio extracelular, que por fim determina as suas diferentes 

funções. A proteína CD44 codificada pelos éxons invariáveis é denominada de CD44 standard 

(ou CD44), sendo mais abundante quando comparada a outras formas variáveis desta proteína. 

CD44 contém 363 aminoácidos, com massa molecular aproximada de 37 kDa e três regiões 

distintas, uma de 72 aminoácidos correspondente ao domínio intracitoplasmático C-terminal, 

um domínio transmembrânico de 21 aminoácidos e um domínio extracelular de 270 

aminoácidos (Goodison et al., 1999). 

 A identificação das CTC por meio de CD44, isoladamente ou em conjunto com outros 

marcadores, tem sido amplamente utilizada em cânceres de mama, próstata, cólon e pâncreas, 

assim como o CCEO (Al-Hajj et al., 2003; Collins et al., 2005; Dalerba et al., 2007b; Li et al., 

2007; Prince et al., 2007). O câncer de mama foi a primeira neoplasia sólida na qual foram 

identificadas e isoladas CTC por meio dos marcadores CD44 e CD24, sendo a população 

C44+/CD24- de alta tumorigenicidade (Al-Hajj et al., 2003). No CCE de cabeça e pescoço, foi 

realizada também a identificação de CTC com base na expressão de CD44 (Prince et al., 2007). 

No entanto, Mack e Gires (2008) demonstraram por imuno-histoquímica que, tanto a mucosa 

oral normal quanto lesões pré-malignas e malignas da boca são positivas para CD44 e CD44v6. 

Estes mesmos autores sugeriram a expressão destes marcadores não é capaz de distinguir 

células epiteliais benignas e malignas em cavidade bucal. 

 Biddle et al. (2013) demonstraram que as CTC com fenótipo epitelial expressam 

predominantemente as formas variáveis de CD44 e que as CTC que sofreram transição epitélio-



26 

mesenquimal (TEM) diminuem a expressão das isoformas variáveis e aumentam a da forma 

standard de CD44. De forma similar, Brown et al. (2011) mostraram que a expressão de CD44 

é aumentada em tumores de mama de alto grau, o que correlacionou-se com o aumento de n-

caderina e sugere que CD44 standard contribui para a progressão da TEM. No trabalho 

realizado por Ghuwalewala et al. (2016), com diferentes linhagens celulares derivadas de 

CCEO, células CD44highCD24low apresentaram maior expressão de proteínas associadas a TEM, 

assim como revelaram maior capacidade de invasão e migração. 

 A elevada expressão de CD44 na região central do tumor e nas metástases linfonodais 

representa um fator prognóstico independente para a sobrevida global desfavorável em 

pacientes com CCEO avançado. Neste estudo, os autores mostraram que a média de sobrevida 

global dos pacientes com tumores CD44low foi de 45,3 meses enquanto os pacientes com lesões 

CD44High tiveram apenas 18,6 meses de sobrevida global (Boxberg et al., 2018). Em pacientes 

com CCE de cabeça e pescoço, CD44 foi proposto como um biomarcador de valor prognóstico, 

em particular nos carcinomas hipofaríngeos e laríngeos, que mostraram prognóstico 

desfavorável com a alta expressão de CD44, o que não foi confirmado em CCEO (Kokko et al., 

2011; Trapasso e Allegra, 2012; Chen et al., 2014). Boxberg et al. (2018) sugeriram que os 

resultados conflitantes podem ser consequência de variações no número de pacientes analisados 

e refletir a importância da localização imuno-histoquímica de CD44 no tecido tumoral, pois a 

expressão do CD44 no centro do tumor tem valor prognóstico, enquanto no fronte invasivo isto 

não ocorre. 

 Por fim, Ma et al. (2018) demonstraram que a alta expressão de caderina 6 (CDH 6), 

caderina11 (CDH 11) e CD44 em células de CCEO foi significativamente associada a uma 

maior propensão a desenvolver metástases linfonodais e maior agressividade tumoral e menor 

taxa de sobrevida  livre de doença. Estes autores também encontraram uma associação positiva 

entre a expressão das proteínas CD44, caderina 6 e caderina 11 em pacientes com CCEO, 

sugerindo que a combinação destes marcadores pode melhorar a precisão da avaliação 

prognóstica. 
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2.2.3 CD326 ou EpCAM 

 CD326 ou molécula de adesão da célula epitelial (EpCAM) é uma glicoproteína da 

superfície celular de aproximadamente 40 kDa, sendo também conhecida como 17-1A, 

HEA125, MK-1, GA733-2, EGP-2, EGP34, KSA, TROP-1, ESA e KS1/4, dentre outras 

denominações. Isto pelo fato da proteína ter sido descoberta em vários laboratórios de forma 

independente como um antígeno associado a vários tipos tumores altamente imunogênicos, 

como o câncer de mama, pulmão, pele, estomago, dentre outros. A cada descoberta, o antígeno 

recebeu o nome do respectivo anticorpo monoclonal que o reconhecia. Por fim, após a clonagem 

do gene EPCAM e análises de homologia, foi reconhecido de que tratava-se da mesma molécula 

(revisado por Schnell et al., 2013). 

 CD326 é uma proteína de membrana tipo I com 314 aminoácidos, dos quais apenas 26 

estão voltados para o citoplasma e, o domínio extracelular, contém dois domínios do tipo fator 

de crescimento epidérmico (EGF) (revisado por Baeuerle e Gires, 2007). Segundo os mesmos 

autores, a segunda repetição do domínio tipo EGF é de fato um domínio de repetição de 

tireoglobulina (TY), cuja função biológica é inibir as catepsinas, uma família de cisteína 

proteases frequentemente produzidas por células tumorais e envolvidas no processo 

metastático. Em tecidos normais, altos níveis de CD326 associam-se com proliferação durante 

a morfogênese (Cirulli et al., 1998), regeneração tecidual (de Boer et al., 1999; Trzpis et al., 

2007) e manutenção de células tronco (Sundberg et al., 2009). 

 Biddle et al. (2011) identificaram duas subpopulações distintas de CTC em CCEO, a 

CD44+/CD326High, que é epitelial e proliferativa, e a CD44HighCD326Low/-, que sofre TEM, é 

migratória e metastática. Subpopulações de CTC equivalentes também já foram identificadas 

no câncer da mama (Sarrio et al., 2012; Liu et al., B2014). Relata-se a existência de uma 

hierarquia de plasticidade dentro da subpopulação de CTC que sofrem TEM, de forma que 

apenas um subconjunto dela pode passar pela TEM e readquirir posteriormente o fenótipo 

epitelial (Biddle et al., 2011). 

 A elevada expressão de CD326 parece favorecer a progressão de tumores de natureza 

epitelial e estar associada ao pobre prognóstico para o paciente. Em câncer de próstata, altos 

níveis deste marcador estão associados com incidência de metástases, quimio e radioresistência 

pela via de PI3K/Akt/mTOR (Ni et al., 2013). De modo similar, Wang et al. (2013), por meio 

de imuno-histoquímica e correlação de dados clinico-patológicos de 601 casos de câncer 

gástrico, demostraram que, a alta expressão de CD326 correlacionaram-se com idade, 

localização e tamanho dos tumores, profundidade de invasão, invasão linfática e metástases 

distantes, estadiamento patológico dos linfonodos regionais , estadiamento TNM e prognóstico. 
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A taxa cumulativa de sobrevida em 5 anos dos pacientes com alta expressão de EpCAM foi 

significativamente menor do que nos pacientes com baixa expressão, demonstrando que a 

expressão desta proteína no câncer gástrico está significativamente associada a metástases 

linfonodais e à distância e pior prognóstico. 

 Estudo desenvolvido por Sen e Carnelio (2016) avaliou 60 casos de CCEO e o perfil de 

expressão do CD326 foi correlacionado com parâmetros clínico-patológicos, como sexo, 

hábitos, tamanho do tumor, local, linfonodo regional, metástases à distância, estadiamento 

clínico, grau histológico, recorrência local e sobrevida do paciente. Cinquenta e um casos 

demostraram expressão positiva e, destes, 11 apresentaram positividade muito alta para este 

marcador. A maior expressão de CD326 foi associada significativamente ao tamanho do tumor 

primário, grau histológico, recorrência local do tumor e sobrevida do paciente, sugerindo 

EpCAM como potencial biomarcador de prognóstico que poderia ser usado para identificar 

pacientes com alto risco e predizer o prognóstico do paciente. 

 

2.2.4 CD133 

 CD133 humano (também conhecido como AC133 ou prominina-1) é uma proteína de 

865 aminoácidos, codificada pelo gene PROM1, localizado no cromossomo 4p15. Esta proteína 

contém cinco domínios transmembrânicos e dois grandes domínios extracelulares que podem 

ser glicosilados. CD133 possui massa molecular de 97 kDa que, quando glicosilada, apresenta 

massa molecular de 120 kDa (Miraglia et al., 1997a; Weigmann et al., 1997; Wu e Wu, 2009). 

CD133 está localizada em protuberâncias de membrana citoplasmática de vários tipos de 

células e, nas células epiteliais, é concentrada em microvilosidades. Esta proteína é considerada 

como marcador para células-tronco em diversos tecidos e  também usada para identificar CTC 

de tumores hepáticos, pulmonares e melanoma (Wu e Wu, 2009). Ele foi inicialmente 

identificada como marcador de superfície para células tronco hematopoiéticas CD34+ (Miraglia 

et al., 1997b), assim como para células-tronco nervosas, de próstata e de rins (revisado por Wu 

& Wu 2009). Atualmente, este marcador tem sido utilizado na identificação de CTC em 

neoplasias malignas de cólon (Ricci-Vitiani et al., 2007), cérebro (Fan et al., 2010) e cabeça e 

pescoço (Zhou et al., 2007). As células CD133 positivas isoladas de tumores de cabeça e 

pescoço possuem uma considerável capacidade de autorrenovação, proliferação e diferenciação 

in vitro (Zhou et al., 2007). Chiou et al. (2008) foram os primeiros pesquisadores a avaliar 

CD133 como marcador de superfície em linhagens de CCEO, demostrando que a expressão 
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deste marcador encontra-se aumentada em cerca de 60% daquelas células submetidas a ensaios 

de formação de esferóides ou culturas primárias de CCEO em meio de cultura livre de soro. 

 Felthaus et al. (2011) estudaram os níveis de expressão de CD133 por PCR e citometria 

de fluxo em linhagens celulares de CCEO com diversos graus de diferenciação (PCI-4A, PCI-

8, PCI-9A e PCI-13). Apesar dos níveis de expressão gênica do CD133 terem sido relativamente 

altos em todas as linhagens, apenas a linhagem pobremente diferenciada PCI-13 foi positiva 

para CD133 em citometria de fluxo. As mesmas linhagens foram submetidas a ensaios de 

formação de esferas, porém apenas a linhagem PCI-13 foi capaz de formar as estruturas na 

ausência de FBS, indicando que esta linhagem pode possuir CTC. No mesmo trabalho, foi 

demonstrado também, através imuno-histoquímica em biópsias de CCEO com diferentes graus 

de diferenciação histológica e biópsias de tecido epitelial bucal normal, que as células CD133 

positivas, de ambos tecidos possuem pouca ou nenhuma expressão de Ki-67, indicando o menor 

índice proliferativo característico das CTC segundo o modelo hierárquico. Zhang et al. (2010), 

demonstraram que as células CD133+ derivadas de linhagens celulares de CCEO possuem 

maior clonogenicidade, poder de invasão e potencial de tumorigênese in vivo, em comparação 

com as CD133-. Estes autores demonstraram também que as CTC CD133+ são fortemente 

resistentes ao tratamento com paclitaxel, tanto in vivo como in vitro, sugerindo que esta 

subpopulação pode contribuir para a quimioresistência em CCEO. 

 

2.2.5. CD271 

 O CD271, também conhecido como receptor do fator de crescimento neural de baixa 

afinidade (NGF), é um receptor para neurotrofina, membro 16 da superfamília do receptor do 

fator de necrose tumoral. No sistema nervoso, tem funções críticas na sobrevivência celular, 

diferenciação e migração de células nervosas. Recentemente, esta molécula foi identificada 

como um marcador de CTC em melanoma humano (Boiko et al., 2010; Civenni et al., 2011), 

carcinoma esofágico (Huang et al., 2009) e carcinoma da hipofaringe (Imai et al., 2013). CD271 

é expresso tanto por células do epitélio bucal normal como neurônios (Thompson et al., 1989; 

Nakamura et al., 2007), além de displasias epiteliais bucais e CCEO (Thompson et al., 1989; 

Nakamura et al., 2007; Kiyosue et al., 2013). É importante ressaltar que a expressão aumentada 

de CD271 está associada com pior evolução clínica em carcinomas de esôfago, de hipofaringe 

e CCEO (revisado por Murillo-Sauca et al. 2014). As células do CCEO que expressam CD271 

formam um subconjunto de células CD44+ (CD44+/CD271+) que possui maior capacidade de 

iniciar tumores (Murillo-Sauca et al. 2014). Subpopulações com alta ou baixa expressão de 
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CD271 foram isoladas a partir linhagem celular CalH3, derivada de CCEO e comparadas 

quanto a formação de colônias, esferóides e capacidade de formação de tumores in vivo (Osman 

et al. 2015). Neste trabalho, todos os ensaios evidenciaram que as células CD271high apresentam 

mais propriedades de CTC do que as células CD271low. 

 

2.2.6 Linhagem celular SCC-9 e marcadores de superfície para CTC 

 SCC-9 (ATCC® CRL-1629™) é uma linhagem celular de CCE de língua obtida de um 

paciente masculino de 25 anos que é amplamente utilizada em pesquisas in vitro e estudos em 

modelos animais. Sobre CTC nesta linhagem, dois estudos foram desenvolvidos por Zhu et al. 

(2012) e Yang et al. (2013). O primeiro demostrou que células SCC-9-S (que superexpressam 

snail) exibiram alta expressão de CD44 e baixa de CD133. A expressão forçada de snail nas 

células SCC-9-S provocou também um fenótipo fibroblástico, com diminuição da expressão de 

marcadores epiteliais como e-caderina e b-catenina e aumento de vimentina, em comparação 

com as células controle. Além disto, resultou em menor proliferação celular e maiores taxas de 

formação de colônias, sugerindo indução de TEM e fenótipo de CTC. Resultados similares 

foram encontrados por Yang et al. em 2013, observando que a superexpressão de MMP-MT1 

(proteinase da superfície celular) na linhagem SCC-9 induz a diminuição da expressão de 

marcadores epiteliais (e-caderina, citoqueratina 18 e β-catenina), aumenta a expressão de 

marcadores mesenquimais (vimentina e fibronectina) e modifica o fenótipo para fibroblástico. 

Ao mesmo tempo, as células SCC-9 que superexpressam MMP-MT1 foram as mais positivas 

para CD44. Tais resultados indicam que MMP-MT1 e snail estão associados a maior expressão 

de CD44 e indução de TEM nas células SCC-9. 

