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RESUMO 

Introdução: O câncer de boca pode ter origem a partir de alterações em nível 

molecular nas células da mucosa que levam ao surgimento de lesões 

potencialmente malignas. As células tumorais utilizam vários mecanismos para 

invadir os tecidos adjacentes e essas invasões dependem muito do consumo de 

energia. Sob condições de privação de energia, as células cancerígenas 

adaptam tanto a sua atividade citoesquelética, como o seu metabolismo para 

poupar energia e garantir a migração. A compreensão dessa adaptação pode 

auxiliar na identificação de pontos de intervenção que possam diminuir a 

disseminação e metástase de células tumorais, e que podem contribuir para o 

tratamento no processo de carcinogênese oral.  

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento celular através 

da modulação da via glicolítica e da via das pentoses através da inibição da 

piruvato desidrogenase quinase e da inibição da glicose-6-fosfato desidrogense 

(via das pentoses). As linhagens celulares utilizadas nos experimentos foram 

CAL27 e SCC9 (carcinoma espinocelular oral) e HACAT (queratinócitos). 

Métodos: Foram utilizados dois inibidores, dicloroacetato de sódio (DCA) e 6-

aminonicotinamida (6-AN) em concentrações já estabelecidas, por períodos de 

24 e 48 horas. A avaliação do efeito dos inibidores na saúde celular foi realizada 

através do método colorimétrico da sulforodamina B (SRB), onde foram 

avaliados os efeitos citotóxicos desses compostos nos respectivos períodos de 

incubação. Após, foi realizado o ensaio de migração celular através da técnica 

de time-lapse, para avaliar o efeito dos inibidores em parâmetros como 

velocidade de migração e a direcionalidade das células. Para avaliar o efeito dos 

inibidores em modelos que mimetizem um organismo, foi utilizada a cultura 

organotípica. Os parâmetros de velocidade, direcionalidade, área e perímetro 

foram obtidos utilizado o software image J. 

Resultados: O 6-AN afeta a proliferação celular das linhagens tumorais e 

queratinócitos normais partir de 24h. Na migração, o inibidor teve impacto 

significativo na velocidade e direcionalidade de migração da linhagem HACAT. 

Nos resultados envolvendo células displásica Cal27 apresentou resultados 

significativos na velocidade e direcionalidade nos tempos avaliados. A linhagem 

SCC9 apresenta diminuição na velocidade e direcionalidade. Nos resultados de 

adesão célula-célula. O inibidor 6-AN provocou diminuição significativa somente 



 

 

na area nas células displásicas (CAL27) e   SCC9, envolvendo os resultados do 

DCA na proliferação, sua ação afeta as linhagens celulares HACAT, CAL27 e 

SSC9 a partir de 24 horas. Na análise da migração, o DCA diminui 

significativamente na direcionalidade nas células HACAT no tempo 24 horas e 

48 horas. Na CAL27 no tempo 48 e 72 horas tanto na velocidade como 

direcionalidade. Na linhagem SSC9 foi no tempo de 48 e 72 horas na velocidade 

e na direcionalidade no tempo 24,48 e 72 horas. Em relação a velocidade DCA 

obteve efeito na linhagem SSC9 no tempo de 48 horas. O DCA não provocou 

impacto significativo na adesão célula-célula nas linhagens Hacat, mas na 

CAL27 e SSC9, possui impacto significativo tanto na área como no perimetro. 

Conclusão  

Pela primeira vez, este estudo apresentou evidências dos efeitos da 

modulação de vias metabólicas centrais, utilizando estes inibidores, no 

comportamento das células do carcinoma espinocelular oral (CEC ORAL). 

Obtivemos resultados significativos ao analisar os efeitos dos medicamentos 

6AN e DCA em experimentos específicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Abstract 

Introduction: Mouth cancer may originate from changes at the molecular level 

in mucosal cells that lead to the emergence of potentially malignant lesions. 

Tumor cells use several mechanisms to invade adjacent tissues and these 

invasions depend largely on energy consumption. Under conditions of energy 

deprivation, cancer cells adapt both their cytoskeletal activity and their 

metabolism to save energy and ensure migration. Understanding this adaptation 

can help identify intervention points that can reduce the spread and metastasis 

of tumor cells, and that can contribute to treatment in the process of oral 

carcinogenesis. 

Objective: The objective of this work was to evaluate cellular behavior through 

modulation of the glycolytic pathway and the pentose pathway through the 

inhibition of pyruvate dehydrogenase kinase and the inhibition of glucose-6-

phosphate dehydrogense (pentose pathway). The cell lines used in the 

experiments were CAL27 and SCC9, from keratinocytes (HACAT). 

Methods: Two inhibitors were used, sodium dichloroacetate (DCA) and 6-

aminonicotinamide (6-AN) at already established concentrations, for periods of 

24 and 48 hours. The evaluation of the effect of inhibitors on cellular health was 

carried out using the sulforhodamine B (SRB) colorimetric method, where the 

cytotoxic effects of the compounds were evaluated in the respective incubation 

periods. Afterwards, the cell migration assay was carried out using the time-lapse 

technique, to evaluate the effect of the inhibitors on parameters such as migration 

speed and cell directionality. To evaluate the effect of inhibitors in models that 

mimic na organism, organotypic culture was used. The speed, directionality, área 

and perimeter parameters were obtained using the image J software. 

Results: 6-AN affects cell proliferation of tumor lines and normal keratinocytes 

after 24 hours. In migration, the inhibitor had a significant impact on the migration 

speed of the HACAT strain. In the results involving dysplastic Cal27 cells, there 

were no significant differences in speed and directionality at any of the 

concentrations and times evaluated. The SCC9 lineage shows decreased speed. 

In cell-cell adhesion results. The 6-AN inhibitor caused a significant decrease in 



 

 

dysplastic cells (CAL27). At SCC9, 6-AN impacted the area within 72 hours. 

Involving DCA results in proliferation, its action affects the HACAT, CAL27 and 

SSC9 cell lines within 48 hours. In the migration analysis, DCA significantly 

decreased directionality in HACAT cells at 24 hours and 48 hours. At CAL27 in 

time 72 hours. In the SSC9 lineage it took 48 hours. Regarding speed, DCA had 

an effect on the SSC9 line within 48 hours. DCA did not cause a significant impact 

on cell-cell adhesion in the Hacat and SSC9 lines, but it has a significant impact 

on the CAL27 line in the area at 0 hour. 

Conclusion 

For the first time, this study presented evidence of the effects of modulating 

central metabolic pathways, using these inhibitors, on the behavior of oral 

squamous cell carcinoma (OSCC) cells. We obtained significant results when 

analyzing the effects of 6AN and DCA drugs in specific experiments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

LISTA DE FIGURAS  

 

Figura 1: histologia de lesões orais  

Figura 2: progressão neoplásica  

Figura 3: transição epitélio mesênquima  

Figura 4: transição epitelial para mesenquimal e plasticidade  

Figura 5: metabolismo do câncer  

Figura 6: equilíbrio redox  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  

 

