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RESUMO 

O carcinoma de células escamosas (CCE) oral é o décimo sexto tipo de neoplasia maligna 

mais comum no mundo, com altos índices de recidiva e metástases. A síntese endógena de ácidos graxos 

mediada pela enzima ácido graxo sintase (FASN) tem se mostrado importante para a sobrevivência, 

proliferação e emissão de metástases no CCE oral. Um outro processo que tem se destacado 

recentemente na patogenia das neoplasias malignas é a autofagia, com papel ainda controverso e pouco 

conhecido no CCE oral. Assim, o presente trabalho objetivou estudar se o silenciamento da enzima 

FASN teria alguma influência sobre a expressão de genes relacionados à autofagia em células derivadas 

de CCE oral. Isto foi realizado por meio de RT-PCR arrays contendo primers para a amplificação de 

RNAm associados à autofagia. Foram estudadas 2 linhagens celulares de CCE oral: SCC-9 (como 

controle) e SCC-9 shFASN-A4C (SCC-9 com modificação genética que silencia especificamente o gene 

que codifica FASN). Observamos no presente estudo que o silenciamento de FASN interferiu no 

comportamento das células em cultura e na expressão de diversos genes diretamente associados à 

autofagia. Experimentos futuros serão realizados para validar os resultados obtidos e entender o 

mecanismo biológico que governa estas alterações. 

 

Palavras-chave: Carcinoma de células escamosas oral. Ácido graxo sintase. Autofagia. 

  



 
 

ABSTRACT 

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the sixteenth most common human malignant 

neoplasm worldwide, with high rates of recurrence and metastasis. The endogenous fatty acid synthesis 

mediated by the anabolic enzyme fatty acid synthase (FASN) has shown to be important for OSCC cell 

survival, proliferation and metastasis. Another recently described biological process in the pathogenesis 

of malignant neoplasms is autophagy, with a still controverse role in OSCC tumorigenesis. The aim of 

this study was to understand how FASN silencing interferes with the expression of autophagy-related 

genes in OSCC cells. This aim was carried out using RT-PCR arrays containing primers for the 

amplification of autophagy-associated mRNAs from two OSCC cell lines: SCC-9 (as a control) and 

SCC-9 shFASN-A4C (SCC-9 with FASN specific inhibition). The results here described suggest that 

FASN knockdown changes some phenotypic characteristics the studied cells as well as modulates the 

expression of several autophagy-related genes. Future experiments of the laboratory will validate these 

results and elucidate some of the biological mechanisms that correlate FASN activity and autophagy.  

Key words: Oral squamous cell carcinoma. Fatty acid synthase. Autophagy. 
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1 INTRODUÇÃO 

O CCE oral é o décimo sexto tipo de neoplasia mais comum no mundo, ocupando a quinta 

posição dos tipos de câncer que mais acometem a população masculina no Brasil (GLOBOCAN, 2020; 

Instituto Nacional de Câncer, 2022). Seu prognóstico é ruim em cerca de 50% dos casos e isto se deve, 

principalmente, ao diagnóstico geralmente tardio desta doença (van der Waal, 2013). Mesmo se 

tratando de uma neoplasia relativamente comum e com alta taxa de mortalidade, o CCE oral ainda 

carece de biomarcadores validados para diagnóstico e prognóstico (Instituto Nacional de Câncer, 2022; 

Pillai et al., 2021). Um processo catabólico intracelular que tem ganhado recente destaque na 

patogênese das neoplasias malignas é a autofagia, nas quais que parece ter um papel duplo: impedindo 

a ocorrência de danos ao DNA e limitando o crescimento tumoral no processo inicial de carcinogênese, 

e, em tumores avançados, favorecendo a sobrevivência das células malignas e o crescimento da massa 

tumoral (Abd El-Aziz et al., 2021; Cao et al., 2021). Por estas razões, o processo de autofagia tem se 

mostrado promissor na definição de futuros biomarcadores prognósticos para o CCE oral (Li et al., 

2021). 