 Andrade et al (2017) demostraram, em modelo ortotópico de CCEO, que as células 

SCC9 CD44high têm maior capacidade de formar tumores que as células SCC9 CD44low, mesmo 

quando um número significativamente menor de células SCC9 CD44high é transplantado. A 

avaliação imuno-histoquímica dos tumores derivados das células SCC9 CD44High mostrou alta 

expressão de β-catenina, e-caderina e CD44 e expressão baixa (ou não expressão) de Nanog, 

Bmi-1, snail e slug. Nosso grupo de pesquisa, no trabalho de Cuadra Zelaya (2016, dados ainda 

não publicados), observou que as linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A são altamente 

positivas para os marcadores de superfície associados a CTC CD44, CD44v6, CD326, CD133 

e CD271 e negativas para CD24 e CD44v3, apresentando múltiplas subpopulações celulares 

derivadas da combinação de diferentes marcadores. Os dados da literatura sobre os marcadores 

de superfície para identificação de CTC na linhagem SCC-9 ainda são escassos, sendo 
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fundamental a utilização de múltiplos marcadores em experimentos com condições adequadas 

de cultura para que populações corretas sejam identificadas. 

 

2.3 Quimioterapia em CCEO 

 Como descrito anteriormente neste capítulo, mais de 50% dos pacientes diagnosticados 

com CCEO encontram-se em estádio avançado, com linfonodos regionais envolvidos e alto 

risco de recorrência local, sendo tratados com cirurgia seguida de radioterapia e/ou 

quimioterapia. Dependendo do tipo de regime terapêutico, os quimioterápicos podem trazer 

importantes benefícios aos pacientes, ajudando no controle local da doença e reduzindo as taxas 

de metástases para sítios distantes. Uma característica importante das CTC é a resistência aos 

quimioterápicos, que contribui para a permanência de células tumorais residuais após os 

tratamentos (Chiodi et al., 2011), deste modo, novas terapias que contornem este problema 

devem ser desenvolvidas e associadas às drogas convencionais. 

 

2.3.1 Paclitaxel (PTX) 

 Microtúbulos, componentes chave do citoesqueleto, são polímeros proteicos longos, 

filamentosos e em forma de tubos, essenciais em todas as células eucarióticas. Estas estruturas 

são cruciais para o desenvolvimento e manutenção do formato celular, transporte de vesículas, 

mitocôndrias e outros componentes, sinalização e divisão celular. Os microtúbulos são 

formados pela associação de heterodímeros de α-tubulina e β-tubulina (com 4×5×8 nm e 100 

kDa) dispostos na forma de tubos filamentosos que podem ter muitos micrômetros de 

comprimento, sendo os principais constituintes dos fusos mitóticos e alvo importante para as 

drogas anticâncer (Jordan e Wilson, 2004). 

 O paclitaxel, membro da família dos taxanos, é um alcalóide natural originalmente 

isolado da árvore Taxus brevifolia (figura 1). A atividade antitumoral do paclitaxel foi 

descoberta na década de 1970 e aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1992 

para o tratamento de câncer de ovário, em 1994 para o tratamento do câncer de mama e em 

1999 para o câncer de pulmão de grandes células. Além disto, tem sido utilizado e mostrado 

eficácia em canceres do trato gastrointestinal, endometrial, cervical, de próstata, cabeça e 

pescoço, assim como sarcomas, linfomas e leucemias (revisado por Weaver e Bement, 2014). 

 Schiff et al. (1979) demostraram que microtúbulos polimerizados na presença de PTX 

são protegidos da desmontagem, normalmente induzida por tratamento com frio ou cálcio, 

evitando a mitose em vários tipos de células, tanto em modelos animais quanto em cultura de 

células (Schiff e Horwitz, 1980; Milas et al., 1995; Orth et al., 2008). A parada mitótica induzida 
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pelo PTX ocorre devido à ativação do ponto de verificação mitótico, o principal mecanismo de 

controle do ciclo celular que atua durante a mitose, para impedir a desregulação cromossômica. 

Os cinetócoros não acoplados, que não estabeleceram conexões estáveis aos microtúbulos, 

ativam uma cascata de transdução de sinal que atrasa a progressão mitótica, inibindo o 

complexo ciclossomo promotor da anáfase (Lara-Gonzalez et al., 2012; Foley e Kapoor, 2013). 

O tratamento com PTX prende as células em mitose devido à presença de cinetócoros não 

acoplados (Waters et al., 1998). No entanto, Zasadil et al. (2014) demostraram que os níveis de 

PTX, em tumores primários de mama, estão abaixo dos necessários para provocar uma parada 

mitótica sustentada. As células nestas concentrações mais baixas do fármaco passam pela 

mitose e dividem seus cromossomos em fusos multipolares, resultando em falha de segregação 

cromossômica e morte celular. De acordo com estes dados de cultura de células, a maioria das 

células mitóticas nos cânceres primários de mama em humanos contém fusos multipolares após 

o tratamento com PTX. 

 O trabalho realizado por Fillmore e Kuperwasser (2008), com várias linhagens de 

carcinoma de mama, utilizou citometria de fluxo para analisar a expressão de CD44, CD24 e 

CD326, isolar diferentes fenótipos e realizar o tratamento com PTX e 5-fluorouracil. Seus 

resultados revelaram que as células CD44+/CD24- não são tumorigênicas e que apenas 100 

células CD44+/CD24-/baixo/ESA+ conseguem formar tumores, sendo que estas últimas 

sobrevivem à quimioterapia. Adicionalmente, Aulmann et al. (2010), por meio de 

imunofluorescência dupla, analisaram os efeitos citotóxicos de epirubicina e ciclofosfamida em 

50 biópsias e peças cirúrgicas de pacientes com carcinoma de mama, antes e depois da 

quimioterapia. Estes autores observaram que antes do tratamento uma média de 4,4% das 

células tumorais exibiu o fenótipo CD44+/CD24−. No entanto, após a quimioterapia, a 

frequência de células CD44+/CD24− caiu para 2%. No mesmo estudo, um segundo conjunto de 

biópsias e peças cirúrgicas de 16 pacientes que no pré-operatório haviam sido tratados com 

combinações diferentes (doxorrubicina/pemetrexedo/docetaxel ou 

doxorrubicina/ciclofosfamida/docetaxel) e encontraram resultados semelhantes (8,7% de 

células CD44+/CD24− antes e 1,1% após a quimioterapia). Por fim, Aulmann et al. (2010) 

também mostraram que pacientes portadores de tumores com altas contagens de células 

CD44+/CD24− desenvolveram mais metástases ósseas. 

 Yan et al. (2011) trataram as linhagens celulares Du145 (câncer de próstata) e DLD1 

(câncer de cólon) com etoposídeo, PTX, estaurosporina e análogos de PTX, o que gerou 

populações tolerantes a drogas. As células Du145 tolerantes, quando implantadas por via 

subcutânea ou ortotópica em camundongos NOD/SCID, exibiram reduzida tumorigenicidade, 
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o mesmo ocorrendo na linhagem DLD1 tolerante. As células Du145 tolerantes apresentaram 

baixo potencial proliferativo e clonogênico e eram praticamente desprovidas de células CD44+. 

Por outro lado, o knockdown de CD44 nas células Du145 inibe a proliferação e a formação de 

tumores, enquanto a restauração da expressão de CD44 nas células Du145 tolerantes aumenta 

a proliferação celular e tumorigenicidade. Ainda no mesmo trabalho, células Du145 tolerantes 

exibiram aumentos e diminuições na expressão de genes associados a CTC, o que levou os 

autores a sugerir que a exposição crônica a medicamentos gera células tolerantes por 

mecanismos epigenéticos envolvendo CD44 e a concluir que nem todas estas são 

necessariamente CTC. 

 Como o PTX e outros quimioterápicos atingem populações CD44+ em diferentes tipos 

de câncer, novas tecnologias têm sido desenvolvidas. Neste sentido, nanopartículas hidrofílicas 

de ácido hialurônico (HydroHA) carregadas especificamente com PTX, que são capazes de 

absorver efetivamente o medicamento altamente hidrofóbico, são citotóxicas para células que 

expressam CD44 (Saravanakumar et al., 2010). Bushman et al. (2013), por outro lado, 

desenvolveram método para eliminação seletiva de células malignas com uso de nanoesferas e 

radioimunoterapia pré-dirigidas. Células CD44 positivas da linhagem celular SUM159 de 

câncer de mama foram incubadas sequencialmente com anticorpo anti-CD44 biotinilado, 

streptavidina e nanoesferas biotiniladas que encapsulam PTX. Tal procedimento levou à metade 

da concentração inibitória máxima de PTX nas células SUM159, concentrações 5 a 10 vezes 

menores do que a de PTX em nanoesferas não biotiniladas ou a droga livre.  

 

Figura 1: Imagem representativa da estrutura química do PTX, com os grupos funcionais éter, 

éster, cetona, álcool, amida, anéis aromáticos e cicloexanos.  

 

Figura modificada a partir de Gupta et al., 2003. 
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2.3.2 Cisplatina (CIS) 

 A cis-diaminodicloroplatina, mais conhecida como cisplatina ou CDDP, é um composto 

à base de platina, que exerce atividade antineoplásica. A CIS foi sintetizada pela primeira vez 

por Peyrone em 1844 e sua estrutura química foi elucidada por Alfred Werner em 1893 (figura 

2). A atividade antitumoral deste composto foi descoberta por Rosenberg et al. em 1969 e 

aprovada em 1978 pela FDA para o tratamento de câncer de testículo, ovário e bexiga. 

Apresenta atividade antitumoral contra um amplo espectro de neoplasias sólidas, incluindo 

câncer de testículo, bexiga, ovário, colo retal, pulmão e CCE de cabeça e pescoço (Galluzzi et 

al., 2012; Dasari e Tchounwou, 2014). 

 O mecanismo de ação da CIS está associado à sua capacidade de formar ligações 

cruzadas com as bases púricas do DNA, interferindo nos mecanismos de reparo, causando 

danos ao DNA e induzindo a apoptose. A ação da CIS ocorre logo após sua entrada nas células, 

onde a concentração de cloreto é menor (~ 4mM) do que no sangue circulante (~ 100mM), 

momento em perde seus cloretos que são substituídos por água, tornando-a então reativa com 

sítios nucleofílicos e capaz de formar os adutos em proteínas, RNA e DNA. Isto resulta em 

inibição da replicação do DNA (ligação da platina ao DNA), da transcrição do RNA e também 

parada do ciclo celular na fase G2 e/ou em morte por apoptose (Kartalou e Essigmann, 2001, 

figura 2). Como as células tumorais podem apresentar deficiências no processo de reparo do 

DNA, estas são mais sensíveis à CIS (revisado por Kartalou e Essigmann, 2001). 

 Embora a CIS seja amplamente utilizada no tratamento de diferentes tipos de neoplasias 

malignas, sua administração está associada a importantes limitações intrínsecas ou extrínsecas, 

como toxicidade e resistência. Efeitos colaterais como leucopenia, neutropenia, anemia, 

trombocitopenia, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, vômitos, diarreia, náusea, fadiga e 

ototoxicidade (Rabik e Dolan, 2007; Petrelli et al., 2016). Apesar de ter uma taxa de resposta 

consistente inicial, o tratamento com CIS geralmente resulta no desenvolvimento de 

quimiorresistência, o que leva à falha terapêutica. Pesquisas realizadas nos últimos anos 

descreveram vários mecanismos envolvidos na resistência à CIS: (1) resistência pré-alvo, que 

envolve etapas que precedem a ligação da cisplatina ao DNA , (2) resistência no alvo, que se 

relacionam diretamente aos adutos de DNA-CIS, (3) resistência pós-alvo, eventos celulares que 

ocorrem após a ligação com o DNA e que resultam de defeitos nas vias de sinalização, como 

inativação da proteína supressora tumoral p53 e problemas com a própria maquinaria de 

execução de morte celular, e (4) resistência fora do alvo, afetando circuitos moleculares que 

não apresentam ligações óbvias com sinais induzidos pela CIS (Galluzzi et al., 2012)
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Figura 2: Imagem representativa da estrutura química da CIS e seu mecanismo de ação. CIS é uma molécula inorgânica constituída por um átomo 

central de platina ligado a dois átomos de cloro e dois grupos amônia. Esta droga se liga covalentemente às bases púricas do DNA, levando à 

formação de adutos intra e intercadeias e inibição da replicação do DNA, da transcrição do RNA, parada do ciclo celular na fase G2 e/ou apoptose. 

 

Modificado a partir de Kartolou e Esigmann, 2001. 
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Abubaker et al. (2013), usando duas linhagens celulares distintas derivadas câncer de 

ovário (OVCA 433, e HEY), demonstraram enriquecimento de uma população com alta 

expressão de marcadores CTC (proteína e mRNA) em resposta à CIS e outros quimioterápicos. 

Os resultados destes achados in vitro foram confirmados por modelos de xenoenxerto em 

camundongos, nos quais o transplante intraperitoneal de células HEY resistentes a CIS ou PTX 

produz tumores significativamente maiores em comparação com células controle. Além disto, 

estudos imuno-histoquímicos realizados nos tumores de camundongo descritos acima 

mostraram mais positividade para Ki67, CA-125, e-caderina e marcadores de CTC, como Oct4 

e CD117, em comparação com camundongos injetados com células controle. Tais resultados 

indicam que o tratamento pode deixar células residuais que são enriquecidas com características 

de CTC, resultando em um potencial metastático aumentado. 

 

2.4 Ácido graxo sintase (Fatty acid synthase - FASN) 

 Há vários anos atrás, foi demonstrado que os tecidos tumorais requerem um aumento no 

metabolismo lipídico para acomodar a crescente necessidade de síntese de membranas, 

armazenamento de energia e funções de sinalização celular (Medes et al., 1953; Santos e 

Schulze, 2012). Este processo está ligado funcionalmente à via glicolítica e ao incremento da 

síntese de ácidos graxos (AG), considerado uma característica da biologia das células tumorais 

(Kuhajda, 2000). 

 FASN é a enzima metabólica responsável pela biossíntese endógena de AG saturados 

de cadeia longa, que são críticos para o metabolismo energético e componentes fundamentais 

dos lipídios da membrana celular. Curiosamente, a biossíntese de novo de AG pela FASN não 

é a principal maneira dos tecidos dos mamíferos adultos atenderem às suas necessidades 

lipídicas, ao contrário, AG livres e lipoproteínas são obtidos da dieta através da circulação 

sanguínea. Por outro lado, o knockout de FASN em linhagens germinativas não é tolerado em 

embriões, pois provoca a morte destes antes da implantação. Camundongos haplóides FASN+/- 

apresentam perda de 70% dos seus embriões, não podendo sustentar o desenvolvimento 

embrionário (Chirala et al., 2003). No entanto, tecidos adultos têm pouca expressão de FASN, 

com a exceção da glândula mamária durante a lactação e o endométrio em sua fase proliferativa 

(Pizer et al., 1997; Maningat et al., 2009). Modelos experimentais realizados em camundongos 

adultos mostraram que FASN pode ser excluída de muitos tecidos, em condições normais, sem 

significativa consequência ou sequelas (Chakravarthy et al., 2005). 