6-AN: 6 aminonicotinamida 

Akt/PKB: Serina/treonina quinase 

AKT: Proteina quinase B 

AMPK: proteína quinase ativada por adenosina monofosfato 

ATP: Trifosfato de adenosina 

Bax: Proteina associada a BCL-2 

Bcl-2: Proteína anti-apoptótica da família da B 

BH3: Proteina derivada BCL-2 

B-Raf: Proto-oncogene B-Raf, serina/treonina quinase  

CD8: Linfócito citotóxico  

CEC: Oral Carcinoma espinocelular oral  

DCA: Dicloacetato de Sódio  

DNA: Ácido desoxirribonucleico  

DPMs: Doenças potencialmente malignas  

ECM: Matriz extracelular 

EROs: Espécies reativas de Oxigênio  

F6P: Frutose 6 fosfato  

FGF1: Fator de crescimento de fibroblastos 1  

G6P: Glicose-6-fosfato 

G6PD: Glicose-6-fosfato-desidrogenase  

GLUTs: Transportador de glicose  

GSH: Glutationa reduzida  

GSSG: Glutationa oxidada  

GTPase: Proteína 1 ativadora de RacGTPase 

HIF1α: Fator de transcrição induzido alfa 1 

HIF2α:Fator de transcrição induzido alfa 2 

HPV:Papiloma Vírus Humano 

IAR: Agencia Internacional de Pesquisa Contra Câncer   

INCA: Instituto Nacional do Câncer  



 

 

MCT: Transportadores de monocarboxilatos  

mTor: alvo mecanístico da rapamicina quinase Proteína alvo da Rapamicina 

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

NK: Células natural killer   

P53: Proteína pró-apoptótica p53 

PDH: Piruvato desidrogenase  

PDk: Piruvato desidrogenase Kinase 

PFK-1: Fosfofrutoquinase-1 

PI3K: Fosfatidilinositol 3-quinase 

PKM2: Piruvato quinase M2 

Slug: Proteína transcricional ligado a zinco 

Snail: Proteína Transcricional 1 da família caracol  

SOD: Enzima superóxido dismutase  

SRB: Sulforodamina B 

TAL: Enzima transaldose 

TEM: Transição Epitélio-Mesênquima 

TGF-β: O fator de crescimento transformador beta  

TKTL: Enzima transcetolase 

TP53: Gene que codifica a P53 

TSP-1: Trombospondina-1 

TWIST: fator de transcrição bHLH da família twist 1 Fator de transcrição hélice 

VEGF-A: Fator de crescimento do endotélio vascular A 

VEGFR: Receptor do fator de crescimento do endotélio vascular  

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

Sumário 

 
Introdução  ................................................................................................................................. 14 

1.1 Câncer ............................................................................................................................... 15 

1.2 Desordens potencialmente malignas ................................................................................ 15 

1.3 Etiopatogenia   ................................................................................................................... 16 

1.4 Incidência e prevalência do câncer oral   .......................................................................... 16  

1.5 Histopatologia   .................................................................................................................. 17  

1.6 Câncer Hallmarks   ............................................................................................................ 18  

1.6.1 Célula tumoral e sua imortalidade .............................................................................. 19 

1.6.2 Resistência a apoptose   ............................................................................................ 20  

1.6.3 Surgimento de metástase    ....................................................................................... 21  

1.6.4 Induzido angiogênese     ............................................................................................ 21  

1.6.5 Ativando invasão     .................................................................................................... 22  

1.6.6 Metabolismo energético tumoral  ............................................................................... 23  

1.6.7 A Transição Epitelial Mesenquimal (TEM) Regula a Invasão e Metástase  .............. 24  

1.6.8 Características candidatas desenvolvimento do Câncer   ......................................... 25  

1.6.9 Transição epitélio mesênquima e plasticidade    ....................................................... 26  

2. Células tumorais e via glicolítica  ........................................................................................ 29 

3. Relação metabolismo e plasticidade .................................................................................. 33 

3.1 Equilíbrio redox através da via das pentoses fosfato (PPP)  ............................................ 33 

3.2 Como a célula tumoral utiliza NADPH ao seu favor contra espécies reativas de oxigênio 
(EROS) .................................................................................................................................... 34 

4. Hipótese  ................................................................................................................................ 37 

5.Objetivos  ................................................................................................................................ 38 

5.1 Objetivos Gerais  ............................................................................................................... 38 

5.2 Objetivos Específicos  ....................................................................................................... 38 

6. Materiais e Métodos  ............................................................................................................. 39 

6.1 Aspectos éticos  ................................................................................................................ 39 

6.2 Deliamento do Estudo   ..................................................................................................... 39 

6.3 Reagentes e cultura celular    ............................................................................................ 39 

6.3.1 Linhagens celulares ................................................................................................... 39 

6.3.2 Reagentes que foram utilizados ................................................................................. 39 

6.3.2 Cálculo da Amostra .................................................................................................... 39 

6.4 Ensaio de proliferação ....................................................................................................... 40 

6.5 Ensaio por Esferoides  ...................................................................................................... 41 

6.6 Ensaio por migração.......................................................................................................... 41 

6.7 Analise por estatística  ...................................................................................................... 41 

7. Resultados  ............................................................................................................................ 42 

7.1 Resultados apresentados no artigo1 ................................................................................ 42 



 

 

Resultados não foram publicados  ...................................................................................... 43 

7.2 Resultados apresentados no artigo 2................................................................................ 61 

Resultados não foram publicados  ...................................................................................... 61 

8. Discussão integrada  ............................................................................................................ 64 

Anexo l  ....................................................................................................................................... 85 

Anexo ll ....................................................................................................................................... 86 

9.Conclusão  .............................................................................................................................. 87 

10. Referências  ......................................................................................................................... 88 

 

 

 

 



14 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

 

Câncer é uma doença caracterizada pelo crescimento celular desordenado 

sendo que tais células podem invadir os tecidos adjacentes e se disseminar para 

outros órgãos da através da circulação (metástase) (1). O câncer de boca 

engloba um conjunto de neoplasias que acometem a cavidade bucal em suas 

mais variadas etiologias e aspectos histopatológicos. É considerado um 

problema de saúde pública em diversos países, devido ao grande número de 

casos e altas taxas de morte (2). Em todo o mundo, o câncer de boca é a 15a 

causa de morte e a 16ª neoplasia maligna mais comum. A incidência de câncer 

bucal é de 4 casos em 100.000 casos e varia dependendo do país, raça, idade, 

sexo e situações socioeconômicas.  

Os fatores de risco para câncer bucal incluem fatores genéticos e 

ambientais e condições físicas. As discrepâncias por país podem dever-se à 

educação preventiva e à cultura (3). Aproximadamente 657.000 novos casos e 

330.000 mortes subsequentes devido ao câncer bucal foram relatados em todo 

o mundo a cada ano. Beber excessivamente e fumar são comportamentos 

relacionados à saúde que podem levar ao aumento do risco de ocorrência de 

câncer bucal. Embora o estatuto socioeconômico tenha sido enfatizado e 

associado ao aumento da incidência do câncer oral, também foi demonstrado 

que as áreas altamente urbanizadas também apresentam maior risco a esta 

doença (4). Em torno de 95% dos casos de câncer de boca são do tipo 

Carcinoma Espinocelular Oral (CEC Oral), sendo sítios mais comuns os lábios, 

a borda da língua e o assoalho da língua. O tabaco e o álcool, associados à 

predisposição genética, têm sido relatados na literatura como os principais 

fatores de riscos para o CEC oral (5). 

O desenvolvimento da carcinogênese oral é um processo multifocal 

altamente complexo que ocorre quando o epitélio escamoso é afetado por várias 

alterações genéticas. A carcinogênese oral começa com a transformação de um 

número limitado de queratinócitos normais. Essa transformação pode ser 

expressa por meio de alterações citogenéticas e processos epigenéticos que 
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modificam a progressão do ciclo celular, mecanismos de reparo de DNA, 

diferenciação celular e apoptose, e podem ser causados por mutação aleatória, 

pela exposição a uma variedade de fatores biológicos, carcinógenos ou erros em 

o processo de reparo do DNA (6). O uso de várias técnicas de biologia molecular 

para diagnosticar lesões pré-cancerosas orais pode melhorar significativamente 

a detecção precoce de alterações que são invisíveis ao microscópio. Isso 

identificaria pacientes com alto risco de desenvolver câncer oral (7). 