Outro processo intracelular que tem destaque no estudo de neoplasias malignas é a síntese 

de ácidos graxos, mediada pela enzima FASN (Fhu e Ali, 2020), bastante estudada pelo nosso grupo 

de pesquisa. Estudos prévios têm demonstrado que a alta atividade de FASN é favorável para as células 

neoplásicas, aumentando as taxas de proliferação e o processo de metástases (Fhu e Ali, 2020). Assim, 

torna-se importante compreender os efeitos da inibição farmacológica de FASN no desenvolvimento 

tumoral. Neste sentido, Agostini et al. (2014) estudaram os efeitos do fármaco orlistat em CCE oral in 

vitro e in vivo. In vitro, observaram uma redução na proliferação e migração de células SCC-9 ZsGreen 

LN-1, além de induzi-las à apoptose e estimular a secreção de VEGFA165b (Agostini et al., 2014). Já 

in vivo, o tratamento com orlistat em CCE oral ortotópico de língua foi capaz de diminuir o volume e 

as taxas de proliferação do tumor, além de reduzir em 43% o número de linfonodos cervicais 

acometidos por metástases (Agostini et al., 2014).  

Outros fármacos inibidores de FASN são cerulenina, C75, triclosan, TVB2640, dentre 

outros (Fhu e Ali, 2020; Boelcke et al., 2022). Boelcke et al. (2022) estudaram os efeitos in vitro de 

alguns dos inibidores supracitados sobre os processos de necrose e apoptose em células de CCE oral 

da linhagem SCC-9. Estas células foram tratadas com o IC50 (concentração inibitória média) destes 

fármacos e observou-se que apenas parte delas se apresentaram-se positivas para Anexina V (indicador 

de apoptose e apoptose tardia) ou Pi (iodeto de propídio, indicador de necrose) em citometria de fluxo, 

o que indica que outros processos de morte celular, como a autofagia, podem ser desencadeados pela 

inibição farmacológica da FASN (Boelcke et al., 2022). 
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Desta forma, o presente trabalho buscou compreender se FASN tem alguma influência 

sobre o processo de autofagia. Isto foi realizado a partir de uma linhagem celular com silenciamento 

genético específico para FASN (SCC-9 shFASN-A4C), utilizando a linhagem SCC-9 parental como 

controle. Estas células tiveram seu RNA extraído e, a partir dele, foram realizadas reações de RT-PCR 

com primers de genes associados à autofagia, de modo a avaliar a expressão gênica destes nestas 

linhagens celulares. Futuramente, estes resultados serão validados por reações de western blotting e 

imunofluorescência. Paralelamente aos experimentos supracitados, foram também realizados ensaios 

de proliferação celular e reações de western blottting para LC3BI e LC3BII com proteínas extraídas 

das linhagens celulares estudadas. Os ensaios de proliferação foram realizados para verificar diferenças 

fenotípicas observadas em cultura da linhagem parental SCC-9 e a SCC-9 shFASN-A4C. As reações 

de western blotting para LC3BI e LC3BII forneceram informações sobre o estado de ativação do 

mecanismo de autofagia (Fhu e Ali, 2020). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 CÂNCER ORAL- CARCINOMA DE CÉLULAS ESCAMOSAS (CCE) ORAL 

2.1.1 Estatísticas  

“Câncer oral” é o termo utilizado para se referir de forma genérica às lesões malignas que 

acometem o epitélio de revestimento dos lábios e da cavidade oral e que correspondem, em sua grande 

maioria, ao carcinoma de células escamosas (CCE) oral, neoplasia mais comum nesta região anatômica 

(cerca de 95% dos casos). Mundialmente, este é o décimo sexto tipo de neoplasia maligna mais 

comum, representando cerca de 2% de todos os casos (GLOBOCAN, 2020). Para o ano de 2020, 

estimaram-se 377.713 novos casos em todo o mundo, com taxa de mortalidade de 2,3% (GLOBOCAN, 

2020). Ainda neste ano, o CCE oral foi classificado como o sétimo tipo de câncer mais comum na 

população brasileira (Instituto Nacional de Câncer, 2020). Para o triênio de 2023 a 2025, estima-se 

15.100 novos casos de câncer da cavidade oral por ano no Brasil, com a previsão de que se mantenha 

como o quinto tipo de câncer que mais acomete a população masculina, com cerca de 10.900 novos 

casos (Instituto Nacional de Câncer, 2023). No cenário mundial, Índia é o país com maior prevalência 

de câncer oral, estando o Brasil 8º lugar (GLOBOCAN, 2020).  