 Na década de 1980 foi estabelecido que a síntese de novo de AG pode representar mais 

de 90% do triacilglicerol nas células tumorais, independentemente dos níveis lipídicos 
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circulantes (Ookhtens et al., 1984). A primeira associação da expressão do FASN com o câncer 

foi feita em tumores de mama, no ano de 1994, quando foi denominada de antígeno OA-519 

(Kuhajda et al., 1994). A partir desta observação inicial, a expressão elevada de FASN foi 

detectada em vários tipos de tumores, incluindo os de pâncreas, colorretais, de ovário, mama, 

próstata, CCEO, melanomas, linfomas não-Hodgkin, mieloma múltiplo, dentre outros (Alo et 

al., 1996, 2007; Krontiras et al., 1999; Innocenzi et al., 2003; Di Vizio et al., 2008; Wang et al., 

2008b; Witkiewicz et al., 2008; Uddin et al., 2010; Cai et al., 2015). Em vários destes trabalhos, 

níveis mais altos de FASN correlacionam-se com o estadiamento avançado da doença e pior 

prognóstico. 

 As células malignas consomem abundantemente glicose, produzindo piruvato 

(Szutowicz et al., 1979). O piruvato, por sua vez, entra no ciclo de Krebs, nas mitocôndrias, 

para gerar ATP. Um dos subprodutos do ciclo de Krebs é acetil-coenzima A (CoA), que junto 

com o malonil-CoA são substratos de FASN, que na presença de nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH) como cofator, produz o palmitato (AG de 16 

carbonos) (Kuhajda, 2000; Menendez e Lupu, 2007; Flavin et al., 2010). O palmitato pode então 

ser conjugado a proteínas ou convertido em outros AG e lipídios complexos durante a síntese 

de estruturas de membrana, microdomínios lipídicos, modificações de proteínas e localização 

e sinalização de receptores de vias oncogênicas, como PI3K/AKT/mTOR. Adicionalmente, 

FASN desempenha um papel importante na homeostase energética, convertendo o excesso de 

carbono em AG para o armazenamento, fornecendo energia via β-oxidação quando necessário 

(Kuhajda, 2000). 

  A estrutura cristalina e os sítios catalíticos de FASN já foram descritos (Maier et al., 

2008) e, em mamíferos, FASN é um polipeptídeo multifuncional constituído por duas cadeias 

idênticas. Como mostrado na figura 3, cada cadeia é composta por sete domínios catalíticos, 

que incluem uma proteína transportadora de acil ou ACP (acyl carrier protein). Esses domínios 

(em ordem linear a partir da extremidade carboxi-terminal) são: tioesterase, ACP, β-cetoacil 

redutase, enoil redutase, β-hidroxiacil desidatrase, acetil/malonil-CoA e β-cetoacil-sintase 

(Maier et al., 2008). Embora cada monômero de FASN contenha todos os sítios necessários 

para a síntese de palmitato, somente a forma dimérica da enzima é funcional. 

  



38 

Figura 3. Representação do complexo enzimático da ácido graxo sintase (FASN). Homodímero 

formado por duas cadeias polipeptídicas multifuncionais, contendo sete sítios catalíticos em 

cada cadeia: tioesterase, ACP, β-cetoacil redutase, enoil redutase, β-hidroxiacil desidatrase, 

acetil/malonil-CoA e β-cetoacil-sintase. Os inibidores de FASN, ORL e TVB-3166, atuam 

sobre os sítios catalíticos TE e KR, respectivamente. 

 

  
Modificado a partir de Menendez e Lupu 2007 e 2017. 

 

A inibição da FASN resulta na morte de células neoplásicas por vários mecanismos, 

incluindo alterações da síntese das membranas, modificação de proteínas e interações com 

outras vias de sinalização oncogênica (Fiorentino et al., 2008; Chen et al., 2012; Benjamin et 

al., 2015; Ventura et al., 2015). No entanto, Kuemmerle et al. (2011) sugerem que, além da 

lipogênese de novo, as células malignas podem usar a enzima lipoproteína lipase e a expressão 

de CD36 (canal de captação extracelular de AG) para adquirir AG da circulação por lipólise, o 

que pode estimular o crescimento tumoral. Em 2017, Pascual e colaborodares demostraram que 

uma dieta rica em lípidos aumenta o potencial metastático de células que expressam altos níveis 

CD36 (a partir de células CD44high) e que o bloqueio deste receptor com anticorpos 

neutralizantes inibe quase completamente as metástases em modelo ortotópico de CCEO, sem 

efeitos adversos. A partir destes dados, verificou-se que não somente FASN, mas todas as 

principais enzimas envolvidas na síntese de ácidos graxos e sua internalização pelas células são 

alvos potenciais para a intervenção antineoplásica (Swinnen et al., 2006). 
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2.4.1. Inibidores farmacológicos de FASN 

Existem diversos inibidores de FASN, alguns ainda em desenvolvimento e testes pré-

clínicos e clínicos. Os inibidores da FASN mais antigos, como cerulenina, orlistat, C75, C93 e 

GSK837149A, demonstram atividade antitumoral em estudos pré-clínicos realizados com 

diferentes linhagens celulares e modelos de xenoenxertos. No entanto, nenhum destes 

compostos foi testado clinicamente em pacientes devido a limitações conferidas por suas 

propriedades farmacológicas ou efeitos colaterais que limitariam sua utilização clínica 

(revisado por Flavin et al., 2010 e Angeles e Hudkins, 2016). Uma nova geração de moléculas 

como GSK2194069, JNJ54302833, IPI-9119, Fasnall e TVB-3166 está sendo extensivamente 

estudada in vitro (Brophy et al., 2013; Hardwicke et al., 2014; Ventura et al., 2015; Alwarawrah 

et al., 2016; Lu et al., 2018). Por outro lado, TVB-2640 é o primeiro inibidor de FASN testado 

clinicamente, em pacientes com tumores sólidos avançados, incluindo os cânceres de mama, 

pulmão, cólon e astrocitoma. Os resultados preliminares do primeiro ensaio de escalonamento 

de dose em seres humanos demonstraram toxicidade cutânea (incluindo descamação e 

eritrodisestesia palmar-plantar) e toxicidades oftalmológicas (incluindo edema da córnea, 

queratite e irite) nas doses orais contínuas mais altas, reversíveis com a descontinuidade do 

medicamento. Em geral, o TVB-2640 mostra um perfil favorável de tolerabilidade, sem eventos 

adversos gastrointestinais, hematológicos, séricos e eletrocardiográficos (Hardwicke et al., 

2014; Jones e Infante, 2015; Angeles e Hudkins, 2016; Menendez e Lupu, 2017). 

 

2.4.2 Orlistat (ORL) 

 ORL (tetrahidrolipstatina), uma forma reduzida do produto natural lipstatina, foi 

descrito em 1987 como potente e seletivo inibidor da lipase pancreática in vitro (Hogan et al., 

1987), sendo e aprovado pela FDA para o tratamento da obesidade por inibir de maneira 

irreversível as lipases gástricas e pancreáticas e desta forma bloquear a absorção dos ácidos 

graxos da dieta (Guerciolini, 1997). Kridel et al., em 2004, descobriram que ORL é também um 

inibidor irreversível de FASN, por meio do seu domínio tioesterase (TE) (figura 3). Além disso, 

estes mesmos autores mostraram que ORL tem efeitos antitumorais potentes in vitro e in vivo 

com a linhagem celular de câncer de próstata PC3. 

 Nosso grupo de pesquisa tem mostrado a participação de FASN no comportamento 

clínico e no processo metastático dos CCEO. Por meio de reações imuno-histoquímicas, foi 

demonstrado que a produção de FASN é maior no CCEO do que no epitélio adjacente 

morfologicamente normal e, em contraste com outras malignidades, a maior positividade para 

FASN ocorre nos CCEO bem diferenciados (Silva et al., 2004). Estes achados podem ser 
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compreendidos com base em experimentos realizados em nosso laboratório demonstrando que 

a expressão de FASN é estimulada durante a diferenciação dos queratinócitos bucais (Silva et 

al., 2008a), por isso áreas de queratinização dos CCEO são mais positivas para FASN do que 

as regiões pobremente diferenciadas. O papel essencial de FASN na proliferação de células 

derivadas de CCEO humanos foi demonstrado em trabalho realizado por Agostini et al., 2004. 

A positividade para FASN em CCE de língua está associada com características microscópicas 

que determinam progressão da doença e seu prognóstico (Silva et al., 2008b). Um achado 

importante foi que ORL diminui o tamanho e o índice de proliferação de tumores provocados 

pela inoculação ortotópica de células metastáticas SCC-9 ZsG LN-1 nas línguas de 

camundongos imunossuprimidos (Agostini et al., 2014). Além disto, estes mesmos autores 

mostraram que ORL reduz o número de metástases linfonodais em 43%, sugerindo que FASN 

é um alvo terapêutico para o tratamento de CCE de língua. 

 Embora tenha demonstrado atividade antitumoral in vitro e in vivo, o ORL possui 

importantes limitações farmacológicas, como baixa solubilidade e estabilidade, reduzida 

absorção pela via oral e falta de seletividade, além de efeitos colaterais que restringem sua 

aplicação em pacientes (Kridel et al., 2007; Flavin et al., 2010). 

 

2.4.3 TVB-3166 

TVB-3166 é um composto de baixo peso molecular à base de imidazopiridina com 

solubilidade melhorada, atuando como inibidor potente, seletivo e reversível da FASN através 

da inibição do sítio β-cetoacil redutase (figura 3). Este composto foi desenvolvido em 2013 pela 

empresa 3-V Biosciences (Oslob et al., 2013; Ventura et al., 2015), tendo como base o trabalho 

desenvolvido por Yang et al (2008) demonstrando que FASN tem sua expressão aumentada 

durante a infecção pelo vírus da hepatite C (HCV) e que a redução dos níveis de FASN com 

siRNA diminui a replicação viral. TVB-3166 também demonstra atividade antiviral contra o 

HCV tanto in vitro como in vivo, reduz significativamente a progênie do vírus sincicial 

respiratório e possui atividade de amplo espectro contra outros vírus respiratórios (Oslob et al., 

2013; Ohol et al., 2015). 

 Ventura et.al. (2015) demonstraram que a inibição seletiva e potente de FASN com 

TVB-3166 leva à morte seletiva de células tumorais, sem efeito significativo nas células 

normais, e inibe o crescimento de xenoenxertos em doses bem toleradas. Estes autores 

demonstraram ainda que diversos mecanismos de ação podem operar em tipos específicos de 

tumores para provocar apoptose das células tumorais, como o remodelamento das membranas 

celulares e alterações nas proteínas associadas aos rafts lipídicos, o que inibe a transdução de 
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sinal por meio das vias PI3K-AKT-mTOR e β-catenina e reduz a expressão de c-Myc. É 

importante ressaltar ainda que a inibição da sinalização das vias PI3K-AKT-mTOR e β-catenina 

não foi observada em células MRC5, derivadas de fibroblastos pulmonares, demonstrando 

assim a dependência de FASN nas células tumorais para a regulação da proliferação e 

sobrevivência. De acordo com estes achados, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o TVB-

3166 apresenta propriedades antitumorais em células derivadas de CCEO, reduzindo a tanto a 

proliferação como a viabilidade celular, promovendo parada no ciclo celular e apoptose, assim 

como aumentando a adesão das células SCC-9 ZsG e sua versão metastática LN-1A (Aquino, 

2019 dados ainda não publicados). 

 Heuer et al. (2017), mostraram que a inibição de FASN com TVB-3166 ou TVB-3664 

reduz significativamente a palmitoilação da tubulina, desorganizando os microtúbulos nas 

células tumorais. Além disto, demostraram que inibição da FASN combinada ao tratamento 

com taxanos potencializa a inibição do crescimento de células tumorais in vitro, em comparação 

com o tratamento com estes agentes de forma isolada. Em modelos de xenoenxertos derivados 

de pacientes (PDX) de tumores de ovário, próstata e pâncreas, a combinação da inibição de 

FASN com PTX ou docetaxel demonstrou atividade antitumoral significativamente aumentada, 

com regressão tumoral em três dos seis experimentos realizados. Em conjunto, estes resultados 

apoiam fortemente a investigação da inibição combinada de FASN e o tratamento com taxanos 

como uma terapia para uma variedade de cânceres humanos. Resultados similares foram 

observados no estudo de Zaytseva et al. (2018), em células de carcinoma colorretal e em modelo 

PDX com diferentes inibidores de FASN da família TVB, demonstrando que estes diminuem a 

ativação das vias oncogênicas Akt e Erk1/2, assim como alteram significativamente a 

composição lipídica dos tumores. 

 Nosso grupo de pesquisa (Aquino, 2019 dados ainda não publicados), demostrou que 

TVB-3166 reduz a viabilidade celular de maneira progressiva na linhagem celular SCC-9 ZsG 

e na linhagem metastática LN-1A, acumula as células na fase G0/G1, reduzo número de células 

na fase S e aumenta as taxas de apoptose e necrose. Neste trabalho, a proliferação e a migração 

celular foram reduzidas nas células SCC-9 ZsG em todos os períodos avaliados, entretanto na 

linhagem metastática LN-1A, a redução da proliferação também ocorreu em todos os períodos 

avaliados, ao contrário da migração, que foi discretamente reduzida somente após os períodos 

de 6 a 12 horas. Estes resultados são promissores e servem como base para novos ensaios in 

vivo visando avaliar o potencial de aplicação clínica desta droga em CCEO.  
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3 PROPOSIÇÃO 

 

3.1 Proposições gerais 

3.1.1 Avaliar a imunoexpressão de marcadores de superfície associados a células tronco 

do câncer (CTC) nas linhagens SCC-9 ZsGreen e SCC-9 ZsGreen LN-1A tratadas 

ou não com cisplatina, paclitaxel, TVB-3166 e orlistat. 