 

1.2 Desordens potencialmente malignas  

 

CEC oral pode ser procedido por lesões denominadas desordens 

potencialmente malignas (DPMs). As DPMs, se não tratadas, podem levar ao 

câncer. O termo foi descoberto em 1875 pelo médico romeno Victor 

Babeş. DPMs são relativamente comuns, ocorrendo em cerca de 2,5% da 

população geral e são um alvo importante para a prevenção do câncer oral (8). 

Clinicamente, as DPMs se classificam em leucoplasia que são 

consideradas como uma macha branca, não removível por raspagem e que não 

pode ser classificada como qualquer outra doença ou em eritroplasia, uma placa 

vermelha que não pode ser diagnosticada clinica ou patologicamente como 

qualquer outra condição (9). 

Histologicamente, as DPMs são caracterizadas inicialmente por aumento 

no espessamento da camada de queratina (hiperceratose) e da atividade 

proliferativa da camada basal do epitélio (hiperplasia), por acumulo de 

mutações, e podem ser observadas como modificações no tamanho e forma, 

além de um grande número de alterações mitóticas (displasia) (10). A presença 

de displasia epitelial é considerada o fator mais importante na determinação do 

risco de transformação em lesões cancerígenas (11). 

 

1.3 Etiopatogenia 

 

A etiopatogenia do CEC oral tem dois fatores importantes para 

desenvolvimento, que são fatores extrínsecos e intrínsecos. Os extrínsecos 

estão envolvidos com estilo de vida, incluindo o consumo de tabaco que continua 

a prevalecer como o risco de câncer mais importante, pois sozinho é responsável 
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por milhões de mortes por câncer anualmente. A relação entre tabagismo e 

câncer oral foi estabelecida firmemente por estudos epidemiológicos. Os 

carcinógenos mais importantes na fumaça do tabaco são os hidrocarbonetos 

aromáticos (12). O álcool também é considerado como fator extrínseco, apesar 

da associação definitiva entre consumo crônico dessa substância e CEC oral, o 

papel exato do álcool na patogênese da doença não é totalmente compreendido 

(13). 

Em 2007, a Agência Internacional de Pesquisa contra o Câncer (IARC) 

reconheceu o papiloma vírus humano (HPV), especialmente o HPV16, além do 

tabagismo e do álcool, como fator de risco para o carcinoma espinocelular oral. 

A principal explicação foi atribuída a mudanças nos hábitos sexuais e uma vida 

sexual precoce (14). Os fatore intrínsecos são processos multifatoriais altamente 

complexos que ocorrem quando as células epiteliais são afetadas por várias 

alterações genéticas, incluindo distúrbios em proteínas (15). A maioria dos CEC 

oral se desenvolvem no epitélio pré-canceroso que contém queratinócitos em 

diferentes estágios de transformação. A persistência deste cenário é a razão 

para a alta taxa de ocorrência de novos tumores (16). 

 

1.4 Incidência e prevalência do câncer oral   

 

Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) relata que o 

CEC oral é responsável por mais de 90% de todos cânceres bucais e está 

associado a uma baixa taxa de sobrevida, em torno de 5 anos, e com mais de 

300.000 novos casos relatados anualmente.  

No mundo a mortalidade anual é de cerca de 145.000 mortes (17). 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), avaliando o surgimento de 

novos casos envolvendo câncer oral no Brasil do triênio de 2020 a 2023, o câncer 

de boca é o quinto mais frequente em indivíduos do sexo masculino e o 11° entre 

as mulheres, totalizando 15.200 novos casos no ano de 2022. No Rio Grande do 

Sul, a incidência de câncer de boca é maior do que a média do Brasil, tendo a 

estimativa de 580 novos casos no RS para 2023.  

Em torno de 95% do câncer de boca são do tipo Carcinoma Espinocelular 

Oral (CEC oral), sendo sítios mais comuns os lábios, a borda da língua e o 

assoalho da língua. 
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1.5 Histopatologia 

 

Histologicamente o CEC oral pode iniciar através de uma lesão displásica, 

podendo evoluir ou não. A não evolução está se referindo a um tipo de displasia 

chamada de carcinoma in situ, que é um aumento da espessura no epitélio (18). 

O padrão mais frequente na evolução da CEC oral inicia-se como uma lesão in 

situ, algumas vezes com áreas circundantes de atipia epitelial (lesão pré-

cancerosa ou cancerosa). Com a progressão deste tipo de carcinoma, a 

membrana basal se rompe e com isso o tumor invade o tecido conjuntivo 

subjacente (19). A presença de displasia epitelial é geralmente aceita como um 

dos mais importantes preditores de malignidade e desenvolvimento em lesões 

pré-malignas (20). A leucoplasia é caracterizada por uma camada espessa de 

queratina do epitélio de superfície (hiperceratose), com aumento ou não da 

camada espinhosa (acantose). Certas leucoplasias demonstram hiperceratose 

de superfície e uma atrofia ou engrossamento do epitélio subjacente. Números 

variáveis de células de inflamação crônica são observados no tecido conjuntivo 

subjacente. Em relação à histopatologia da eritroplasia, 90% dessas lesões 

constituem displasias epiteliais severas, carcinoma in situ ou carcinoma de 

células escamosas superficialmente invasivo. O epitélio mostra ausência de 

produção de ceratina e as vezes é atrófico, porem hiperplásico. O tecido 

conjuntivo subjacente apresenta processo inflamatório crônico (21). Na figura 

abaixo colocamos algumas micrografias para melhorar o entendimento sobre 

assunto.  
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Figura 1: Histopatologia de lesões orais. As fotomicrografias demostram a 

progressão histopatológica. A) histologicamente normal (controle), B) 

hiperceratose, C) displasia epitelial e D) carcinoma de células escamosas (22). 

 

1.6 Câncer Hallmarks 

 

         Após um quarto de século de rápidos avanços, a pesquisa sobre o câncer 

gerou um corpo rico e complexo de conhecimentos, revelando que o câncer é 

uma doença que envolve mudanças dinâmicas no genoma. Nos últimos anos, o 

sequenciamento de nova geração trouxe uma vigor adicional ao campo e tornou 

a evolução do tumor um tópico central na pesquisa do câncer (23). Em sua 

análise, os pesquisadores Hanahan e Weinberg descreveram conceitos sobre o 

desenvolvimento do câncer e identificaram várias características intrínsecas das 

células neoplásicas: imortalidade, instabilidade genômica, resistência à morte 

celular, metabolismo alterado e invasão/metástase. Eles incluíram diversos 

aspectos críticos de como as células cancerosas interagem com o estroma: 

angiogênese sustentada, promoção da inflamação, evasão imunológica, 

resistência à inibição do crescimento e autonomia relativa. Juntas, essas marcas 
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e características habilitadoras definem os elementos críticos para a 

transformação celular em uma célula neoplásica (24). 

 

Figura 2. Etapas da progressão tumoral 

A progressão neoplásica é descrita à medida que células normais se 

transformam. As células transformadas podem adquirir características adicionais 

para se tornarem neoplásicas. Entretanto, nem todas células normais adquirem 

características neoplásicas sequencialmente. A geração de um câncer é 

caracterizada por 10 características necessárias para que as células neoplásicas 

invasivas estabeleçam seu desenvolvimento (24). Nos parágrafos abaixo serão 

descritas algumas características importantes para desenvolvimento da célula 

tumoral segundo Hanahan e Weinberg. 