2.1.2 Etiologia  

O CCE oral tem etiologia multifatorial, ou seja, abrange desde fatores ambientais como 

tabagismo (com e sem fumaça), etilismo, infecções virais por HPV16/18 (para os CCE de orofaringe) 

e exposição à luz solar (para os casos de CCE de lábio inferior), até fatores genéticos, que podem levar 

a alguma predisposição ao desenvolvimento da doença (INCA, 2021; Bugshan e Farooq, 2020). Na 

Índia, a alta prevalência do CCE oral está associada ao hábito cultural de mascar a folha de betel, com 

ou sem tabaco e noz de areca, o que expõe cronicamente a mucosa oral a uma série de substâncias 

carcinogênicas e leva a um acúmulo de mutações (Gupta e Johnson, 2014; Shah et al., 2012). 

Além da natureza multifatorial do CCE oral, ainda se tem uma ação sinérgica entre 

tabagismo e etilismo, a qual aumenta em 35 vezes o risco para desenvolvimento da doença (Hashibe 

et al., 2007). Assim, é difícil determinar precisamente como cada fator atua no desenvolvimento deste 

tipo de câncer (Reidy et al., 2011). O que se sabe até então é que, como supracitado, o álcool é um 

fator etiológico independente e um possível mecanismo que explica isto é a formação de acetaldeído 

pela oxidação do etanol, o qual age como metabólito intermediário capaz de formar adutos de DNA 

altamente mutagênicos (Stornetta et al., 2018; Hashibe et al., 2007). Outra possível explicação é que 

o etanol age como solvente de agentes carcinogênicos, como os provenientes do tabaco, 
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potencializando a penetração destes nas células de revestimento da cavidade oral (Kawakita e Matsuo, 

2017). 

Sabe-se também que o fumo de tabaco, com ou sem fumaça, pode levar a alterações no 

sistema imunológico, prejudicando sua resposta frente a patógenos e sua atividade antitumoral (Lee et 

al,, 2012). Além disso, o tabagismo está associado a um maior risco no desenvolvimento de lesões 

potencialmente malignas (Muthukrishnan e Warnakulasuriya, 2018). Estas lesões podem ou não 

envolver algum grau de displasia e, a depender deste, a lesão pode evoluir para um CCE oral invasivo 

(Chamoli et al., 2021).  

Lesões potencialmente malignas com algum grau de displasia podem também estar 

associadas a alterações genéticas, como deleção em regiões cromossômicas (Salahshourifar et al., 

2014). Outras alterações genéticas que levam a uma predisposição ao desenvolvimento de CCE oral 

são mutações em genes, como o TP53, um gene supressor de tumor, ou em oncogenes como PIK3CA 

(Desrichard et al., 2018; Batta e Pandey, 2019). 

Por fim, existem infecções virais que atuam como cofatores associados ao 

desenvolvimento do CCE oral, sendo elas as por Epstein Barr (associação indireta por levar a certa 

imunodeficiência), citomegalovírus, vírus herpes simples tipo 1, além do já citado papilomavírus 

humano (Inchingolo et al., 2020). 

2.1.3 Perfil de risco 

Devido aos seus diferentes fatores etiológicos, as características epidemiológicas do CCE 

oral variam de acordo com idade, gênero, ocupação, localização geográfica, etnia e hábitos dos 

pacientes (Puram e Rocco, 2015). No entanto, durante muitas décadas, o perfil de maior risco esteve 

bem definido como sendo o de um homem com mais de 50 anos, tabagista e/ou etilista (Alvarenga et 

al., 2008). Isto vem se alterando nos últimos anos, com um aumento preocupante dos casos de CCE 

oral em mulheres com idade menor ou igual a 45 anos, mesmo na ausência de tabagismo e etilismo, 

ou com curto tempo de exposição a esses fatores de risco, sendo por esta razão necessário um 

entendimento mais profundo sobre a relação entre agentes etiológicos, predisposição genética, 

comportamento clínico e prognóstico desta doença (Coletta et al., 2020). 

2.1.4 Apresentação clínica 

Clinicamente, o CCE oral pode se assemelhar a uma leucoplasia, eritroleucoplasia ou 

eritroplasia, principalmente nas lesões mais iniciais (Feller e Lemmer, 2012). Nas lesões tardias e 

maiores, geralmente se observa uma úlcera com centro necrótico e bordas elevadas e endurecidas, 

podendo também se apresentar como uma massa exofítica de base ampla e superfície lisa a verrucosa 
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(Feller e Lemmer, 2012). Inicialmente, o CCE oral costuma ser assintomático, podendo evoluir, nos 

casos mais avançados, para desde leve desconforto até dor intensa, assim comprometendo a fala, 

mastigação ou até a deglutição (Bagan et al., 2010; Neville e Day, 2002; Scully e Bagan, 2009).  