3.1.2 Isolar e avaliar os diferentes fenótipos celulares de acordo com a imunoexpressão 

de CD44 e CD326, a partir das linhagens SCC-9 ZsGreen e SCC-9 ZsGreen LN-

1A. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cultura de Células 

 As linhagens celulares SCC-9, SCC-9 ZsGreen (SCC-9 ZsG) e SCC-9 ZsGreen LN-1A 

(LN-1A) foram utilizadas nesta pesquisa. A linhagem SCC-9 ZsG (Agostini et al., 2014) foi 

obtida pela transdução com o vector retroviral pLNCX2 (Clontech) contendo a sequência que 

codifica proteína ZsGreen nas células SCC-9, esta última adquirida da American Type Culture 

Collection (ATCC, E.U.A.). De acordo com as informações obtidas no catálogo da ATCC, as 

células SCC-9 foram estabelecidas a partir de um carcinoma de células escamosas (CCE) 

primário de língua de um paciente do gênero masculino, com 25 anos de idade. A linhagem 

metastática de CCE oral humano LN-1A foi criada em nosso laboratório por meio de seleção 

in vivo a partir de células SCC-9 ZsGreen (Moreira, 2017) 

 As linhagens celulares acima descritas foram semeadas em frascos plásticos de 75 cm2 

(Corning) em meio de cultura DMEM/F-12 (Invitrogen, E.U.A) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (succinato sódico de 

hidrocortisona – Eurofarma, Brasil) e solução antibiótica e antimicótica (Invitrogen) na diluição 

de 1:100 a 37°C em atmosfera contendo 95% de umidade e 5% de CO2. As células foram 

cultivadas até cerca de 70% de confluência, quando o meio de cultura era removido e estas 

lavadas com 10 mL de solução salina tamponada com fosfato (PBS 1X, pH 7,4). Para soltá-las 

dos frascos de cultura, realizou-se incubações com 2 mL de tripsina a 2%, por um período 

máximo de 5 min, e o desprendimento total das células da superfície de cultura foi 

acompanhado por observação em microscópio de contraste de fase invertido (Nikon Eclipse 

TI). A ação da tripsina foi interrompida pela adição de 8 mL de meio de cultura suplementado 

com 10% de SFB. A suspensão de células foi transferida para tubos cônicos de plástico de 15 

mL (Corning, E.U.A.) e centrifugadas a 900 xg por 3min, o sobrenadante descartado, o pellet 

ressuspendido em 5mL de meio de cultura suplementado com 10% de SFB e as células 

replaqueadas em novos frascos de cultura. O meio de cultura foi trocado em intervalos de 48 

horas. Visando manter o estoque congelado em nitrogênio líquido e trabalhar sempre com as 

células em passagens semelhantes, congelamos várias amostras das linhagens celulares 

estudadas antes da realização dos experimentos. Para isto, depois de ressuspendidas em solução 

contendo 10% de di-metil sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, E.U.A.) e 90% de SFB, as 

células foram congeladas em nitrogênio líquido. Para o descongelamento, os criotubos (Nunctm, 

Denmark) foram colocados em banho de água a 37˚C e as células rapidamente transferidas para 

tubos de 15mL contendo 9 mL de meio suplementado e então centrifugadas. Os pellets foram 
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ressuspendidos em 10 mL de meio de cultura e cerca de 10 µL da suspensão de células foram 

usados para contagem com a utilização de câmara de Neubauer e posterior realização dos 

experimentos. 

 Além dos procedimentos descritos no parágrafo anterior, testes periódicos para a 

manutenção das culturas livres de Mycoplasma spp. e a não utilização de subcultivos 

prolongados, além da organização do trabalho por linhagem, foram também condutas seguidas 

com objetivo de assegurar a esterilidade, estabilidade fenotípica e genotípica, assim como a 

correta identificação das linhagens celulares; garantindo a reprodutibilidade e confiabilidade 

dos resultados. 

4.2 Preparo das soluções de ORL, TVB-3166, CIS e PTX 

 Para os experimentos de imunofenotipagem para marcadores de superfície associados a 

CTC nas linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A foram previamente submetidas a ação das 

drogas ORL, TVB-3166, CIS e PTX (descrito no item 4.4). Todas as soluções foram preparadas 

em condições estéreis dentro da cabine de fluxo laminar. CIS e ORL foram filtrados com filtros 

de 0,22µm. 

  ORL (Neoquímica, Brasil) foi extraído de acordo com o protocolo de Knowles et al. 

(2004), o conteúdo de uma cápsula dissolvido em 1 mL de etanol (ETOH) absoluto (Merck, 

Alemanha) seguido de agitação suave por 30 min a temperatura ambiente e agitação em vórtex 

a cada 10 min para homogeneizar a solução. Após 30 min de agitação, a solução foi centrifugada 

a 12.000 xg por 5 min a 4°C e o sobrenadante (250 mM de ORL) coletado, filtrado e mantido 

a -80°C até o momento do uso. Com TVB-3166 (Sigma-Aldrich; SML1694-5mg) foi feita uma 

solução em DMSO com a concentração final de 50mM e separada em alíquotas, que foram 

armazenadas a –20 °C e protegidas da luz. 

 CIS (Sigma-Aldrich; P4324-25 mg) foi dissolvida em solução de NaCl a 0,9% para uma 

concentração final de 5 mM, mantida em agitação por 30 min, filtrada e estocada em alíquotas 

a –20 °C e protegidas da luz. Por fim, PTX (Sigma-Aldrich; T7191-5 mg) foi dissolvido em 

DMSO para obtenção de soluções nas concentrações finais de 10 e 50mM, alíquotada e 

armazenadas a -20°C. também protegidas da luz. 

 As células controle receberam volume de DMSO, ETOH ou NaCl equivalente ao das 

células que receberam tratamento. 
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4.3 Análise da viabilidade celular por MTT e cálculo da IC50 

 O ensaio de MTT (Sigma Aldrich), {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil 

tetrazolium]}, foi o teste colorimétrico utilizado para avaliar a viabilidade celular após os 

tratamentos com CIS e paclitaxel. O MTT evidencia a atividade da desidrogenase mitocondrial 

em células metabolicamente viáveis pela mensuração da formação de cristais de formazan, a 

partir da clivagem do sal de tetrazólio. Para isto, as células SCC-9 ZsG e LN-1A foram 

semeadas em placas de 24 poços a uma densidade de 3,5x104 células, em 500 μL de meio 

DMEM/F-12 suplementado com 10% de SFB. Após 24 horas, o meio foi substituído por 

DMEM/F-12 livre de SFB, incubando-se as células por mais 24 horas para promover a 

sincronização do ciclo celular. O meio foi então substituído por meio novo contendo 

concentrações crescentes de CIS e PTX na presença de 10% de SFB. Após 48 horas de 

tratamento, as células foram incubadas a 37 °C com 0,25 mg/mL. de MTT diluído em meio 

DMEM/F-12 com 10% SFB por 4 horas adicionais. Em seguida, o meio foi removido e os 

cristais de formazan presentes nos poços foram solubilizados com 500 μL de ETOH. As 

soluções foram então homogeneizadas400 μL de cada condição experimental transferidos para 

4 poços (100 μL /poço) de uma placa de 96 poços e as absorbâncias medidas em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 595 nm, corrigidos para 655 nm (iMarkTM 

Microplate Absorbance Reader, BioRad). A viabilidade celular foi então expressa em 

porcentagens em relação aos controles, todas as concentrações testadas em duplicatas e os 

experimentos repetidos no mínimo três vezes para cada linhagem celular estudada. 

 A metade da concentração inibitória (IC50) foi calculada por meio do software 

CompuSyn (Chou TC e Martin N, 2005) para a realização dos experimentos apresentados neste 

trabalho. Todos os ensaios de imunofenotipagem das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A foram 

utilizadas a IC50 e sua metade. TVB-3166 e ORL foram utilizados nas concentrações descritas 

nos trabalhos desenvolvidos em nosso laboratório (Moreira, 2017; Aquino, 2019). 

 

4.4 Imunofenotipagem nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A tratadas com ORL, TVB-

3166, CIS ou PTX 

4.4.1 Desenho experimental 

 A expressão de marcadores de CTC nas linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A 

tratadas com TVB-3166, ORL, CIS ou PTX foi realizada por meio de ensaios de 

imunofenotipagem pela técnica de imunofluorescência direta em citômetro de fluxo, em 

experimentos desenhados para serem executados ao longo de 5 dias (figura 4). No primeiro dia, 

as linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A foram cultivadas em 5 frascos T75 cm2 (Sarstedt) 
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em densidade inicial de 1,05x106 por frasco em 10 mL de meio DMEM/F12 contendo 10% de 

SFB. Cada um dos frascos garrafa foi utilizado para as seguintes condições: calibradores, 

controles (veículos), IC50 e ½ IC50 (tabela 1). 

 

Tabela 1. Condições experimentais associadas a cada frasco de cultura.  

 

No segundo dia, após 24 horas do plaqueamento, as células foram carenciadas de SFB. 

No terceiro dia, 24 horas após o carenciamento, as células foram tratadas com TVB-3166, ORL, 

CIS ou PTX, cada droga de forma individual em experimento diferentes, nas doses 

correspondentes à IC50 ou sua metade em 7mL de DMEMF/12 contendo 10% de SFB (2% de 

SFB nos experimentos com TVB-3166). As células controle foram tratadas com os veículos 

correspondentes a cada droga. No quinto e último dia (48 horas após o início do tratamento), 

foi realizada a marcação com diferentes anticorpos para o experimento de imunofenotipagem. 

Dois experimentos independentes foram realizados para cada um dos grupos de anticorpos em 

ambas linhagens analisadas (SCC-9 ZsG e LN-1A). 

 

 

 

 

 



47 

Figura 4. Desenho experimental para imunofenotipagem das linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A, após tratamento com ORL, TVB-3166, 

CIS ou PTX. 
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4.4.2 Imunofenotipagem 

 O meio de cultura de cada um dos frascos foi cuidadosamente retirado, as células 

lavadas com PBS e descoladas com 5 mL de Accutase (Cell Detachment Solution, BD) durante 

8 a 10 min. Em seguida, a ação enzimática foi inativada pela adição de 8mL de DMEM/F12 

contendo 10% de SFB, a suspensão centrifugada a 900 xg por 3 min e o pellet foi ressuspendido 

em 3 mL ou 4 mL de PBS, dependendo a cada condição. Antes das imunomarcações, foi 

realizado um bloqueio de ligações inespecíficas com 500 µL de PBS contendo 1% de BSA por 

30 min, seguido de nova centrifugação a 900 xg e lavagem em PBS. A dupla marcação com 

anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos foi realizada por 30 min no escuro 

(figura 4). Após as incubações com os anticorpos, as células foram novamente centrifugadas, 

lavadas duas vezes com PBS e, finalmente, ressuspendidas em 200 µL de PBS para a leitura no 

citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences). Este aparelho é equipado com dois lasers 

(argônio - 488 nm - e laser de diodo vermelho - 635nm, detectores de dispersão para tamanho 

(FSC - forward scatter) e de complexidade interna (SSC- side scatter) e detectores de emissão 

de fluorescência FL1, FL2 e FL3 (para o laser de 488 nm) e FL4 (para o laser de 635 nm). Um 

total de 10.000 eventos foi avaliado por grupo e consideradas marcações positivas somente as 

células que exibiram fluorescência maior que a baseline. Os resultados obtidos foram 

analisados com o auxílio do software Cell Quest Pro (BD Biosciences) na forma linear para o 

parâmetro de dispersão e logarítmica para o parâmetro fluorescência. 

 Quatro anticorpos monoclonais (CD44, CD326, CD133 e CD271) conjugados com 2 

diferentes fluorocromos (PerCP Cy 5.5 e APC) foram utilizados para as duplas marcações, 

separadas em 3 diferentes grupos (figura 4). Apesar do citômetro de fluxo aqui utilizado possuir 

4 canais para leitura, pudemos usar apenas os canais FL2, FL3 e FL4, pois as células estudadas 

expressam a proteína fluorescente ZsGreen, detectada no canal FL1. Os anticorpos foram 

agrupados em CD44/CD326, CD44/CD133 e CD44/CD271, lidos nos canais FL3 e FL4. Além 

disto, para todas as reações foram utilizados controles isotípicos com o intuito de eliminar a 

fluorescência de possíveis ligações inespecíficas entre a porção invariável do anticorpo e as 

células estudadas (tabela 2). O controle isotípico IgG2b foi utilizado com o fluorocromo PerCP-

Cy 5.5 para os anticorpos contra CD44 e o controle isotípico IgG1 foi utilizado para o 

fluorocromo APC para os anticorpos que detectam CD326, CD133 e CD271. CD44 foi 

constante nos três grupos de anticorpos por ser o marcador de CTC mais amplamente avaliado 

na literatura e devido a relatos da positividade para esta proteína em células SCC-9 (Zhu et al., 

2012; Yang et al., 2013) . Por fim, selecionamos estes anticorpos conjugados ao fluorocromo 
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PerCP-Cy 5.5 pelo fato deste último apresentar a menor fluorescência dentre aqueles que podem 

ser detectados em nosso citômetro de fluxo, minimizando sobreposições na leitura.  

 Adicionalmente, foram utilizados anticorpos calibradores para os canais responsáveis 

para a detecção dos fluoróforos PercP-Cy 5.5 e APC (CD44 e CD326) devido a uma possível 

sobreposição dos comprimentos de onda, evitando-se assim interpretações errôneas. Os 

anticorpos utilizados como “calibradores” para as reações estão listados na tabela 1. 

  

Tabela 2.  Anticorpos utilizados nos experimentos de imunofenotipagem e cell sorting das 

linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A. 

 

 

4.5 Cell Sorting das linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A com os marcadores 

CD44/CD326 

 Para o cell sorting das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A (figura 5), foram semeados 6 

frascos de 75 cm2 a uma densidade entre 5 e 8x105células por frasco em 10mL de DMEMF/12 

com 10% de SFB e 0,2% MycoZap Prophylactic (Lonza). Após três dias do plaqueamento, com 

uma confluência de 60-80%, as células foram descoladas com 3mL de Accutase durante 12 

min. Em seguida, a ação enzimática foi inativada pela adição de 9mL de DMEM/F12 contendo 

10% de SFB e 0,2% de MycoZap™ Prophylactic, a suspensão centrifugada a 900 xg por 3 min 

e o pellet obtido de todas os frascos resuspendido em 10mL de PBS. Antes das 

imunomarcações, foi realizado bloqueio de ligações inespecíficas com 10 mL de PBS com 1% 

de BSA por 30 min, seguido de nova centrifugação a 900 xg e lavagem em PBS. A dupla 

marcação com anticorpos monoclonais (CD44 e CD326) foi realizada por 30 min sob proteção 

da luz e a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

as separações celulares de cada linhagem estudada foram realizadas no citômetro de fluxo 

FACSAriaTMFusion (BD Biosciences) do Laboratório de Citometria de Fluxo da Fundação 
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Hemocentro de Ribeirão Preto (FUNDHERP/HC/FMRP/USP) com auxílio do software 

FACSDiva 8.0.1 (BD Biosciences). Os fenótipos isolados foram coletados em frascos de 25 

cm2 em 5mL de DMEM/F12 contendo10% SFB e 0,2% de Mycozap Prophylactic, foram 

expandidos e congelados para serem utilizados nos experimentos subsequentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

Figura 5. Desenho do experimento para imunofenotipagem e cell sorting a partir das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A. 
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4.6 Experimentos de western blotting 

 A quantidade da proteína FASN e de proteínas associadas ao processo de TEM como e-

caderina, vimentina, n-caderina e slug foi avaliada nos diferentes fenótipos celulares isolados a 

partir das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A. As células (8x105) foram semeadas em frascos de 75 

cm2 em DMEM/F12 com 10% de SFB e após 24 horas do plaqueamento, o meio foi substituído 

por DMEM/F12 livre de SFB. Passadas outras 24 horas de carenciamento, o meio foi trocado 

novamente por DMEM/F12 com 10% de SFB, e 48 horas depois as células de cada um dos 

fenótipos cultivados foram tripsinizadas e os pellets celulares coletados em PBS. As proteínas 

foram extraídas em 70 µL de tampão de lise, constituído por  Anita buffer e de inibidores de 

protease 7x concentrado (Complete Mini Cocktail, Roche Diagnostics – Mannheim, Alemanha) 

em uma proporção de 8.5:1.5 respectivamente, por meio de dissociação e homogeneização por 

pipetagem dos pellets  neste tampão, mantidos no gelo por 30 min e  agitados a cada 10 min. 