 

1.6.1 Célula tumoral e sua imortalidade 

 

O desenvolvimento do câncer se origina como consequência do acúmulo 

de alterações genéticas em uma única célula aleatória. Diferentes clones de 

células surgem dentro de um tumor e aumentam a proliferação celular. A 

natureza de tais mutações pode ser de ganho de função em oncogênese ou 
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mutações de perda de função em genes supressores de tumor. Tumores sólidos 

podem ser mais propensos a este processo em várias etapas. Células tumorais 

são expostas a agentes que danificam o DNA por mais tempo, permitindo o 

acúmulo de múltiplas alterações nos níveis genético e epigenético (25). Em 

análises utilizando sequenciamento de DNA de alto rendimento de genomas de 

células cancerosas, encontraram-se mutações somáticas em certos tumores 

humanos que predizem a ativação constitutiva de circuitos de sinalização, 

geralmente desencadeados por receptores de fator de crescimento ativados 

(26). Hoje sabemos que 40% dos tumores contêm ativadores que afetam a 

estrutura da proteína B-Raf (proteína que desempenha papel na regulação da 

via de sinalização da MAP quinase/ERK, vias responsáveis pela divisão, 

diferenciação e secreção). Essa proteína é causadora mais frequente de 

tumores conhecido como melanoma (27). Vários estudos detectaram alterações 

em genes que afetam vias de sinalização como a via da PI3-quinase (enzimas 

que estão envolvidas nas funções celulares como: crescimento celular, 

proliferação, diferenciação e mobilidade), e na proteína Akt/PKB (a qual 

desempenha um papel importante em vários processos celulares, entre eles: 

metabolismo da glicose, apoptose, proliferação celular, transição migração 

celular) (28). 

 

1.6.2 Resistência a apoptose 

 

 O conceito de que a morte celular programada por apoptose serve como 

uma barreira natural para o desenvolvimento do câncer foi estabelecido por 

estudos funcionais conduzidos nas últimas décadas, onde foi revelado que a 

apoptose é desencadeada em resposta a um ambiente hostil que as células 

cancerosas experimentam durante seu desenvolvimento ou através de terapias 

anticâncer (29).  

As proteínas Bcl-2, junto com outras proteínas a ela relacionada (Bcl-x, 

Bcl-w, Mcl-1, A1), são inibidores da apoptose, agindo em grande parte pela 

ligação e, assim, suprimindo duas proteínas ativadoras pró-apoptóticas Bax e 

Bak. Estas proteínas ficam localizadas na membrana externa da mitocôndria. 

Quando não estão inibidas pelas proteínas anti-apoptóticas, a Bax e a Bak 

perturbam a integridade de proteínas da membrana mitocondrial externa 
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causando a liberação de proteínas sinalizadoras pró-apoptóticas, das quais mais 

importante é o citocromo c. Quando este componente é ativado, estimula uma 

cascata de caspases que atuam por meio de suas atividades proteolíticas para 

induzir as múltiplas alterações associadas ao programa de morte celular 

programada (30). Bax e Bak e as proteínas anti-apoptóticas do tipo Bcl-2 

compartilham domínios de interação proteína-proteína com uma subfamília 

chamada BH3 (31).  

As células tumorais desenvolvem uma variedade de estratégias para 

limitar ou contornar essas ações. Uma dessas estratégias envolve a perda da 

função do supressor tumoral TP53 levando ao bloqueio do principal circuito 

crítico de indução a apoptose (32). 

 

1.6.3 Surgimento de metástase 

 

Entende-se por metástase o desprendimento de células neoplásicas do 

tumor primário, sua migração através do interstício, penetração em vasos 

sanguíneos e linfáticos sendo levadas a outro local onde ocorre sua nova 

formação de colônia neoplásica. Este processo metastático começa muito antes 

desses tumores serem detectados (33). Durante o crescimento do tumor 

primário, a alta instabilidade genômica leva à evolução das células para que 

adquiram características, ou manifestem propriedades, que normalmente não 

possuiriam. Ao longo do processo, as células se adaptam a novos ambientes e 

respondem a estímulos recebidos de outras células tumorais e estroma (34). 

 

1.6.4 Induzindo angiogênese  

 

Como os tecidos normais, os tumores para se manterem vivos 

desenvolvem um mecanismo de formação de novos vasos sanguíneos, através 

da angiogênese. Por este mecanismo, as células tumorais conseguem captar 

nutrientes e liberar resíduos metabólicos e dióxido de carbono; processo este 

que permanece ativo todo o tempo (35).  

Estudos revelam que a angiogênese é estimulada através de diversos 

reguladores, entre eles as proteínas de sinalização que se ligam a receptores de 

superfície celular, agindo como estimuladores ou inibidores de receptores que 
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geralmente são exibidos pelas células endoteliais dos vasos sanguíneos (36). 

As moléculas sinalizadoras que estão ligadas ao processo de angiogênese são 

o fator de crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A) e a trombospondina -1 

(TSP-1). A sinalização de VEGF-A ocorre através de receptores tirosina 

quinases (VEGFR-1-3). A expressão do gene VEGF pode ser regulada 

positivamente tanto por hipóxia quando por sinalização de oncogenes (37). 

Além disso, outros sinais pró-angiogênicos, como fatores membros da 

família do fator de crescimento de fibroblastos-FGF1 desempenham um papel 

importante na regulação da sobrevivência celular, divisão celular, angiogênese 

diferenciação e migração celular e, foram implicados na sustentação da 

angiogênese tumoral quando sua expressão está cronicamente regulada 

positivamente. TSP-1 é considerada uma proteína importante nesse equilíbrio 

do processo angiogênico e tem como função estimular ou inibir a formação de 

novos vasos sanguíneos. Além disso, também se liga a receptores de membrana 

das células endoteliais (38). A angiogênese é induzida no início do 

desenvolvimento de vários estágios dos cânceres invasivos, tanto em modelos 

animais quanto em humanos (39).  

 

1.6.5 Ativando Invasão 

 

Em 2000, os mecanismos subjacentes à invasão e metástase eram em 

grande parte um enigma. À medida que os carcinomas com origem em tecidos 

epiteliais progrediam para graus patológicos mais elevados de malignidade, as 

células cancerosas desenvolveram alterações em sua forma, bem como em sua 

ligação a outras células e a própria matriz extracelular (ECM) (40).  

A alteração mais bem caracterizada na invasão dos carcinomas envolve 

a proteína E-caderina. As caderinas são proteínas de adesão celular 

dependentes de cálcio. Elas preferencialmente interagem entre si porque 

possuem sempre o mesmo tipo de proteína e por isso são consideradas 

moléculas de adesão celular (41). Ao formar junções aderentes com células 

epiteliais adjacentes, a proteína E-caderina ajuda a montar camadas de células 

epiteliais e manter a quiescência (estado fisiológico de baixa atividade 

metabólica) das células dentro dessas camadas. A regulação negativa 

frequentemente observada e a alteração ocasional das E-caderinas em 
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carcinomas humanos fornecem um forte suporte para o seu papel como um 

supressor dessa capacidade marcante de invasão (42). 

1.6.6 Metabolismo energético tumoral  

 

A proliferação celular anormal representa a essência das doenças 

neoplásicas, que envolve não apenas a alta proliferação celular sustentada, mas 

também os ajustes correspondentes do metabolismo energético a fim de 

alimentar o crescimento e a divisão das células (43). As células normais 

absorvem a glicose por seus transportadores, os GLUTs, colocando esse 

substrato para interior da célula. A glicosesofre a ação da enzima hexoquinase 

que faz o processo de fosforilação gerando glicose-6-fosfato (G6P), que é 

isomerizada formando frutose-6-fosfato (F6P). Em seguida esse substrato passa 

por uma fosforilação através da enzima Fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) gerando 

frutose-1,6-difosfato (F1,6DP) que passará por processos enzimáticos até 

chegar na última etapa, a formação do piruvato (44). Essas etapas ocorrem sem 

a presença do oxigênio, chamada de glicólise anaeróbica; a glicólise é favorecida 

e relativamente pouco piruvato é despachado para as mitocôndrias 

consumidoras de oxigênio. O saldo de ATP formado numa célula normal é em 

torno de 30 ATP (45).  