Quando detectada uma lesão na mucosa oral que perdure por mais de 3 semanas, é 

imprescindível que se faça uma biópsia para exame histopatológico, de modo a diagnosticar 

precocemente um possível tumor maligno (Scully et al., 2008). 

2.1.5 Características histopatológicas 

O CCE oral é um tipo de câncer que se desenvolve a partir do epitélio escamoso 

estratificado da cavidade oral (Tumuluri et al., 2002). Este desenvolvimento tem diferentes etapas e 

dentre elas está o aparecimento de lesões potencialmente malignas (Rivera e Venegas, 2014). No 

entanto, nem toda lesão potencialmente maligna evolui para tumor e, por isso, quando identificadas ao 

exame intraoral, o diagnóstico requer uma biópsia para exame histopatológico (Ernani e Saba, 2015; 

Neville e Day, 2002). 

Para lesões do tipo leucoplasia, podemos encontrar algum grau de displasia ao exame 

histopatológico, seja ele leve, moderado ou avançado (pode também ser chamado de carcinoma in situ) 

(Neville, 2009). Já no caso das eritroplasias, estas possuem um alto potencial de malignidade e 

comumente apresentam um grau mais avançado de displasia (Van der Waal, 2009).  

O CCE oral apresenta-se microscopicamente como uma severa displasia que acomete 

toda a porção do epitélio, desde a camada basal (Müller, 2018).  Além disto, podem ser classificados 

de acordo com o grau de diferenciação histológica em bem diferenciados (grau 1), moderadamente 

diferenciados (grau 2) e indiferenciados ou pouco diferenciados (grau 3) (Almangush et al., 2020). 

Tumores bem diferenciados contêm células mais semelhantes às do tecido epitelial escamoso normal, 

com padrão sólido, queratinização e apenas algumas figuras de mitose (Anneroth et al., 1987; Lytle et 

al., 2018). Por outro lado, as células dos tumores pouco diferenciados apresentam núcleos 

hipercromáticos, várias figuras mitóticas, pleomorfismo e baixo grau de queratinização (Anneroth et 

al., 1987; Lytle et al., 2018). 

2.1.6 Características moleculares 

A transformação maligna requer alterações em genes conhecidos como supressores de 

tumor e proto-oncogenes. Alterações estas envolvem tanto a inativação dos genes supressores de 

tumor, como por exemplo o p53, quanto a ativação ou amplificação dos proto-oncogenes, como o RAS 

(Choy e Myers, 2008). Embora já se tenha razoável informação sobre estes genes e seus respectivos 

papéis na tumorigênese, incluindo-se no CCE oral, ainda não há correlação direta entre a expressão 
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destes, a progressão tumoral e o prognóstico. Assim, encontrar um marcador molecular com 

aplicabilidade clínica permanece como um grande desafio nas pesquisas envolvendo o CCE oral 

(Gupta et al., 2016; Almangush et al., 2017). 

No processo de formação do tumor maligno, as células tumorais desenvolvem uma série 

de capacidades biológicas denominadas de “hallmarks do câncer”. Estas características asseguram a 

manutenção da malignidade destas células, além de servirem como uma forma de racionalizar as 

complexidades de uma neoplasia. Algumas delas são resistência à morte, escape da ação de genes 

supressores de crescimento, indução à angiogênese, dentre outros. Recentemente, Hanahan (2022) 

destacou também características como reprogramação epigenética e senescência celular, por exemplo. 

Compreender a fundo estas capacidades biológicas é fundamental para desenvolvimento de 

tratamentos novos e eficientes contra as neoplasias malignas (Hanahan e Weinberg, 2011). 