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12,000 xg por 15 min a 4°C e os sobrenadantes 

coletados. Todos os extratos proteicos foram imediatamente transferidos para freezer a -80°C, 

onde foram mantidos até o momento do uso. A concentração de proteína total de cada extrato 

obtido foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se o reagente de 

Bradford (Bio-Rad, EUA) em um espectrofotômetro Spectronic Unicam Genesys 10uv ajustado 

para 595 nm. 

 . Quarenta microgramas de  cada um dos 13 extratos proteicos obtidos (6 da linhagem 

SCC-9 Zsg e 7 da linhagem LN-1A) foram misturados com tampão de amostra redutor 

concentrado quatro vezes contendo 20% do volume total de ditiotreitol (DTT, Sigma), fervidos 

por 5 min e separados por eletroforese em géis de poliacrilamida-SDS a 8% e 10%. Em seguida, 

as proteínas foram transferidas membranas de nitrocelulose (Hybond, GE Healthcare, EUA.) e 

coradas com Ponceau S (Sigma) para verificar a eficácia da transferência. As membranas de 

nitrocelulose de cada uma das linhagens foram cortadas de acordo com o peso molecular das 

proteínas avaliadas, lavadas em solução contendo 20 mM de Tris-HCl (pH 7,6), 150 mM de 

NaCl e 1% de Tween 20 (TBST) durante 15 min. e bloqueadas em solução contendo 5% de 

leite em pó desnatado (Nestlé, Brasil) dissolvido em TBST por uma hora a temperatura 

ambiente. Os anticorpos primários (tabela 3), diluídos em TBST com 5% de leite em pó 

desnatado ou 5% de BSA foram incubados “overnight”, sob agitação constante e a 4°C. 

 Depois da incubação com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas 4 

vezes com TBST por 15 min e posteriormente incubadas por uma hora com os respectivos 

anticorpos secundários, conjugados com peroxidase ou com fluorocromo. Após nova sequência 

de lavagens em TBST as reações feitas com anticorpos secundários conjugados com peroxidase 
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foram reveladas por meio de quimioluminescência (SuperSignal West Pico Chemiluminescent 

Substrate, Thermo Scientific, E.U.A.) e as imagens obtidas no equipamento Alliance 4.7 

(Uvitec, Cambridge, Inglaterra). As bandas das proteínas avaliadas foram submetidas a análises 

de densitometria e seus valores normalizados pelo valor da leitura das bandas de β-Actina, com 

auxílio do programa ImageJ. 

 

Tabela 3. Anticorpos utilizados nas reações de western blotting com extratos proteicos obtidos 

dos diferentes fenótipos nas linhagens SCC-9ZsG e LN1A. 

 

 

4.7  Análise dos resultados 

 Os resultados do presente trabalho foram apresentados como gráficos de colunas e de 

tendência, geralmente com média ± desvio padrão. Os resultados de MTT para PTX e 

cisplatina, foram realizados em três experimentos independentes. O teste de análise de variância 

(ANOVA) One Way foi utilizado e quando se encontrou diferença entre os grupos utilizamos o 

teste de comparações múltiplas de Dunnet. Nos experimentos de imunofenotipagem, foram 

realizados dois experimentos independentes e os resultados analisados estatisticamente por 

meio de análise de variância ANOVA One Way. O nível de significância estabelecido foi de 

5% (p< 0,05). A avaliação dos resultados das proteínas associadas a TEM e FASN foram feitas 

por densitometria e normalizada com a proteína β-actina. Todos os dados foram analisados com 

auxílio do programa GraphPad Prism, versão 5.0 e para o cálculo das IC50 por meio do programa 

CompuSyn (Chou TC e Martin N, 2005). 
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5 RESULTADOS 

5.1 Efeito do PTX sobre a viabilidade das células SCC-9 ZsG e LN-1A e cálculo da IC50 

 O efeito de PTX sobre a viabilidade das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A foi avaliado 

pelo ensaio de MTT após 48 horas de tratamento com doses crescentes da droga em 

concentrações consideradas baixas (1, 5, 10, 25, 50 e 100 μM) ou altas (25, 32,5, 50, 75, 100 e 

200 μM), em DMEM/F12 contendo 10% de SFB. 

 Nos experimentos realizados com concentrações baixas da droga, observou-se que as 

linhagens celulares SCC-9ZsG e LN-1A apresentaram redução da viabilidade celular 

aproximada de 40% na concentração de 1 μM em relação às células controle. Nas concentrações 

de 5, 10 e 25 μM, as células de ambas as linhagens sobreviveram e, aparentemente, 

multiplicaram-se. Finalmente, nas concentrações de 50 e 100 μM, a viabilidade celular ficou 

abaixo de 50% (figura 6A e 6B). 

 Nos experimentos realizados com a série de concentrações mais altas de PTX, com 

25 μM não ocorreram modificações na viabilidade celular em relação aos controles, em ambas 

linhagens celulares avaliadas. Nas concentrações de 32,5 e 50 μM, para a linhagem SCC-9ZsG, 

e de até 75 μM, para a LN1-A, constatou-se uma diminuição na viabilidade celular de cerca de 

10 a 15%. Nas concentrações de 75 μM para SCC-9ZsG e de 100 μM para LN-1A, as células 

mostraram viabilidades semelhantes às dos controles. Já com a concentração de 100 μM, houve 

diminuição da viabilidade celular das SCC-9 ZsG e com 200 μM, somente a linhagem LN-1A 

mostrou redução da viabilidade para menos do que 50% (figura 6C y 6D). 

 Como relatado nos experimentos acima, o padrão de resposta das células SCC-9ZsG 

e LN-1A ao PTX não produziu uma curva de dose-resposta regular, não sendo possível 

determinar os seus valores de IC50. Foram escolhidas, portanto, as concentrações de 1 e 50 μM 

de PTX para os experimentos de imunofenotipagem, considerando que nelas, a viabilidade está 

relativamente próxima a 50%.
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Figura 6. Efeitos do PTX sobre a viabilidade celular nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A.  PTX não provoca redução na viabilidade das células 

SCC-9 ZsG e LN-1A de forma dose-dependente. As células SCC-9 ZsG e LN-1A foram tratadas com doses crescentes de Paclitaxel, sendo em A 

e B baixas e C e D altas, por 48 horas, e a viabilidade determinada pelo método de MTT. Os gráficos representam a média de três experimentos 

independentes. C: controle; *p <0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001. Anova One way com teste de Dunnet. 
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5.2 Efeito de CIS sobre a viabilidade das células SCC-9 ZsG e LN-1A e cálculo da IC50 

 O efeito de CIS sobre a viabilidade das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A foi avaliado pelo 

ensaio de MTT após 48 horas de tratamento com doses crescentes da droga (1, 5, 10, 15, 25, 50 

e 75 μM), diluída em DMEM/F12 contendo 10% de SFB. Neste ensaio, observou-se uma 

redução da viabilidade celular proporcional ao aumento da dose de cisplatina, em relação aos 

controles, em ambas as linhagens celulares estudadas. O cálculo da IC50 foi realizado a partir 

dos valores gerados pelas absorbâncias dos três ensaios independentes realizados para cada uma 

das linhagens com o auxílio do programa CompuSyn. A IC50 de 12,61 μM foi obtida para as 

células SCC-9 ZsG (gráficos A e B da figura 7) e a IC50 de 12,29 μM para as LN-1A (gráficos 

C e D da figura 7). A partir destes resultados, estabeleceu-se o valor de 12 μM e o de 6 μM 

(metade da IC50) para a realização dos experimentos de imunofenotipagem com ambas as 

linhagens. 
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Figura 7. Efeitos de CIS sobre a viabilidade celular nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A O tratamento com CIS reduziu a viabilidade das células 

SCC-9 ZsG e LN-1A de forma gradual, com o aumento da dose do fármaco. SCC-9 ZsG (A) e LN-1A (C) foram tratadas com concentrações 

crescentes de CIS por 48 horas e a viabilidade determinada pelo método MTT. Os gráficos de tendência obtidos pelo programa Compusyn mostram 

o valor da IC50 para as células SCC-9 ZsG de 12,61µM (B) e 12,29 M para LN-1A (D). Os gráficos representam a média de três experimentos 

independentes. C: controle; ** p<0,001, *** p<0,0001. Anova One way com teste de Dunnet. 
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5.3 Imunofenotipagem das células SCC-9 ZsG e LN-1A tratadas com PTX, CIS, TVB-

3166 e ORL 

 As linhagens celulares SCC-9ZsG e LN-1A foram semeadas, carenciadas e tratadas com 

as drogas aqui estudadas nas suas respectivas IC50 e metade da IC50 (CIS, TVB-3166 e ORL), 

ou com 1 e 50 µM de paclitaxel. As células foram mantidas em cultura por um período de 48 

horas, observando-se periodicamente sua morfologia e confluência, antes dos ensaios de 

imunofenotipagem. Os marcadores CD44 e CD326 foram os escolhidos para as análises deste 

estudo devido ao fato de apresentarem as maiores modificações tanto na expressão como no 

tamanho das subpopulações celulares em ambas linhagens celulares com os tratamentos. 

5.3.1 Análise da imunoexpressão de CD44 e CD326 após o tratamento com PTX nas 

linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 A células sobreviventes, após 48 horas de tratamento com PTX a 1 µM e 50 µM, foram 

coletadas, marcadas com os anticorpos contra as proteínas de superfície CD44 e CD326 e 

10.000 eventos analisados no citômetro de fluxo. 

 As imagens de dot plots mostradas na figura 8A mostram que as células SCC-9 ZsG 

controle são, em sua maioria, duplas positivas para ambos marcadores e que um número 

reduzido delas apresenta positividade exclusiva para CD326. Nas células tratadas com PTX, a 

população CD44+/CD326+ se tornou menor, ao passo que a população positiva somente para 

CD326 aumentou. 

 As análises da intensidade média de fluorescência (IMF) realizadas com as células SCC-

9 ZsG nos gráficos da figura 8B mostram que houve diminuição significativa da positividade 

para CD44 no tratamento com 50 M de PTX, em relação às células não tratadas . Em contraste, 

nas células dupla positivas (CD44+/CD326+), a IMF para CD326 aumentou, assim como na 

população CD44-CD326+, em relação às células controle. 

 Na linhagem LN-1A, as imagens dos dot plots na figura 8A revelam que no tratamento 

com 1 µM de PTX a maioria da população é CD44+/CD326+, ao passo que na concentração de 

50 µM da droga, diminui a população CD44+/CD326+ e aumenta a população somente CD326+. 

Um achado interessante foi que, na concentração de 50 M, acentuou-se, no quadrante da dupla 

expressão de CD44/CD326, uma população de células linear, separada da população principal. 

A partir da posição desta população celular, observa-se que em sua cauda inferior há baixa 

positividade para CD44/CD326 e que em sua cauda superior estão células com alta expressão 

de CD44/CD326. 

 A análise da IMF para CD44 nesta linhagem (figura 8B) mostrou um aumento 

significativo da expressão nas células tratadas com 1µM de paclitaxel, o que não aconteceu na 
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concentração de 50 M de PTX. Por outro lado, a IMF para CD326, nas populações 

CD44+/CD326+ e CD44-/CD326+, aumentou significativamente com o tratamento com 50 M 

da droga. 

 Portanto, a partir dos experimentos acima descritos, pode-se concluir que PTX modifica 

a expressão de CD44 e CD326, diminui a população dupla positiva (CD44+/CD326+) e aumenta 

a população CD44-/CD326+ nas duas linhagens estudadas. 
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Figura 8. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD326 nas linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A expostas 

ao PTX, nas concentrações de 1 ou 50 µM por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD44 e CD326 nas mesmas células mostradas em A. Os gráficos 

de coluna representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001. Anova One way com teste 

de Dunnet. 
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5.3.2 Análise da imunoexpressão de CD44 e CD326 após tratamento com CIS nas 

linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 A células sobreviventes, após 48 horas de tratamento com CIS a 12 µM e 6 µM (IC50 e 

sua metade), foram coletadas e marcadas com os anticorpos contra CD44 e CD326 e 10.000 

eventos analisados por citometria de fluxo. 

 Os dot plots mostrados na figura 9A evidenciam que, na linhagem SCC-9 ZsG os 

experimentos 1 e 2 não foram totalmente similares. No primeiro experimento, as células 

expostas a 6 µM de CIS tiveram aumento da população CD44-/CD326+, o que não foi evidente 

no experimento 2. A análise dos dois ensaios, revelou aumento gradual da expressão de ambos 

marcadores nos grupos tratados, em comparação às células controle, o que foi corroborado na 

análise de IMF exibidos nos gráficos da figura 9B. Observa-se que CD44 é significativamente 

mais expresso tanto com 6 µM como 12 µM de cisplatina e que, de maneira semelhante, a 

positividade para CD326 é mais alta com ambas as concentrações da droga. 

 Na linhagem LN-1A, a figura 9A mostra fenômeno similar ao que ocorreu na linhagem 

SCC-9 ZsG, ou seja, aumento da população de células CD44-/CD326+ em comparação às 

células controle, no primeiro experimento. A análise da IMF nestas células (figura 9B) mostra 

também aumento significativo na positividade para CD44, nas duas concentrações estudadas, 

ao passo que para CD326 o aumento foi progressivo (figura 9B). 

 Em resumo, CIS aumenta a expressão de CD44 e CD326 nas linhagens SCC-9 ZsG e 

LN-1A.