Otto Warburg observou pela primeira vez uma característica anômala do 

metabolismo energético das células cancerosas. Mesmo na presença de 

oxigênio, as células tumorais podem reprogramar seu metabolismo de glicose e, 

portanto, sua produção de energia, limitando-o em grande parte à glicólise (46). 

A existência dessa mudança metabólica foi comprovada nas décadas 

seguintes. Essa reprogramação do metabolismo energético que células 

cancerosas fazem é para compensar a menor produção de ATP pela glicólise 

em relação à fosforilação oxidativa mitocondrial. Isso se deve em parte pela 

regulação positiva dos transportadores de glicose, notavelmente pelo GLUT1, 

que aumenta substancialmente a importação de glicose para o citoplasma (47).  

A captação e a utilização de glicose aumentada foram documentadas em muitos 

tipos de tumores e demostrado pela tomografia por emissão de prótons (PET) 

onde foi utilizado um radiomarcador análogo a glicose (18F-fluorodeoxiglicose, 

FDG) (48). 
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Foi demostrado que o aumento significativo do fluxo metabólico ao longo 

da via glicolítica está associado a oncogenes ativados pela proteína Ras 

(envolvida na multiplicação celular, diferenciação celular e fusão de membranas) 

e supressores tumorais como por exemplo a proteína TP53. Essa dependência 

da glicose pode ser ainda mais acentuada devido às condições de hipoxia que 

ocorre em muitos tumores. Assim, tanto a proteína Ras quanto a hipoxia podem 

aumentar independentemente os níveis dos fatores de transcrição HIF1α e 

HIF2α, que por sua vez aumentam a glicólise (49, 50). 

 

1.6.7 A Transição Epitelial Mesenquimal (TEM) regula a Invasão e 
Metástase 
 

A Transição Epitelial Mesenquimal ou Transição Epitélio-Mesênquima 

(TEM) é um processo pelo qual as células neoplásicas epiteliais perdem a 

expressão de E-caderina, mediada pelos fatores de transcrição SNAIL, ZEB1, 

ZEB2 e TWIST, subsequentemente adquirindo um fenótipo mesenquimal com 

aumento do comportamento migratório (51).  

Este mecanismo tornou-se proeminentemente implicado como um meio 

pela qual as células epiteliais transformadas podem adquirir as habilidades de 

invadir, resistir à apoptose e disseminar-se. Este programa TEM pode ser ativado 

de forma transitória ou estável e em diferentes graus, por células tumorais 

durante seus respectivos processos.  

Um conjunto de fatores de transcrição que têm ação em muitos tecidos e 

órgãos são os seguintes: Snail (envolvido na indução da transição epitelial para 

mesenquimal, formação e manutenção do mesoderma embrionário, 

sobrevivência e migração celular), Slug (envolvido na adesão e proliferação 

celular em queratinócitos epidérmicos) (52), TWIST (fator de transcrição que 

desempenha papéis essenciais e centrais em vários estágios do 

desenvolvimento embrionário e contribui significativamente para metástase do 

tumor, até mesmo a iniciação do tumor e o crescimento do tumor primário) e 

Zeb1/2 (induz transição epitélio mesênquima). Esses fatores transcricionais são 

expressos em várias combinações e em vários tipos de tumores malignos e 

foram mostrados em modelos experimentais de formação  de carcinoma como 

causalmente importantes para invasão e metástase (53). 
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Figura 3: Efeitos da lâmina basal sobre o processo de invasão tecidual (53). 

 

1.6.8 Características candidatas ao desenvolvimento do câncer 

 

Definimos as características do câncer como capacidades funcionais 

adquiridas que permitem que as células cancerosas sobrevivam, proliferem e se 

disseminem; essas funções são adquiridas em diferentes tipos de estágios 

tumorais por meio de mecanismos distintos. Sua aquisição é possibilitada por 

duas características habilitadoras (54). 

 O primeiro mecanismo envolve um estado inflamatório das lesões pré-

malignas que é conduzido por células do sistema imunológico e o segundo 

envolve ativamente o processo de fuga das células cancerosas do ataque e 

eliminação pelo sistema imune. Essa capacidade do sistema imunológico de 

atuar sobre o desenvolvimento e progressão do tumor, pode facilitar a 

progressão de muitas formas de cancer humano, portanto, podem ser 

consideradas marcas emergentes do cancer (55).  

Por exemplo, as células cancerosas podem modificar linfócitos T 

citotóxicos CD8 e células NK infiltrantes, secretando TGF-β (fator de crescimento 

beta) ou outros fatores imunossupressores (56). Outra característica emergente 

está relacionada à inflamação como promotora tumoral. Alguns tumores são 
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densamente infiltrados por células do sistema imunológico e, assim refletem as 

condições inflamatórias que surgem em tecidos neoplásicos (57).  

A inflamação pode contribuir fornecendo moléculas bioativas para 

crescimento do tumor, incluindofatores de crescimento que sustentam a 

sinalização proliferativa, fatores de sobrevivência que limitam a mortecelular, 

fatores pró-angiogênicos, enzimas modificadoras da matriz extracelular que 

facilitam a angiogênese, invasão e metástase, e sinais que levam à ativação de 

EMT. Além disso, as células inflamatórias liberam species reativas de oxigênio, 

que são ativamente mutagênicas para as células cancerosas próximas, 

accelerando sua evolução em direção a estados de malignidade elevada (58). 
 

1.6.9   Transição epitélio-mesênquima e a plasticidade. 

 

Durante a progressão do câncer, as células tumorais sofrem alterações 

moleculares e fenotípicas denominadas coletivamente como plasticidade celular, 

tais mudanças resultam em alterações genéticas e epigenéticas, contribuindo 

assim para a heterogeneidade do tumor e para a resistência à terapia (59). 

 A plasticidade no processo epitélio mesênquima (TEM) é o caso mais 

conhecido de plasticidade de células tumorais, esta descoberta esta relacionado 

a trabalhos recentes (60). Em vários tecidos adultos, as células mudam sua 

identidade como parte de uma resposta fisiológica a lesão ou inflamação. Tais 

alterações podem ocorrer ao nível de células individuais, onde o fenomeno é 

comumente referido como “transdiferenciação” (61). 

O conceito de transdiferenciação tem sido reconhecido há muito tempo 

pelos patologistas na forma de metaplasia tecidual, em que células de um 

determinado fenótipo diferenciado alteram acentuadamente sua morfologia para 

se tornarem claramente reconhecíveis como elementos de outro tecido, um 

exemplo que podemos relatar é a inflamação crônica do epitélio escamoso 

estratificado do esôfago que induz a transdiferenciação em um epitélio colunar 

simples que é característico do intestino, facilitando assim o desenvolvimento 

subsequente de adenocarcinomas, e não dos carcinomas de células escamosas 

que seriam esperados para surgir deste epitélio escamoso (62). 
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Dados recentes mostram que existe proteínas regualtorias de fatores de 

transcrição que estimulam essa mudança que são MIST1 e PTF1 governam, 

através da sua expressão no contexto de circuitos reguladores auto-

sustentáveis, a especificação e manutenção do estado diferenciado. Acredita-se 

que a metaplasia desempenhe uma função protetora diante de danos crônicos, 

seja substituindo tecidos perdidos ou formando barreiras mais adequadas para 

resistir a condições hostis (63). 