 

2.1.7 Diagnóstico e tratamento 

O CCE oral apresenta a vantagem, frente a outros tipos de câncer, de permitir o 

diagnóstico precoce por meio de um exame clínico cuidadoso da cavidade oral. No entanto, apesar do 

fácil acesso anatômico, na maioria das vezes o diagnóstico é tardio, devido ao desconhecimento da 

população acerca dos seus riscos e aspectos clínicos, ao fato do CCE oral ser assintomático quando 

em seus estágios iniciais e, por fim, à postergação na procura por um cirurgião-dentista ou médico, por 

medo ou falta de acesso aos serviços de saúde (Bugshan e Farooq, 2020). Na literatura, estes fatores 

são considerados a “primeira perda de tempo” no diagnóstico do CCE oral, sendo a “segunda” 

dependente do conhecimento da equipe profissional e a “terceira” relacionada ao tempo necessário 

para o início do tratamento, após o diagnóstico da doença (Hadzic et al., 2017). Assim, ressalta-se 

bastante a importância do autoexame por parte da população e de uma boa formação dos profissionais 

responsáveis pelo diagnóstico do câncer oral (Hadzic et al., 2017). Portanto, a população deve saber 

quando buscar um profissional e este, fazer uma boa indicação de biópsia. Ulcerações solitárias, com 

aspecto eritroleucoplásico, história clínica mais longa que duas semanas, indolor, em ventre ou região 

lateral de língua ou assoalho da boca, são indicações para análise histopatológica, principalmente se 

apresentar aspecto de “bordas elevadas” (Minhas et al., 2019; Mashberg et al., 1989). Além disto, 

lesões potencialmente malignas como leucoplasias, eritroplasias, queilites actínicas, leucoplasias 

verrucosas proliferativas e líquen plano, devem ser acompanhadas e submetidas à biópsia se necessário 

(Bugshan e Farooq, 2020).  

Devido às dificuldades e atraso no diagnóstico, o prognóstico do CCE oral em 50% dos 

casos é muito ruim, pois estágios avançados da doença requerem tratamentos invasivos, complexos e 

de maior impacto sobre a qualidade de vida do paciente, como a associação entre cirurgia e radioterapia 

(se o tumor for operável) ou radioterapia e quimioterapia (Warnakulasuriya, 2009; van der Waal, 2013; 
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Yokota et al., 2020). Por vezes, em lesões muito avançadas, é indicado apenas um tratamento paliativo 

(Ghoshal et al., 2006). 

2.2 A ENZIMA ÁCIDO GRAXO SINTASE (FASN) 

2.2.1 O papel da FASN nas neoplasias malignas 

A ácido graxo sintase (FASN) é um complexo multi-enzimático que produz, a partir da 

acetil-coenzima A (CoA) e de malonil-CoA, na presença de NADPH, o palmitato (ácido palmítico- 

C16H32O2). Este complexo tem uma série de papéis fisiológicos, atuando no desenvolvimento 

embrionário, na produção de surfactantes em células do epitélio alveolar pulmonar, na regulação de 

ácidos graxos livres no fígado, nas células-tronco neurais, onde tem papel importante na neurogênese, 

dentre outros (Fhu e Ali, 2020; Knobloch et al., 2013). A regulação da FASN ocorre principalmente 

em função da falta ou presença de esteroides, mediada por exemplo pela proteína de ligação ao 

elemento regulador de esteroides (SREBP, um fator de transcrição), por meio de um mecanismo de 

feedback negativo (Fhu e Ali, 2020). Há também outros mecanismos de regulação, como a via 

fosfatidilinositol-3'-quinase/proteína quinase B (PI3K/AKT) (Fhu e Ali, 2020). Estas vias estão 

atuantes tanto em células normais quanto em células tumorais, no entanto, nas últimas a expressão de 

FASN tem se mostrado independente da presença ou não de ácidos graxos livres provenientes da dieta 

(Fhu e Ali, 2020). Esta independência de uma regulação externa explica o aumento da expressão de 

FASN em muitos tipos de câncer e, consequentemente, da lipogênese de novo, cujo produto principal 

(palmitato) atua como precursor na síntese das membranas das células malignas e facilita sua 

proliferação, sobrevivência e até mesmo a quimiorresistência (Agostini et al., 2014; Buckley et al., 

2017). De acordo, a alta expressão imuno-histoquímica de FASN está aparentemente associada a um 

pior prognóstico para os pacientes portadores de CCE oral (Silva et al., 2008). 