62 

Figura 9. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD326 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a CIS em 

concentrações de 6 µM (1/2 IC50) e 12 µM (IC50) por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD44 e CD326 nas mesmas células mostradas em A. Os 

gráficos de barra representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001. Anova One way 

com teste de Dunnet. 
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5.3.3 Análise da imunoexpressão de CD44 e CD326 após tratamento com TVB-3166 

nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 A células que sobreviveram após as 48 horas de tratamento com TVB-3166 a 15 e 30 

µM (linhagem SCC-9 ZsG) e 18,5 µM e 37 µM (linhagem LN-1A) foram coletadas, marcadas 

com os anticorpos contra CD44 e CD326 e 10.000 eventos analisados em citômetro de fluxo. 

 Os dot plots referentes às células SCC-9 ZsG mostrados na figura 10A exibem duas 

populações, uma delas dupla positiva para CD44/CD326 e a outra CD44-/CD326+. Nos 

tratamentos, identificou-se uma discreta diminuição da população com positividade dupla e 

aumento da população positiva somente para CD326 (principalmente na menor concentração 

de TVB-3166 do experimento 2). Na análise da IMF para CD44 (figura 10B), não houve 

diferença de positividade entre as células tratadas e controle, ao passo que CD326 mostrou 

discreta diminuição, porém não significante do ponto de vista estatístico, nas duas 

concentrações testadas (figura 10B). 

 As células LN-1A (figura 10A) apresentaram características fenotípicas semelhantes às 

SCC-9ZsG, com populações CD44+/CD326+ e CD44-/CD326+ não modificadas pela exposição 

ao TVB-3166. Com relação à IMF para CD44, observou-se que a linhagem LN-1A (figura 10B) 

apresentou duas populações, uma com alta e outra com baixa expressão. Nas células com baixa 

expressão de CD44, esta torna-se significativamente menor na presença de 18,5 M de TVB-

3166, em comparação às células controle. Por outro lado, a população com alta positividade 

para CD44 não se modificou pelos tratamentos realizados. Por fim, a IMF de CD326 sofreu 

diminuição significativa pelo TVB-3166 nas duas concentrações estudadas. 

  Portanto, os estudos acima descritos demonstram que TVB-3166 tem pouco efeito sobre 

ambas linhagens celulares, tanto nas suas populações CD44+/CD326+ e CD44-/CD326+, bem 

como sobre as IMF de CD44 e CD326. 
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Figura 10. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD326 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações de 15 

e 18,5 M (1/2 IC50) ou 30 e 37 M (IC50) do inibidor de FASN TVB-3166 por 48 horas. (B) IMF de CD44 e CD326 nas mesmas células mostradas 

em A. Os gráficos de coluna representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,1, *** p<0,0001. Anova One way com 

teste de Dunnet. 
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5.3.4 Análise da imunoexpressão de CD44 e CD326 após tratamento com ORL nas 

linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 As células SCC-9 ZsG e LN-1A, após 48 horas de tratamento com ORL nas 

concentrações de 140 µM e 280µM, foram coletadas, marcadas com anticorpos contra CD44 e 

CD326 e 10.000 eventos analisados por citometria de fluxo. 

 Os dot plots da figura 11A representam a dupla marcação para CD44 e CD326, nos dois 

experimentos realizados com as linhagens celulares SCC-9 ZsG e mostram uma população, em 

sua grande maioria, dupla positiva CD44+/CD326+ e outra menor CD44-/CD326+, que 

mantiveram-se constantes após os tratamentos com ORL. A IMF de CD44 apresentou aumento 

discreto, porém significante do ponto de vista estatístico (figura 11B) nas células tratadas com 

a metade do IC50 da droga (140 M). Por sua vez, a IMF de CD326 também foi levemente 

aumentada nas células expostas a IC50 (280 M) de ORL, porém sem diferença estatisticamente 

significante. 

 As populações celulares da linhagem LN-1A controle (figura 11A) mostraram-se muito 

semelhantes aquelas encontradas na SCC9-ZsG e também não foram modificadas pelo 

tratamento com ORL. A figura 11B mostra que a IMF para CD44 e CD326 não foram 

modificadas após a exposição a de ORL. 
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Figura 11. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD326 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações de 140 

µM (1/2 IC50) e 280 µM (IC50) de ORL por 48 horas. (B) IMF para CD44 e CD326 nas mesmas células mostradas em A. Os gráficos de coluna 

representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,01. Anova One way com teste de Dunnet. 
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5.4 Fenótipos celulares isolados a partir da marcação para CD44 e CD326 nas 

linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 As linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A, foram semeadas e após três dias em 

cultura, com confluência aproximada de 60-80%, foram coletadas e submetidas à marcação 

com os anticorpos contra CD44 e CD326. Após a aquisição de 10.000 eventos em citômetro de 

fluxo FACSAriaTMFusion, os distintos fenótipos foram analisados para cada linhagem, com o 

software FACSDiva 8.0.1, para posterior isolamento. 

5.4.1 Isolamento de subpopulações celulares a partir da linhagem SCC-9 ZsG 

 Como mostrado anteriormente nesta tese, a maior parte das células SCC-9 ZsG (figura 

12A) foi dupla positiva para CD44 e CD326. No entanto, foi possível construir seis gates para 

isolar 6 fenótipos com características distintas de marcação. Cada fenótipo isolado foi 

identificado por letras minúsculas do alfabeto seguindo-se o sentido anti-horário a partir do 

quadrante de dupla negatividade em direção ao quadrante de positividade exclusiva para CD326 

(tabela 4). Desta maneira  o fenótipo (a) corresponde às células dupla negativas (CD44/CD326), 

o fenótipo (b) às células CD44+/CD326-, o fenótipo (c) às células CD44+/CD326low, o fenótipo 

(d) às células CD44High/CD326High, o fenótipo (e) às células CD44low/CD326High e, por fim, o 

fenótipo (f) às células CD44-/CD326+. 

 

Tabela 4. Fenótipos celulares isolados a partir da linhagem SCC-9 ZsG 

 

 

 A figura 12B, com imagens de fotomicrografias, ilustra as subpopulações isoladas a 

partir das células SCC-9 ZsG e seus respectivos aspectos morfológicos em microscopia de 

contraste de fase. Na população SCC-9 ZsG (a), negativa para CD44 e CD326, observou-se 

células alongadas ou poligonais, sendo as últimas predominantes. As células SCC-9 ZsG (b), 

(c) e (d) apresentam três tipos morfológicos celulares, poligonais, alongadas ou fusiformes e 

arredondadas, sendo que as células poligonais formam ninhos, eventualmente unidos entre si 
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por células alongadas ou fusiformes. As células arredondadas estão posicionadas de forma 

isolada entre os ninhos. A principal diferença entre os três fenótipos está na diminuição das 

células de formato arredondado, mais numerosas no fenótipo (b) e menos observadas no 

fenótipo (d). As células SCC-9 ZsG (e), com fenótipo CD44low/CD326High, crescem em ninhos 

de células poligonais na sua porção central com células alongadas na periferia e com menor 

número de células arredondadas. Por fim, as células SCC-9 ZsG (f), com fenótipo CD44-

/CD326+, são caracteristicamente poligonais, formando grandes ninhos com eventuais células 

alongadas na periferia, sem células isoladas entre os ninhos.
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Figura 12. (A) Imagen de dot plot da linhagem SCC-9 ZsG após imunomarcação de CD44 e CD326 e seleção dos 6 gates para isolamento dos 

diferentes fenótipos (subpopulações celulares). (B) Fotomicrografias obtidas em microscopia de contraste de fase de cada um dos fenótipos 

isolados: (a) CD44-/CD326-, (b) CD44+/CD326-, (c) CD44+/CD326low, (d) CD44High/CD326High, (e) CD44low/CD326High e (f) CD44-/CD326+. 

Aumento original: 40X. 
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5.4.2 Isolamento de subpopulações celulares a partir da linhagem LN-1A 

 Foi possível construir sete gates para isolar fenótipos distintos a partir da linhagem LN-

1A. Assim como para as células SCC-9 ZsG, cada fenótipo isolado foi identificado por letras 

minúsculas seguindo o sentido anti-horário nos quadrantes do gráfico de dot plot (figura 13A). 

O fenótipo (a) corresponde às células CD44-/CD326-, o fenótipo (b) às células CD44+/CD326-

, o fenótipo (c) às células CD44+/CD326low, o fenótipo (d) às células CD44High/CD326High, o 

fenótipo (e) às células CD44low/CD326High, o fenótipo (f) às células CD44-/CD326+ e, por fim, 

o fenótipo (g) contém células CD44High/CD326- que foi encontrado somente na linhagem LN-

1A (tabela 5). 

Tabela 5. Fenótipos celulares isolados a partir da linhagem metastática LN-1A. 

 

 A figura 13B ilustra as subpopulações isoladas a partir das células LN-1A e seus 

respectivos aspectos morfológicos em microscopia de contraste de fase. As células LN-1A (a), 

com fenótipo CD44-/CD326-, são poligonais e crescem formando ninhos com eventuais células 

alongadas em sua periferia. Nos fenótipos LN-1A (b), (c), (d) a maioria das células é poliédrica 

com eventuais células alongadas ao redor conectando um ninho ao outro, e abundantes células 

arredondadas ou alongadas com escasso citoplasma, dispersas entre os ninhos melhor 

observado na fotomicrografia do fenótipo (b). O fenótipo LN-1A (e) e (f), apresentam 

predomínio de ninhos celulares com tamanhos variáveis, além de algumas células isoladas 

alongadas e de citoplasma escasso entre os ninhos. Por fim, a população LN-1A (g), 

CD44High/CD326-, é composta, em sua maioria, por células alongadas que se agrupam formando 

ninhos com células centrais de formato poliédrico e escasso citoplasma. 
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Figura 13. (A) Imagem de dot plot da linhagem LN-1A após imunomarcação de CD44 e CD326, no qual estão representados 7 gates delimitando 

os diferentes fenótipos que foram isolados. (B) Fotomicrografias em contraste de fase das subpopulações isoladas: (a) CD44-/CD326-, (b) 

CD44+/CD326-, (c) CD44+/CD326low, (d) CD44High/CD326High, (e) CD44low/CD326High, (f) CD44-/CD326+ e (g) CD44High/CD326-. Aumento 

original: .40X. 
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5.5 Produção de FASN e de proteínas associadas a TEM nos diferentes fenótipos 

celulares isolados das linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A 

 Após a obtenção dos extratos proteico de cada um dos fenótipos celulares, a expressão 

proteica de FASN, e-caderina, n-caderina vimentina e slug foram analisadas pela técnica de 

western blotting. A densitometria foi realizada com o auxílio do programa Image J e os valores 

foram normalizados pela β-actina. 

5.5.1 Linhagem SCC-9 ZsG 

 A figura 14A mostra que de todos os fenótipos da linhagem SCC-9 ZsG produzem a 

proteína FASN, sendo discretamente maior nos fenótipos (d) e (f). A análise densitométrica 

mostra que o extrato proteico do fenótipo (d) conta com mais FASN e o fenótipo (b) menos. 

 Em relação a proteína e-caderina, a Figura 14A mostra que todos os fenótipos a 

produzem, na forma de duas bandas, sendo as de menor massa molecular aquelas com maior 

intensidade. Os fenótipos (e) e (f) da linhagem SCC-9 ZsG apresentaram as bandas mais fortes 

e o fenótipo (b) as mais fracas. A análises de densitometria (Figura 9B) confirmaram totalmente 

o resultado, apontando o fenótipo (e) como maior produtor de e-caderina. 

 Todos os fenótipos produzem n-caderina, caracterizada por múltiplas bandas (desde 140 

kDa até 100 kDa). Os fenótipos (b) e (c) da linhagem SCC-9 apresentaram as bandas mais fortes 

e o fenótipo (f) as de menor intensidade, o que foi confirmado na análise densitométrica (figura 

14B). 

 Vimentina é também produzida pelos 6 fenótipos da linhagem SCC-9 ZsG e 

representada por até 3 bandas naqueles com maior quantidade da proteína (Figura 14A). Nos 

fenótipos (b) e (c) as bandas foram mais intensas em comparação com o fenótipo (e), as bandas 

de menor intensidade dentre os fenótipos estudados. Estes resultados foram confirmados pela 

análise densitométrica (figura 14B). 

 Para finalizar, a proteína slug é mais abundante nos fenótipos (b) e (c), que apresentam 

bandas mais fortes de intensidade similar, ao passo que nos fenótipos (e) e (f) as bandas são as 

mais fracas. A análise densitométrica mostra o fenótipo (b) como tendo a banda mais intensa e 

o fenótipo (e) com a mais fraca. 
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Figura 14. (A) Western blotting para detecção de FASN e proteínas associadas à TEM com proteínas extraídas dos 6 fenótipos isolados a partir 

da linhagem SCC-9 ZsG. (B) Análise densitométrica das bandas obtidas em A, após normalização pelas bandas de β-actina. 
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5.5.2 Linhagem LN-1A 

  

 Como mostrado na figura 15A, todos os fenótipos obtidos a partir da linhagem LN-

1A produzem a proteína FASN, sendo as bandas mais fortes encontrada nos fenótipos (a) e (f) 

e a de menos intensidade no fenótipo (g), o que foi em seguida confirmado pela análise 

densitométrica (figura 15B). 

 E-caderina, por sua vez, foi representada em todos os fenótipos avaliados como uma 

banda dupla. Os fenótipos (e) e (f) apresentam as bandas mais intensas em comparação com os 

demais e o fenótipo (g) exibiu a menor quantidade desta proteína. A figura 15B corresponde a 

análise da densitometria das bandas de e-caderina. 

 N-caderina (figura 15A) também foi encontrada nos extratos proteicos dos 7 fenótipos 

isolados da linhagem metastática LN-1A. Os fenótipos (a) e (g) produzem mais n-caderina que 

os demais, enquanto (e) e (f) são os aqueles com menor quantidade desta proteína (figura 15A 

e B). 

 Com relação à proteína vimentina, os fenótipos (b) e (g) mostram as bandas com maior 

intensidade e o fenótipo (f) a banda mais fraca, o que foi corroborado na análise densitométrica 

(figura 15B). 

 Na figura 15A também pode-se observar que as bandas correspondentes a slug foi de 

intensidade semelhante em todos os fenótipos estudados, sendo observada a banda menos 

intensa no fenótipo (a) e a mais intensa no fenótipo (g), o que pôde ser confirmado pela 

densitometria das bandas correspondentes normalizadas pelas bandas de -actina (figura 15B). 
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Figura 15. (A) Western blotting usando proteínas extraídas dos 7 fenótipos isolados a partir da linhagem LN-1A para a detecção de FASN e de 

proteínas associadas a TEM. (B) Análise densitométrica das bandas observadas em A normalizadas pelas respectivas bandas de β-actina. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Apesar de, nas últimas décadas, avanços importantes na prevenção, detecção e 

tratamento de uma ampla variedade de tipos de neoplasias malignas sólidas terem sido 

alcançados, o câncer continua sendo um dos problemas de saúde mais significativos em todo o 

mundo. A GLOBOCAN (Ferlay, et al. 2018) reportou, a nível mundial para o ano 2018, que o 

câncer de lábio e da cavidade bucal representaram 354.864 novos casos, com177.384 mortes. 