 Outra linha de evidência para esse processo da plasticidade e TEM e a 

regulação epigenética, que envolve a capacidade de crescimento invasivo das 

células cancerígenas. Um exemplo clássico de indução reversível de 

invasividade de células cancerígenas, ZEB1, induz a expressão de uma histona 

metiltransferase, SETD1B, que por sua vez sustenta a expressão de ZEB1 em 

um ciclo de feedback positivo que mantém o estado regulatório (invasivo) do 

TEM (64).  

Um estudo anterior documentou de forma semelhante que a indução de 

TEM pela expressão regulada positivamente de um PTF1 relacionado, SNAIL1, 

causou alterações marcantes na paisagem da cromatina consequentes à 

indução de uma série de modificadores da cromatina, cuja atividade foi 

comprovadamente necessária para a manutenção do estado fenotípico (65). 

 Além disso, uma lista de condições e fatores aos quais as células 

cancerígenas nas margens dos tumores estão expostas, incluindo hipóxia e 

citocinas secretadas pelas células do estroma, podem evidentemente induzir a 

TEM e, por sua vez, a invasividade (66). 

Outro exemplo de plasticidade regulada por epigenética foi descrito em 

carcinomas de células escamosas orais humanos (OSCC), em que as células 

cancerígenas nas margens invasivas adotam um estado EMT parcial (p-EMT) 

sem os PTFs mencionados acima, mas expressando outros genes definidores 

de TEM que são não expresso no núcleo central dos tumores (67). 
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Figura 4: Efeitos da adesão célula-célula sobre a transição epitélio-mesenquima: 

As células epiteliais são caracterizadas por conexões intercelulares compostas 

por proteínas juncionais, como a E-caderina. Ao longo da TEM, essas células 

perdem essas junções e, em vez disso, adquirem fenótipos funcionais e 

morfológicos que lembram os fibroblastos. Essas mudanças são orquestradas 

por uma religação transcricional que resulta no silenciamento ou repressão de 

genes epiteliais. Embora este processo represente classicamente um TEM 

completa”, há evidências crescentes de estados TEM parciais, que são 

frequentemente definidos pela expressão dupla de genes epiteliais e 

mesenquimais. Não está claro se esses estados TEM parciais observados 

representam estados estáveis ou são intermediários transitórios ao longo de um 

TEM. Embora os mecanismos subjacentes à TEM parcial ainda sejam em 

grande parte desconhecidos, há evidências de que a relocalização das proteínas 

juncionais desempenha um papel durante este processo (59). 
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2. CÉLULAS TUMORAIS E A VIA GLICOLÍTICA  

 

A via glicolítica, envolvida no crescimento dos tumores, tem como 

consequência, a superprodução de lactato, que provoca um estado de acidose 

metabólica, inibição de vias apoptóticas e contribui para o crescimento do tumor 

(69). Neste processo, ocorre uma maior captação e degradação de glicose 

devido ao ambiente hipóxico que as células tumorais se encontram. Outro fator 

importante neste cenário é a falta, pelo menos inicialmente, de redes de capilares 

localizadas na região do tumor para suprir as necessidades das células tumorais 

que dependem de uma maior captação de glicose para maior parte de produção 

de ATP em relação a uma célula normal (68). 

O aumento da atividade glicolítica nas células tumorais é alcançado 

devido ao aumento de atividade de determinadas enzimas, como por exemplo, 

as enzimas hexoquinase, PFK1 e PKM2, e também pelos transportadores de 

membrana GLUT1 e GLUT3 que carregam a glicose para interior da célula (69). 

Também é importante a ação de vários fatores que induzem esses 

processos. Um deles é o fator induzido por hipóxia (HIF-1) que ativa a enzima 

piruvato desidrogenase quinase (PDK) e ao mesmo tempo, inibe a piruvato 

desidrogenase (PDH). A PDH é responsável pela conversão do piruvato em 

acetil-CoA, na mitocôndria, além de alterar os processos mitocondriais (Ciclo do 

ácido cítrico e fosforilação oxidativa), aumentando as concentrações de piruvato 

intracelular. O HIF-1 está entre os principais fatores envolvidos no processo de 

aumentar a vascularização (angiogênese) em tumores permitindo sua 

sobrevivência e proliferação (70). 

Existem evidências de que a ativação de vários oncogêneses pode 

realmente resultar em uma supressão semelhante da função mitocondrial, 

independente da hipóxia. Em outras palavras, a sinalização não hipóxica durante 

a oncogênese pode imitar os efeitos do HIF-1 e sustentar o mesmo fenótipo 

metabólico, continuando a oferecer uma vantagem de crescimento e inibição da 

apoptose no tumor em crescimento (71). Por exemplo, o p53 inibe a expressão 

da enzima glicolítica fosfogliceratomutase, o p53 pode regular a atividade 

mitocondrial aumentando a expressão das subunidades mitocondriais do 

citocromo c oxidase e da proteína de reparo do DNA mitocondrial p52R2 (72). 
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Nessa reprogramação metabólica, o tumor utiliza mais a via glicolítica, 

acarretando aumento da quantidade de lactato, que consequentemente aumenta 

a acidez metabólica intracelular. O controle dessa acidez é feito pelas proteínas 

transportadoras de monocarboxilatos (MCT4 e MCT1). MCT4 é responsável pelo 

efluxo de lactato e o MCT1 pelo influxo de lactato. Ambos os transportadores são 

permeases não eletrogênicas e respondem às concentrações imediatas de 

lactato e H+ em ambos os lados da membrana (73). 

A indução geral dessas vias pode refletir sua regulação por vias de 

sinalização que são comumente perturbadas nas células cancerosas. Essas 

alterações estimulam a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (a qual regula diversos 

processos celulares, como proliferação, crescimento, apoptose e rearranjo 

citoesquelético), a AKT (a qual regula a função de muitas proteínas celulares 

envolvidas em processos que incluem metabolismo, apoptose e proliferação) e 

o alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR) (proteína quinase que regula o 

crescimento, sobrevivência, metabolismo e imunidade celular), promovendo 

assim um programa anabólico robusto com aumento do fluxo glicolítico, síntese 

de ácidos graxos e aminoácidos, respectivamente. As células tumorais 

frequentemente contêm mutações que permitem que a rede PI3K-AKT-mTOR 

atinja maior eficiência com dependência mínima da estimulação extrínseca por 

fatores de crescimento (74). 
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Figura 5. vias de sinalização do metabolismo do câncer (76).  

 

As células tumorais alteram a via da mTORC1 que induz um programa de 

crescimento anabólico na síntese de nucleotídeos, proteínas e lipídios. Além 

dessas alterações, outras estão ocorrendo, como a perda de supressores 

tumorais, a ativação de oncogenes como MYC, que promove ainda mais o 

anabolismo por meio da regulação da transcrição de genes metabólicos. O 

metabolismo tumoral controla a sinalização por meio de regulação dos níveis de 

espécies reativas de oxigênio e da via das pentoses fosfato (PPP) (74).  
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3. RELAÇÃO METABOLISMO E PLASTICIDADE 
 

A invasão e metástase de células cancerígenas resultam da ativação do 

citoesqueleto nas células tumorais que inicia a migração e separação das células 

do tumor primário e também o rompimento da membrana basal, seguida de sua 

disseminação através do tecido intersticial. As células tumorais podem espalhar-

se através dos vasos sanguíneos e linfáticos para outros órgãos e iniciar nova 

colonização (75). 