2.2.2 FASN e CCE oral 

Dentre os tipos de câncer em que a expressão de FASN está aumentada, encontra-se o 

CCE oral. Em um trabalho de nosso grupo de pesquisa, Silva et al. (2008) confirmaram a existência 

de uma correlação entre expressão imuno-histoquímica aumentada de FASN e características 

clinicopatológicas relacionadas à progressão e pior prognóstico do CCE oral em língua. Estes 

resultados corroboram achados prévios dos mesmos autores (2004) e de Krontiras et al. (1999). 

Pesquisas com outros tipos de câncer confirmaram que a inibição farmacológica de FASN reduz a 

progressão do ciclo celular (Kuhajda et al, 1994; Swinnen et al, 2003; Baron et al, 2004). De maneira 

semelhante, no CCE oral, o bloqueio da atividade de FASN reduz a proliferação, viabilidade e 

migração celular, aumenta as taxas de apoptose e promove a diminuição do tamanho de CCEs de 
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língua e suas metástases para linfonodos cervicais em modelo ortotópico (Agostini et al., 2004; 

Agostini et al., 2014; Aquino et al., 2020). 

Como exposto, a expressão aumentada de FASN em diversos tipos de neoplasias 

malignas humanas a torna um alvo bastante promissor para o desenvolvimento de novos agentes 

quimioterápicos (Flavin et al., 2010). Dentre os inibidores da FASN, temos a cerulenina e seu derivado 

sintético C75, orlistat (ORL), triclosan (TCS), C93, TVB-3166, TVB-2640, dentre outros (Flavin et 

al., 2010; Falchook et al., 2021). Estes compostos agem sobre domínios específicos da FASN, inibindo 

etapas fundamentais na síntese de palmitato. Como exemplo, podemos citar o ORL, que se liga de 

maneira covalente ao domínio tioesterase da FASN e desta forma, bloqueia sua atividade biológica 

(Kridel et al., 2004). Em trabalho bastante recente de nosso grupo de pesquisa, Boelcke et al. (2022) 

demonstraram que, na dependência do domínio catalítico farmacologicamente inibido, obtém-se 

diferentes efeitos fenotípicos sobre uma linhagem celular derivada de CCE oral (SCC-9). Neste estudo, 

o TCS apresentou maior efeito sobre estas células, reduzindo a velocidade de progressão do ciclo 

celular, a capacidade de adesão, de migração e de invasão, além de promover maiores taxas de morte 

por apoptose, quando comparado ao C75 e ao orlistat. Em estudo anterior, também do nosso grupo, 

realizado com modelos ortotópicos de CCE de língua, padronizado com a linhagem metastática SCC-

9 ZsGreen LN-1, o tratamento com ORL foi capaz de reduzir a proliferação e migração, de promover 

morte celular por apoptose e de estimular a secreção de VEGFA165b (uma variante do fator de 

crescimento endotelial vascular com propriedades inibitórias sobre a angiogênese). Observou-se 

também diminuição do volume e da proliferação celular dos tumores primários, o que culminou com 

redução de 43% no número de linfonodos regionais acometidos por metástases (Agostini et al., 2014). 

Aquino et al. (2020), por sua vez, ao estudar o inibidor de FASN TVB-3166 nas linhagens celulares 

SCC-9 ZsGreen e SCC-9 ZsGreen LN-1A, observaram que esta droga reduz significativamente a 

viabilidade, migração e proliferação, impede a progressão do ciclo celular, promove apoptose e 

aumenta a adesão às proteínas da matriz extracelular. Neste trabalho, os autores concluíram que a ação 

antitumoral de TVB-3166 é importante e que há potencial de progressão para pesquisas clínicas. Já o 

TVB-2640 foi o primeiro inibidor de FASN a passar para a fase de testes clínicos, com um estudo em 

humanos já publicado com tumores sólidos (câncer de pulmão de células não-pequenas com gene 

KRAS mutado, câncer de ovário, coloretal, retal, de próstata, gástrico, cervical, de mama e tumores 

mistos), o qual demonstrou, através de monoterapia e da associação com taxanos (paclitaxel e 

docetaxel), que a inibição de FASN com TVB-2640 é eficiente e tem um perfil relativamente seguro, 

com efeitos adversos reversíveis envolvendo pele e olhos, dentre eles, edema de córnea, queratite, irite, 

uveíte e eritrodisestesia palmar-plantar (Falchook et al., 2021; Clinicaltrials.gov:NCT02223247). 
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2.3 AUTOFAGIA 