No Brasil, segundo dados descritos na Estimativa|2018 Incidência de Câncer no país (INCA, 

2017), o CCEO corresponde ao quarto tumor mais frequente no sexo masculino na região 

sudeste. O CCEO está associado a índices consideráveis de recorrências precoces e metástases 

linfonodais, o que faz da sua abordagem terapêutica um desafio, pois é prejudicada por um 

diagnóstico relativamente tardio quando nem mesmo as mais avançadas técnicas de cirurgia 

e/ou radio e quimioterapia conseguem evitar altas taxas de morbidade e mortalidade. Na última 

década, diversos estudos têm indicado que a provável causa para estas falhas no tratamento de 

diversas neoplasias malignas humanas é a presença das CTC, uma pequena população de 

células tumorais autorrenováveis e capazes de se diferenciarem em outras células constituintes 

da massa tumoral. Uma das características das CTC é a resistência a agentes 

quimioterapêuticos, que pode contribuir para a persistência de células tumorais residuais após 

o tratamento (Chiodi et al., 2011). 

 Os primeiros ensaios desta tese foram realizados para se estabelecer a IC50 de PTX e 

CIS nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A, para, em seguida, avaliar seus efeitos sobre a expressão 

dos marcadores de CTC CD44 e CD326. O PTX não reduziu a viabilidade das duas linhagens 

estudadas, ao contrário do observado anteriormente por nosso grupo (Almeida, 2015; Moreira, 

2017). Alguns mecanismos são conhecidos na resistência das células tumorais ao taxol, entre 

os quais se incluem: alta expressão da glicoproteína P da membrana, que funciona como uma 

bomba de efluxo de drogas, alterações na estrutura da tubulina, alterações na afinidade de 

ligação dos microtúbulos e desregulação do ciclo celular (Gottesman e Pastan, 1993; Panda et 

al., 1994; Goncalves et al., 2001; Tan et al., 2002; Martello et al., 2003; Lu et al., 2009). No 

entanto, mecanismos moleculares envolvidos na resistência ao taxol ainda não são totalmente 

compreendidos. 

 Em contraste, CIS foi capaz de reduzir a viabilidade celular das linhagens SCC-9 ZsG 

e LN-1A de maneira dose-dependente, o que permitiu o cálculo dos valores de IC50 de 12,61 

µM e 12,29 µM, respectivamente. Elias et al., em (2015), por meio de ensaios de MTT com a 

linhagem SCC-9, sendo CIS o controle e a combinação de CIS (dose de 0-200 µg/mL) PTX e 
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5-fluoracil (TPF) as drogas avaliadas por 24 horas, demonstrou que CIS e TPF foram 

citotóxicas para SCC-9 sem diferença estatística entre elas. Estes mesmos autores mostraram 

que a CIS induziu um aumento da toxicidade até a concentração de 100 µg / mL, com clara 

resposta dose-dependente, no entanto, a concentração mais alta, 200 µg / ml, não resultou em 

uma redução significativa na viabilidade em comparação com 100 µg / mL. Da mesma forma, 

no estudo de Xu et al.em (2017), no ensaio de viabilidade celular na linhagem SCC-9 com CIS 

em doses de 0-32µM por 48 horas, demonstrou-se diminuição dose-dependente da viabilidade 

celular da linhagem SCC-9. Tais resultados são compatíveis com os dados apresentados em 

nosso trabalho com as linhagens SCC-9ZsG e LN-1A. Jo et al. (2016), demostraram, com três 

linhagens de CCEO, redução da viabilidade celular com CIS a partir de valores de IC50 entre 

7,9 µg/mL a 8.9 µg/mL. Em contraste, a resistência a CIS tanto “in vitro” como na clínica tem 

sido muito bem descrita em CCE de cabeça e pescoço e oral (Kato et al., 2000; Yamano et al., 

2010), assim como em outros tipos de câncer (Galluzzi et al., 2012). 

 Em relação aos ensaios de viabilidade celular realizados por nosso grupo de pesquisa, 

com os inibidores de FASN ORL e TVB-3166 a IC50 encontrada para ORL foi de 280 µM e 

para o TVB-3166 foram de 30 µM e 37 µM para SCC-9 ZsG e LN-1A, respectivamente 

(Moreira FS., 2017 e Aquino IG, 2019, dados ainda não publicados). 

 No presente estudo, a presença de prováveis CTC tanto na linhagem celular SCC-9 ZsG 

e na sua derivada metastática LN-1A foi avaliada por meio da expressão dos marcadores de 

superfície CD44, CD326, CD133 e CD271 em citômetro de fluxo. Para isto, as células foram 

previamente submetidas a tratamentos com PTX, CIS, TVB-3166 e ORL, com o intuito de 

selecionar e isolar prováveis CTC após exposição a estas drogas. 

 As linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A, como observado em nosso trabalho, são 

em sua grande maioria positivas tanto para CD44 como para CD326, com uma menor proporção 

de suas células positivas somente para CD326. No entanto, ao serem submetidas ao tratamento 

com PTX na concentração de 50 µM, houve redução do número de células duplas positivas 

para CD44 e CD326 e aumento da quantidade de células que positivas somente para CD326, o 

que foi mais evidente na linhagem SCC-9 ZsG. Além disto, observou-se que o tratamento com 

PTX reduziu significativamente a IMF para CD44. De fato, Yan et al. (2011) demonstraram 

que taxol e etopósido podem atingir diretamente células iniciadoras de tumor CD44+, causando 

redução da população CD44+ na linhagem celular DU145, derivada de câncer de próstata. Este 

fenômeno foi anteriormente demostrado no trabalho de Aulmann et al. no (2010), realizado em 

biopsias e peças cirúrgicas de câncer de mama por meio de imunofluorescência para CD44 e 

CD24. Estes autores observaram que a combinação de vários quimioterápicos 
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(epirubicina/ciclofosfamida, doxorrubicina/ciclofosfamida/docetaxel, dentre outras), reduz 

significativamente a quantidade de células CD44+/CD24-. Embora não tenha sido observada 

uma associação entre a frequência de células CD44+/CD24− e a resposta à quimioterapia ou 

sobrevida do paciente, neste mesmo trabalho pacientes com tumores que continham alta 

contagem de células CD44+/CD24− desenvolveram metástases ósseas com mais frequência. 

De acordo, já foi sugerido que populações CD44+/CD24- no câncer de mama podem não estar 

associadas ao resultado clínico e à sobrevida dos pacientes, mas sim favorecer metástases à 

distância (Abraham et al., 2005). 

Como descrito em revisão sobre câncer de mama (Zasadil et al., 2014), os níveis de PTX nos 

tumores primários estão bem abaixo dos necessários para provocar uma redução mitótica 

sustentada, motivo pelo qual tem desenvolvidas novas tecnologias, visando melhorar a 

capacidade de penetração desta droga no tumor, em doses menores, e melhorar sua efetividade. 

Um exemplo disto são as nanopartículas HydroHA carregadas especificamente com PTX, que 

são capazes de absorver efetivamente o medicamento altamente hidrofóbico, mostraram 

citotoxicidade seletiva para células cancerosas que superexpressam o marcador de superfície 

CD44 (Zasadil et al., 2014). Outros estudos combinaram a tecnologia de nanopartículas 

biotinilizadas com radioimunoterapia prévia, marcando inicialmente as células CD44 positivas 

para poder fazer em seguida o uso das nanopartículas de PTX biotinilizadas direcionadas contra 

estas células, melhorando assim a eficácia e distribuição do medicamento. (Saravanakumar et 

al., 2010; Bushman et al., 2013). 

 Com relação ao aumento do número de células positivas somente para CD326 em ambas 

linhagens celulares aqui estudadas, que foi acompanhado de aumento significativo da IMF para 

este marcador, fenômeno semelhante foi observado em três linhagens celulares derivadas de 

câncer de mama, que mostraram aumento de número de células CD44+/CD24-/CD326+  depois 

do tratamento com PTX (Fillmore e Kuperwasser, 2008). Os mesmos autores demonstraram 

em modelo ortotópico, que as células CD44+/CD24-/CD326+ têm propriedades de 

autorrenovação e que são necessárias apenas 100 células para formação tumoral, em 

comparação com as 100.000 células CD44+/CD24- necessárias para produzir um tumor. Em 

outras palavras, a adição do marcador CD326 é suficiente para aumentar a capacidade de 

formação tumoral (Fillmore e Kuperwasser, 2008). 

 No presente trabalho, CIS não modificou a distribuição das células das linhagens SCC-

9 ZsG e LN-1A. No entanto, a IMF para CD44 aumentou significativamente em ambas as 

linhagens em decorrência do tratamento com as duas concentrações de CIS estudadas. De 

acordo, foi observado por Naik et al. (2018) que células FADU (derivadas de carcinoma de 
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hipofaringe) resistentes a CIS apresentaram maior expressão de CD44 assim como de outras 

enzimas associadas à resistência a quimioterápicos, como ABCB1 (glicoproteína P) e 

ADAM17. Neste mesmo estudo, uma análise retrospectiva da expressão de CD44, ABCB1 e 

ADAM17 e sua correlação a fatores clínico-patológicos em 60 biopsias de pacientes com 

CCEO demonstrou que a coexpressão de CD44/ABCB1/ADAM17 correlaciona-se 

significativamente com tumores pobremente diferenciados. Ghosh et al. (2016) desenvolveram 

duas linhagens celulares de CCEO resistentes a CIS e, por meio de western blotting, 

demostraram que estas tiveram um aumento na produção de marcadores de CTC em 

comparação com as células parentais. Mais especificamente, estes autores observaram aumento 

na expressão de CD44, c-Myc, Oct-4, assim como de proteínas associadas a quimioresistencia 

e sobrevivência, como-glicoproteína-P, survivina e β-catenina. É importante também salientar 

que a expressão de CD44 é consideravelmente mais alta na linhagem celular SCC084/R 

(proveniente de um CCEO recorrente) do que na linhagem celular SCC131/R, de origem 

primária, indicando, juntamente com resultados de outros autores, que CD44 está 

correlacionado com a recorrência local no CCEO e no CCE de cabeça e pescoço (Valiyaveedan, 

2015; Sawant et al., 2016). 

Nikitakis et al. (2018) descreveram aumento da expressão proteica de vários marcadores 

associados a CTC, como CD44, ALDH1, ABCG2 e Bmi1, como consequência do tratamento 

com CIS em diferentes linhagens celulares derivadas de CCEO. No presente trabalho, a IMF 

para CD326 também foi influenciada pela CIS, que provocou aumento significativo e gradativo 

da positividade para este marcador tanto na linhagem SCC-9 ZsG como na LN-1A. Aumento 

da expressão de CD326 foi descrito previamente em células tumorais obtidas da ascite de 

pacientes com câncer ovário, as quais depois de serem isoladas foram tratadas com CIS a 

2,5µg/mL, mostraram maior positividade para outros marcadores de CTC, como CD44, CD117 

e CD133 (Latifi et al., 2011). Mais recentemente, Sun et al. (2018) descreveram que na 

linhagem celular OE-19, derivada de adenocarcinoma da junção esôfago-gástrica, após o 

tratamento com uma combinação de CIS, adriamicina e 5-fluorouracil, exibiu incremento na 

quantidade de células CD326 positivas. Estes mesmos autores mostraram por meio de western 

blotting, que as células derivadas de mucosa esofágica benigna ou de mucosa esofágica de 

Barret (pré-maligna) não produzem a proteína CD326. 

 Nosso grupo de pesquisa tem estudado há vários anos compostos que inibem a enzima 

FASN, principalmente ORL. Estes trabalhos demonstraram sua eficácia em linhagens celulares 

e modelos animais de CCEO e de melanoma pela redução da proliferação, aumento das taxas 

de apoptose, diminuição da disseminação metastática, além da modulação tanto da angiogênese 
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como da linfangiogênese (Carvalho et al., 2008; Seguin et al., 2012; Agostini et al., 2014; 

Almeida LY, 2015; Bastos et al., 2017; Moreira FS, 2017). Também em nosso laboratório, 

outro estudo identificou CTC com marcadores de superfície por meio de citometria de fluxo, 

nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A (Cuadra Zelaya FJM, 2016) Recentemente, novos e 

potentes inibidores de FASN têm sido desenvolvidos, como é o caso do fármaco TVB-3166 e 

seus análogos, com atividade antitumoral em linhagens celulares e modelos animais de diversas 

neoplasias malignas reforçam as evidências de que a inibição de FASN com esta família de 

fármacos pode representar uma estratégia futura para o tratamento do câncer (Ohol et al., 2015; 

Ventura et al., 2015; Heuer et al., 2017; Zaytseva et al., 2018; Jafari et al., 2019; Tao et al., 

2019). O TVB-2640, um dos análogos do TVB-3166, está no momento sendo testado em fase 

clínica em pacientes com tumores sólidos (ClinicalTrials.gov:NCT03179904) em forma de 

monoterapia ou combinado com outros agentes como PTX, apresentando excelente 

biodisponibilidade pela via oral e evidências de tolerabilidade clínica satisfatória (O’Farrell, et 

al. 2015; Dean et al., 2016). 

 Em nossas mãos, TVB-3166 mostrou efeito antitumoral sobre a linhagem celular SCC-

9 ZsG e sua derivada metastática LN-1A, com diminuição da viabilidade celular, acúmulo das 

células na fase G0/G1 e redução da fase S, retardo da capacidade migratória (apenas nas células 

SCC-9 ZsG) e aumento da adesão à matriz extracelular (Aquino IG, 2019). As IC50 de TVB-

3166 utilizadas no presente estudo foram obtidas durante a pesquisa acima descrita. Os 

resultados desta tese mostram que as células que sobreviveram ao tratamento com as duas 

concentrações testadas de TVB-3166, de ambas as linhagens, não tiveram seu perfil modificado 

em relação às células controle (uma população CD44+/CD326+ e outra CD44-/CD326+). Fato 

semelhante ocorreu com a IMF para CD44 e CD326 nas células SCC-9 ZsG, que não foram 

significativamente alteradas pela exposição à droga. Por outro lado, na linhagem LN-1A, 

observou-se duas populações CD44 positivas, uma com alta e outra com baixa expressão desta 

molécula de superfície. Nas células com baixa expressão, esta foi significativamente reduzida 

pelo tratamento com 18,5 µM de TVB-3166, em comparação às células controle, ao contrário 

da população altamente positiva, que não se modificou pelos tratamentos realizados. Por fim, 

nesta mesma linhagem, a IMF de CD326 sofreu diminuição significativa pela exposição ao 

TVB-3166, nas duas concentrações estudadas. 