O estresse bioenergético resultante leva a respostas de sinalização e 

adaptação metabólica, garantindo a sobrevivência e ajustando a atividade 

migratória das células tumorais. Esta resposta ao déficit energético foi 

recentemente identificada, incluindo uma mudança de células cancerígenas 

invasivas para a migração amebóide com conservação de energia e uma 

capacidade aprimorada de metastastização. A migração celular é essencial para 

muitos processos biológicos, enquanto a migração celular anormal é 

característica das células cancerígenas. As células epiteliais tornam-se móveis 

ao passarem pela transição epitelial-mesenquimal, e as células mesenquimais 

aumentam a velocidade de migração ao adotar características amebóides (76).  

Além da migração ameboide existem outros tipos de migração envolvendo 

os processos proliferativos das células tumorais. O movimento coletivo depende 

da adesão célula-célula e representa um importante modo de migração na 

morfogênese embrionária, cicatrização de feridas e metástase de células 

cancerosas (77). A migração mesenquimal de células individuais envolve 

adesões célula-matriz, contratilidade da actina-miosina e remodelação 

proteolítica do tecido, conforme detectado em fibroblastos e células tumorais que 

sofreram a transição epitelial-mesenquimal (78). 

Sob condições de estresse metabólico, incluindo acidose, hipóxia e 

privação de nutrientes, mecanismos adicionais para a produção de ATP são 

ativados, metabolismo de aminoácidos, oxidação lipídica. Poucos minutos após 

a privação de energia, as células cancerosas podem adaptar a produção de ATP 

ativando vias que regulam o metabolismo celular, incluindo a proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK) e o fator induzível por hipóxia (HIF-1), que permitem 

uma resposta bioenergética (79). A AMPK estimula a captação de glicose 

(através dos transportadores GLUT1 e GLUT4) e a produção de ATP através da 

glicólise. Esta enzima promove ainda o uso de fontes alternativas de energia, 
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incluindo a importação de lipídios para as mitocôndrias para oxidação de ácidos 

graxos (80). 

 

3.1 Equilíbrio redox através da Via das pentoses fosfato (PPP) 

 

O ciclo das pentoses é uma rota alternativa para oxidação da glicose-6-

fosfato, no citosol sem gerar ATP. As células normais, na via da glicólise, 

convertem a glicose em glicose-6-fosfato, porem existem outros caminhos 

catabólicos para glicose-6-fosfato (81). A glicose-6-fosfato tem outra finalidade 

que leva a formação de outro tipo de composto para célula, a formação desse 

novo composto ocorre através da oxidação da glicose-6-fosfato que acontece 

pela via das pentoses fosfato (PPP) (82).  

A formação do NADPH é iniciada pela oxidação da glicose-6-fosfato por 

ação da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) para formar 6-fosfoglicona-δ-

lactona. Nessa ação, o NADP, que é aceptor de elétrons, é em seguida reduzido 

gerando NADPH reduzido. Em seguida a lactona é oxidada pela enzima 6-

fosfogliconato-desidrogenase para formar ribulose-5-fosfato, e nessa reação 

acaba gerando a segunda molécula de NADPH. Esta fase é conhecida como a 

fase oxidativa do ciclo das pentoses (83). Na fase não oxidativa, ocorre a 

formação continua de NADPH, através da ribulose-5-fosfato produzidas na fase 

oxidativa, e é convertida em ribose-5-fosfato. Essa pentose-5-fosfato é 

reutilizada por intermédio da atividade das transcetolases (TKTL) e transaldoses 

(TAL), que são enzimas responsáveis por reações de interconversão. Essas 

enzimas agem regenerando a glicose-6-fosfato, que em seguida passa para fase 

oxidativa, permitindo a formação continua de NADPH (84). Em resumo, a via das 

pentoses permite a produção de NADPH, que pode ser utilizado como fonte de 

poder redutor nas reações biossintéticas (ácidos graxos) e na proteção contra 

espécies reativas de oxigênio. Essa via ainda permite a produção da ribose-5-

fosfato, precursor da ribose e da desoxirribose (síntese de ácidos nucleicos) (85). 
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Figura 6: Via das pentoses-fosfato. O NADPH, formado na fase oxidativa, é 

aproveitado para gerar glutationa, e sofre a ação da enzima glutationa redutase, 

originando GSH (glutationa reduzida). Na fase oxidativa a ribose-5-fosfato serve 

como precursor para nucleotídeos, coenzimas e ácidos nucleicos. Em células 

que não estão utilizando a ribose-5-fosfato para a biossínteses, se deslocam 

para fase não oxidativa pela ação da atividade transcetolases (TKTL) e 

transaldoses (TAL) com isso permitindo a produção contínua de NADPH (86). 

 

3.2 Como a célula tumoral utiliza NADPH ao seu favor contra 
espécies reativas de oxigênio (EROs)?  
 

O oxigênio é um dos principais compostos orgânicos de oxidação e 

também na produção de ATP envolvendo o metabolismo celular. Nesse 

processo de produção de energia através da utilização do oxigênio, são 

produzidas espécies reativas e radicalares, que são átomos ou moléculas que 

contem número ímpar de elétrons na sua última camada eletrônica, e por causa 

deste não emparelhamento acabam por ficar muito instáveis e reativas (87). 

Nessas reações, principalmente relacionadas ao metabolismo do oxigênio, 

ocorre a produção de uma variedade de substancias químicas que são 

chamadas de espécies reativas de oxigênio (EROs). As EROs em altas 

concentrações podem alterar organelas celulares, ácidos nucleicos, lipídeos e 
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proteínas. Esse desequilíbrio provocado por espécies reativas de oxigênio leva 

a uma condição prejudicial à célula denominada estresse oxidativo; este 

processo é uma das principais causas de danos as células e pode levar à 

apoptose. Entretanto, nosso organismo consegue se proteger desses danos 

através de compostos muito importantes denominados antioxidantes (88). 

Em condições fisiológicas, as EROs são constantemente produzidas e 

removidas dentro das células. Outro detalhe importante dessas espécies no 

aspecto fisiológico é na transdução de sinal e a resposta imunológica. Para 

manter controle dessas reações o sistema de antioxidantes tem que estar em 

equilíbrio. No entanto, a superprodução de espécies reativas ou desregulação 

dos sistemas antioxidantes pode levar ao estresse oxidativo localizado ou 

sistêmico. No entanto, o estresse oxidativo mais grave e especialmente crônico 

pode levar a muitos efeitos no nível molecular, gerando formas oxidadas de 

proteínas, lipídios e DNA (89). Dentre os efeitos prejudiciais do estresse 

oxidativo crônico estão o envelhecimento mais rápido, mutações de DNA, 

mudanças epigenéticas que, nos piores casos, se acumulam com o 

desenvolvimento e progressão de muitas doenças, incluindo alterações malignas 

(90).  