 Com relação ao ORL, no presente estudo foi utilizada a IC50 de 280 µM, obtida 

anteriormente em nosso laboratório no trabalho de Moreira, (2017), para ambas linhagens 

celulares. Assim como TVB-3166, o ORL não alterou o perfil de positividade das populações 

existentes nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A, em comparação às células controle. No entanto, 
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a IMF de CD44 apresentou discreto, porém significante do ponto de vista estatístico, aumento 

nas células SCC-9 ZsG tratadas com a metade da IC50 desta droga (140 µM). Da mesma 

maneira, a IMF de CD326 foi levemente aumentada nas células expostas a IC50 (280 µM) de 

ORL, porém sem diferença do ponto de vista estatístico. A IMF para CD44 e CD326 não foram 

modificadas por ORL na linhagem metastática LN-1A. Zaytseva et al. (2012), demostraram, 

em linhagens celulares de câncer colorretal humano, que a inibição das enzimas lipogênicas 

ATP citrato-liase (ACLY) e FASN provoca diminuição da expressão de CD44, sendo mais 

pronunciada em células com knockdown para FASN do que para ATP citrato liase. Segundo 

estes mesmos autores, o tratamento da linhagem celular de adenocarcinoma de cólon HT29 com 

C-75, um inibidor sintético de FASN, também leva a uma diminuição dose-dependente da 

expressão de CD44, fenômeno similar ao que no presente estudo foi observado na linhagem 

metastática LN-1A, quando exposta à metade da IC50 de TVB-3166. 

 Em conjunto, nossos resultados mostram que PTX e CIS provocam mudanças na 

distribuição das células nas populações CD44+/CD326+ e CD44-/CD326+, assim como uma 

diminuição significativa da positividade para CD44 e aumento na marcação para CD326. Por 

outro lado, os inibidores de FASN TVB-3166 e ORL não modificam de maneira evidente os 

perfis populacionais e as IMF em ambas as linhagens celulares estudadas. O isolamento de 

populações celulares com diferentes fenótipos na presente pesquisa permitirá a realização de 

estudos futuros da ação das drogas estudadas sobre subtipos celulares distintos, bem como do 

comportamento biológico deles em modelos xenográficos e ortotópicos de CCEO. 

 Em contraste com os experimentos de imunofenotipagem, o ensaio de isolamento das 

subpopulações mostrou dois fenótipos não observados anteriormente: células dupla negativas 

tanto para CD44 como para CD326 (CD44-/CD326-) e células positivas somente para CD44 

(CD44+/CD326-) nas duas linhagens aqui estudadas,  assim como uma população com 

expressão maior do marcador CD44 (CD44High/CD326-), identificada exclusivamente na 

linhagem LN-1A. É possível que a presença da proteína ZsG em nossas linhagens celulares, 

com o subsequente necessidade de ajuste de sobreposição/compensação nos demais canais no 

citômetro de fluxo FACSCalibur, seja a causa desta diferença. O citômetro de fluxo usado para 

o isolamento foi o FACSAriaTMFusion (BD Biosciences), que permite compensação de todos 

os detectores, no sendo possível isto no FACSCalibur. 

 Cada uma das subpopulações celulares isoladas das duas linhagens de CCEO estudadas 

apresentou morfologia e variações na síntese de proteínas características. O fenótipo (b) 

CD44+/CD326- da linhagem LN-1A apresentou maior quantidade de FASN, vimentina e slug, 

no entanto, o mesmo fenótipo isolado da SCC-9 ZsG revelou quantidades maiores de n-
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caderina, vimentina e slug. As células de ambas linhagens portadoras do fenótipo (b) formam 

ilhas células fusiformes entremeadas por células poligonais isoladas, que não formam ninhos. 

Em trabalhos prévios desenvolvidos com células derivadas de tumores e/ou linhagens CCE de 

cabeça e pescoço (Prince et al., 2007; Okamoto et al., 2009) foi descrito que células positivas 

exclusivamente para CD44, ou com alta expressão deste, com ou sem associação a outros 

marcadores de superfície, representam a CTC. No presente estudo também foi observada 

subpopulação com fenótipo CD44High/CD326-, isoladas somente na linhagem metastática LN-

1A, com morfologia alongada e formando ilhas em forma de remoinhos. Nos experimentos de 

western blotting, estas células apresentaram a maior quantidade de n-caderina e slug, a segunda 

maior quantidade de vimentina e a menor de e-caderina e FASN. Biddle et al. (2011), 

trabalhando com os marcadores CD44 e CD326, descreveu dois fenótipos muito similares aos 

aqui encontrados nas linhagens celulares CA1, Met1 e Met, derivadas de CCEO de assoalho de 

boca e de CCE cutâneo. Especificamente, o fenótipo CD44High/CD326low apresentou 

morfologia fibroblast-like, com alta expressão de RNAs mensageiros para vimentina, baixa 

expressão de e-caderina e, somente na linhagem Met2, observou-se alta expressão de RNAs 

mensageiros para snail e twist. O fenótipo CD44High/ESAlow é descrito por estes autores como 

um fenótipo de TEM, sendo também ALDH1 positivo. Portanto, podemos sugerir que o 

fenótipo (g) de nosso trabalho (CD44High/CD326-) também represente um subgrupo da 

linhagem LN-1A em TEM. Nossos fenótipos com a expressão exclusiva de CD44 associada ao 

padrão de produção proteica pode também estar associado ao processo de TEM, porém sem 

aquisição das características morfológicas. 

 O fenótipo (c), com expressão CD44+/CD326low, de ambas linhagens, apresenta 

células com as características morfológicas muito similares aquelas do fenótipo (b), 

CD44+/CD326-. Em relação a produção proteica, o fenótipo (c) de ambas as linhagens celulares 

apresenta baixa quantidade de FASN, de e-caderina e alta produção de n-caderina, vimentina e 

slug. Nos resultados da imunofenotipagem na presença de PTX, estas populações aumentaram 

significativamente a expressão de CD44 e de CD326, que foi gradativo dependendo das doses 

de PTX e sugere resistência à droga. Biddle et al. (2016), demostraram com a linhagem célular 

CA1, derivada de CCEO de assoalho de boca, que as células CD44High/CD326low /CD24- 

têm características de EMT são resistentes ao PTX. No trabalho de Cuadra Zelaya (2016, dados 

ainda não publicados), demonstrou-se que tanto a linhagem SCC-9 ZsG como a LN-1A são 

negativas ou têm baixa expressão de CD24. 

 As subpopulações com fenótipo CD44High/CD326High (d), tanto da linhagem SCC-9 

ZsG como LN-1A, são principalmente poligonais ou poliédricas e formam ninhos com células 
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alongadas em sua periferia, com um terceiro tipo de células, de menor tamanho, arredondadas 

e dispersas entre os ninhos celulares. Este fenótipo, na linhagem SCC-9ZsG produz a maior 

quantidade de FASN em comparação com as outras linhagens, sendo o menor produtor de e-

caderina e com quantidade significativa de slug. Já na linhagem LN-1A, este fenótipo 

apresentou quantidades similares de FASN, e-caderina, vimentina, no entanto, alta quantidade 

da proteína slug. Biddle et al. (2011) descreveram este mesmo fenótipo (CD44High/ESAHigh) 

com características morfológicas mais epiteliais e formando ninhos, com alta expressão de 

RNAs mensageiros para e-caderina. Ao mesmo tempo, estas células foram negativas para 

ALDH1, fenótipo não associado a TEM. 

 As células com fenótipo CD44-/CD326+ (f) e com fenótipo CD44low/CD326High, tanto 

da linhagem SCC-9 ZsG como LN1-A, são muito similares morfologicamente, apresentando-

se poliédricas e formando ilhas. Com relação à produção das proteínas aqui estudadas, são as 

maiores produtoras de FASN e e-caderina, apresentando as menores quantidades de n-caderina, 

e vimentina e slug. A população CD44-/CD326+ aquela na qual paclitaxel aumentou tanto o 

tamanho como a expressão da molécula CD326, tanto na linhagem SCC-9 ZsG como na 

linhagem metastática LN-1A. Este padrão está provavelmente associado a resistência a 

quimioterapia em nossas linhagens celulares, de acordo com Sun et al. (2018), que 

evidenciaram aumento da expressão de CD326 com tratamentos quimioterápicos em linhagens 

de adenocarcinoma esofágico. Não há relatos na literatura de CTC em tumores ou linhagens 

celulares de CCEO com expressão exclusiva de CD326. No entanto, a superexpressão de 

CD326 está associada a progressão tumoral e pior prognóstico em câncer gástrico, pancreático 

e colorretal (Fong et al., 2014; Kim et al., 2016; Dai et al., 2017). 

 As células duplamente negativas (CD44-/CD326-) em ambas linhagens celulares, são 

populações heterogêneas do ponto de vista morfológico como de produção de proteínas 

associadas a EMT. É possível especular aqui que o replaqueamento em cultura aderente e 

expansão destas células provocou a reexpressão de CD44 e CD326, o que explicaria estes 

achados. Estudos prévios de CTC demostraram que a ausência de marcação para CD44 não é 

característica de CTC (Al-Hajj et al., 2003; Prince et al., 2007). 

 A identificação de CTC a partir da dupla marcação positiva para CD44 e CD326 está 

descrita também em CCE colorretal (Dalerba et al., 2007; Leng et al., 2018). É importante 

destacar que a identificação precisa de CTC é complexa e deve ser realizada pela combinação 

de marcadores e que quimioterápicos podem provocar a perda da expressão de alguns 

marcadores e/ou aumento da expressão de outros. PTX e CIS modulam significativamente a 

expressão de CD44/CD326, o que não ocorre com as drogas inibidoras de FASN (TVB-3166 e 
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ORL) aqui estudadas. A combinação CD44/CD326 revelou populações resistentes a 

quimioterápicos e populações com características TEM. A realização de ensaios funcionais e a 

inoculação destes fenótipos em modelo animal se fazem necessárias para mostrar quais destes 

fenótipos estão associados a CTC. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• PTX diminui as populações CD44+/C326+, aumenta as populações CD44-CD326+ e a 

expressão de CD326, tanto da linhagem SCC-9 ZsG como na linhagem metastática LN-

1A.  

• Cisplatina não modifica as populações CD44+/C326+ e CD44-/CD326+, mas aumenta 

progressivamente a expressão de CD44 e CD326, tanto da linhagem SCC-9 ZsG como 

da linhagem metastática LN-1A. 

• ORL e TVB-3166 não modificam as populações CD44+/C326+ e CD44-/CD326+ nas 

duas linhagens estudadas, porém TVB-3166 diminui a expressão de CD44Low e CD326 

na linhagem LN-1A. A ½ da IC50 de ORL aumenta a expressão de CD44 na linhagem 

SCC-9 ZsG. 

• As subpopulações com fenótipo (b) (CD44+/CD326-) e (c) (CD44+/CD326Low), tanto da 

linhagem SCC-9 ZsG como da linhagem LN-1A, são formadas predominantemente por 

células isoladas com morfologia fusiforme, alta produção dede n-caderina, vimentina e 

slug e baixa produção de e-caderina. 

• As subpopulações com fenótipo (f) (CD44-/CD326+) e (e) (CD44low/CD326High), tanto 

da linhagem SCC-9 ZsG como da linhagem LN-1A, apresentam morfologia poligonal 

e aspecto epitelial, com formação de ninhos, alta produção e-caderina, FASN e baixa 

produção de slug, vimentina e n-caderina. 

• A subpopulação com fenótipo (g) (CD44High/CD326-) é exclusiva da linhagem LN-1A 

e apresenta morfologia fusiforme, com alta produção de n-caderina, vimentina, slug e 

baixa produção de e-caderina.
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APÊNDICE 1. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD133 nas linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A 

expostas ao PTX, nas concentrações de 1 ou 50 µM por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD133 nas mesmas células mostradas em A. Os 

gráficos de coluna representam a média de dois experimentos independentes. * p<0,1, ** p<0,01, *** p<0,001. Anova One way com teste de 

Dunnet. 
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APÊNDICE 2. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD133 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a 

CIS em concentrações de 6 µM (1/2 IC50) e 12 µM (IC50) por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD133 nas mesmas células mostradas em A. Os 

gráficos de barra representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; ** p<0,01. Anova One way com teste de Dunnet. 
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APÊNDICE 3. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD133 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações 

de 15 e 18,5 M (1/2 IC50) ou 30 e 37 M (IC50) do inibidor de FASN TVB-3166 por 48 horas. (B) IMF de CD133 nas mesmas células mostradas 

em A. Os gráficos de coluna representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,1. Anova One way. 
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APÊNDICE 4. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD133 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações 

de 140 µM (1/2 IC50) e 280 µM (IC50) de ORL por 48 horas. (B) IMF para CD133 nas mesmas células mostradas em A. Os gráficos de coluna 

representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; **p<0,01. Anova One way. 
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APÊNDICE 5. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD271 nas linhagens celulares SCC-9 ZsG e LN-1A 

expostas ao PTX, nas concentrações de 1 ou 50 µM por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD271 nas mesmas células mostradas em A. Os 

gráficos de coluna representam a média de dois experimentos independentes. * p<0,1, ** p<0,01, *** p<0,001. Anova One way com teste de 

Dunnet. 
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APÊNDICE 6. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão dos marcadores CD44 e CD271 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a 

CIS em concentrações de 6 µM (1/2 IC50) e 12 µM (IC50) por 48 horas. (B) Análises da IMF para CD271 nas mesmas células mostradas em A. Os 

gráficos de barra representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,1, ** p<0,01, *** p<0,001. Anova One way com 

teste de Dunnet. 
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APÊNDICE 7. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD271 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações 

de 15 e 18,5 M (1/2 IC50) ou 30 e 37 M (IC50) do inibidor de FASN TVB-3166 por 48 horas. (B) IMF de CD271 nas mesmas células mostradas 

em A. Os gráficos de coluna representam a média de dois experimentos independentes. C: controle; * p<0,1. Anova One way. 
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APÊNDICE 8. (A) Imagens de dot plot mostrando a expressão de CD44 e CD271 nas linhagens SCC-9 ZsG e LN-1A expostas a concentrações 

de 140 µM (1/2 IC50) e 280 µM (IC50) de ORL por 48 horas. (B) IMF para CD271 nas mesmas células mostradas em A. Os gráficos de coluna 

representam a média de dois experimentos independentes. * p<0,1. Anova One way com teste de Dunnet. 
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ANEXO 1 – VERIFICAÇÃO DE ORIGINALIDADE E PREVENÇÃO DE PLÁGIO 

EFEITOS DO PACLITAXEL, CISPLATINA E INIBIDORES DA ENZIMA ÁCIDO GRAXO 

SINTASE NA EXPRESSÃO DE MARCADORES ASSOCIADOS ÀS CÉLULAS-TRONCO 

DO CÂNCER E ISOLAMENTO DE SUBPOPULAÇÕES EM LINHAGENS CELULARES 

DE CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS ORAL 

 