Muitos processos no nível celular dependem de vias de sinalização para 

regenerar e manter o estado/equilíbrio redox celular. Os níveis de EROs 

constantemente ou periodicamente elevados podem ser consideradas como 

fator de risco para tumorigênese e ao mesmo tempo, também estão envolvidos 

na indução da angiogênese, transição epitelial-mesenquimal (TEM) e sua 

"interconexão" com as células circundantes que, por sua vez, apoiam a 

tumorigênese, juntamente conduzindo o desenvolvimento do tumor. Assim, o 

estresse oxidativo tem papel central na mudança metabólica que leva as células 

à adaptação a estressores carcinogênicos e à transformação maligna 

(91). Talvez a característica metabólica mais marcante de muitos tumores seja 

a forte dependência da glicólise anaeróbica, apesar da mitocôndria funcional e 

da disponibilidade de oxigênio. Portanto, os níveis de EROs intracelulares devem 

ser mantidos equilibrados e abaixo de um limiar tóxico, ao passo que uma 

mudança drástica em direção à oxidação causaria a morte das células tumorais 

(92).  
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Esse alto consumo metabólico acaba aumentando o estresse oxidativo 

nas células tumorais. Nesse processo o NADPH é utilizado como redutor doando 

íons de hidrogênio. Para explicar melhor esse assunto podemos citar o ciclo da 

glutationa (GSSG/GSH), onde NADPH é utilizado pela glutationa redutase para 

regenerar o tripeptídeo na forma reduzida (GSH), e desta forma, reduzir do dano 

oxidativo sobre lipídios, proteínas e outras moléculas sensíveis (87). Para evitar 

o dano oxidativo, as células se valem de vários tipos de antioxidantes chamados 

de enzimáticos (enzimas SOD, CAT, GPx, tiorredoxinas), e também os não 

enzimáticos que são em sua maioria compostos exógenos. Baseado nestes 

apontamentos se afigura razoável afirmar que as células tumorais utilizam o 

NADPH produzido pela vias das pentoses para manter o equilíbrio redox 

intracelular (93). Resultados foram obtidos em carcinoma de células renais, onde 

a atividade alterada da PPP foi identificada como uma característica metabólica 

chave do estado do câncer (94).   

A compreensão da via Glicolítica e do ciclo das Pentoses Fosfato revela 

aos poucos um mundo novo, onde a possibilidade do desenvolvimento de 

métodos de tratamento inovadores que visam reprogramar a glicólise e o fluxo 

desta via no câncer estão cada vez mais ao alcance. 
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4. HIPÓTESE 

 

 A modulação do ciclo das pentoses e da via glicolítica pode afetar os 

processos de invasão, mestástase e proliferação celular das células do 

carcinoma espinocelular oral. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Avaliar o comportamento celular de linhagens tumorais de carcinoma 

espinocelular oral (CAL27, SCC9) através da modulação da via glicolítica e das 

vias pentoses através da inibição da piruvato desidrogenase kinase (via 

glicolítica) e da inibição da glicose-6-fosfato desidrogense (ciclo das pentoses).  

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

⮚ Avaliar o efeito citotóxico (culturas 2D) dos inibidores 6-AN e DCA na 

linhagem de queratinócitos normais, células displásicas (CAL27) e de 

carcinoma invasivo (SCC9); 

⮚ Avaliar o efeito dos inibidores 6-AN e DCA na adesão célula-célula e 

coesão de culturas organotípicas (esferóides); 

⮚ Avaliar o comportamento migratório em termos de velocidade, 

direcionalidade e migração efetiva das 3 linhagens celulares frente à ação 

dos inibidores. 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Aspectos éticos 

 

       Este estudo utiliza linhagens comerciais de células epiteliais não tumorais e 

tumorais, não havendo conflitos éticos. 

 

6.2 Delineamento do Estudo 

 

Estudo experimental em laboratório, descritivo, analítico, utiliza modelo 

experimental in vitro.  

 

6.3 Reagentes e cultura celular 

6.3.1 Linhagens Celulares 

 

Linhagens celulares de HACAT (queratinócitos – ATCC® PCS-200-

011TN TM), CAL27 (CEC bucal similar a displasia – ATCC® CRL-2095 TM), 

SCC9 (CEC bucal invasivo– ATCC® CRL-1628 TM). Todos os meios de cultura 

serão suplementados com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% 

penicilina/estreptomicina (Gibco). As células foram mantidas em estufa de cultivo 

celular com CO2, 5% e umidade constante. 

 

6.3.2. Reagentes que foram utilizados 

 

⮚ A 6-aminonicotinamida (6-AN), é uma amida do ácido monocarboxílico 

resultante da condensação formal do grupo carboxi do ácido 6-

aminonicotínico com amônia. Um inibidor da enzima dependente 

de NADP+, 6-fosfuglonato desidrogenase, interfere na glicólise, 

resultando na depleção de ATP e aumento do estresse oxidativo;  

⮚ Dicloroacetato de sódio (DCA) é o sal de sódio do ácido dicloroacético 

com potencial de atividade antineoplásica. O íon dicloroacetato inibe 
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a piruvato desidrogenase Kinase, esse agente pode estimular a apoptose 

nas células cancerígenas, restaurar fosforilação oxidativa.  

6.3.3. Cálculo de Amostra 

 

Por se tratar de experimentos in vitro utilizando ambientes controlados, os 

experimentos com linhagens celulares foram realizados em triplicata, obtidas 

médias ± erro padrão de pelo menos três experimentos independentes. 

 

 6.3.4 Cultivo Celular 

As células cultivadas passaram por meio de cultivo trocado a cada 48 

horas até atingirem confluência de 80%, em seguida foram tripsinizadas e 

replaqueadas. No dia das análises as células foram lavadas com PBS, 

tripsinizadas e centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos em tubo apropriado e 

então foram realizadas as técnicas experimentais propostas.  

 

6.4 Ensaio de proliferação 

 

As células HACAT, CAL27 e SSC9, foram semeadas em placas de 96 

poços e mantidas em atmosfera controlada a 37°C e CO2 em 5% por 24 horas 

para aderência na densidade de 3x103 de células/poço. Após este período, as 

células foram expostas aos inibidores DCA (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 5 mM, 25 

mM, 50 mM, 100 mM) e 6AN (1,25 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 40µM, 80 

µM, 100 µM), pelo período de 24 e 48 horas.  

Após o período de tratamento, o meio de cultura foi removido, as células 

remanescentes lavadas com PBS 1X por 3 vezes. Após, foi adicionado 50 µM 

de ácido tricloroacético a 50% a todos os poços e a placa foi armazenada a uma 

temperatura de 4°C por 24 horas. Após a fixação, foi feita uma lavagem para 

retirada do fixador e adicionado 50 µM da solução SRB e incubado por 30 

minutos em temperatura ambiente para permitir a adequada marcação. Após a 

marcação, 100 µM de Trisma foi adicionado em cada poço por uma hora em 

temperatura ambiente para a completa solubilização do corante, permitindo 

desta forma a leitura espectrofotométrica a 560 nm. 
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6.5 Ensaio por esferoides 

 

As células foram cultivadas em meio de cultura e divididas em grupos 

experimentais: controle e os inibidores 6 AN e DCA, até atingirem uma 

confluência de 80%, e logo em seguida passaram por protocolos já 

estabelecidos, para ver velocidade de migração. A direcionalidade foi analisada 

pelo ensaio de time lapse, na qual as linhagens celulares serão plaqueadas em 

placas de 12 poços e logo em seguida passaram por protocolos pertencentes a 

cultura de células. Após, foi feita análise através do software image J.  

 

6.6 Ensaio de migração 

 

As esferas de 96 poços foram previamente recobertas por 50 µL de 

agarose, após solidificação foram semeadas 1x104 células das três linhagens 

estudadas. A placa foi levada a incubadora em 37°C com 5% de CO2, por 72 

horas para a correta formação dos esferóides. Após este período, foi realizado 

tratamento com os inibidores 6AN e DCA, sendo obtidas micrografias de cada 

esfera nos tempos 0, 24 horas, 48 horas e 72 horas, a um aumento padronizado 

de 100X. As análises da área e perímetro foi utilizado software Image J. 

 

6.7 Análise estatística 

 

Os dados coletados foram plotados no software Prisma 8.0 e em seguida 

foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para avaliar se os dados seguiam 

distribuição Gaussiana, sendo a distribuição considerada normal e a 

comparação entre os grupos foi realizada através do teste paramétrico One-Way 

ou Two-Way Anova quando necessário. Foi assumido um p<0,05 como 

significante. Se o teste Shapiro-Wilk resultasse em p>0,05, a distribuição seria 

considerada não normal e o teste não paramétrico adequado seria utilizado. 
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