2.3.1 O que é autofagia e como ela ocorre 

A autofagia é um processo catabólico intracelular que envolve o direcionamento de 

estruturas celulares para degradação nos lisossomos. Existem 3 tipos de autofagia, que diferem entre 

si pela forma como os conteúdos citoplasmáticos a serem destruídos chegam aos lisossomos: autofagia 

mediada por proteínas chaperonas (chaperone-mediated autophagy- CMA), microautofagia e 

macroautofagia, principal via autofágica. A macroautofagia, conhecida como simplesmente autofagia, 

consiste na formação de vesículas que podem envolver até organelas inteiras e que são direcionadas à 

degradação lisossomal (Parzych e Klionsky, 2014). Tal direcionamento ocorre por meio de um 

envoltório delimitado por uma dupla camada de membrana denominado de autofagossomo, cuja 

membrana externa se fusiona com a membrana lisossomal, resultando numa estrutura chamada de 

autolisossomo. A membrana interna dos autofagossomos é, por sua vez, degradada pelas próprias 

enzimas lisossomais (Yang e Klionsky, 2010).  

De uma maneira geral, a autofagia  pode ser dividida em seis etapas distintas e 

sequenciais: a) iniciação/indução; b) enucleação; c) alongamento/expansão do autofagossomo; d) 

maturação do autofagossomo; e) fusão do autofagossomo com o lisossomo; e f) degradação 

propriamente dita do conteúdo já presente no lúmen lisossomal (Parzych e Klionsky, 2014). Cada uma 

destas etapas é controlada por um grupo de genes relacionados à autofagia (autophagy-related genes- 

ATGs) (Abd El-Aziz et al., 2021). A iniciação (Figura 1) decorre de estímulos internos ou externos à 

célula, tais como estresse celular (estresse oxidativo, hipóxia, estresse do retículo endoplasmático, 

danos no DNA), falta de nutrientes, agregados de proteínas danificadas ou malformadas, organelas 

danificadas e infecções microbianas. Dependendo do estímulo desencadeador, podemos ter autofagia 

em sua forma seletiva (como, por exemplo, mitofagia, ribofagia, pexofagia, reticulofagia ou 

nucleofagia) ou não seletiva (Cao et al., 2021; Yoshii e Mizushima, 2015). Para que ocorra a autofagia 

seletiva, a estrutura danificada emite sinais que induzem à formação do autofagossomo e este a envolve 

através de receptores e ligantes específicos. Já no segundo tipo, estímulos externos (como falta de 

nutrientes), levam à formação do autofagossomo, o qual envolve componentes citoplasmáticos que 

estejam nas proximidades, destinando-os à degradação lisossomal (Nakatogawa, 2020; Jin et al., 

2013).  
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Figura 1- Esquema simplificado da iniciação da autofagia.  

Assim, de acordo com suas necessidades, a célula pode ativar um ou outro tipo de 

autofagia. As autofagias seletiva e a não seletiva ocorrem de forma muito semelhante, pois ambas 

envolvem a montagem do complexo Unc-51 like kinase (ULK) na etapa de iniciação do 

autofagossomo. Na autofagia não seletiva, a inativação de TORC1 e consequente formação de ULK 

constituem o mecanismo chave para a iniciação. Na autofagia seletiva, os próprios mediadores do 

reconhecimento do “cargo” selecionado para autofagia (sejam eles mais específicos, como NIX e Bcl2-

L-13 que são importantes para a mitofagia, ou menos específicos, como optineurin (OPTN), 

SQSTM1/p62, NBR1 e NDP52), modulam a montagem dos complexos ULK, independentemente da 

ação de TORC1, pela interação com FIP200 (Turco et al., 2020; Nakatogawa, 2020).  

A proteína FIP200 compõe, juntamente com ULK-1 (ou ULK-2), ATG13 e ATG101, o 

complexo ULK. A formação de múltiplos complexos ULK é uma etapa comum nas autofagias seletiva 

e não seletiva, sendo imprescindível para a iniciação da formação do autofagossomo. Além disto, estes 

complexos recrutam outras proteínas ATG que darão seguimento ao processo (Nakatogawa, 2020).  

Uma vez formados os complexos ULK, ocorre ativação do complexo PI3K (PI3K Classe 

III - complexo PI3K específico da autofagia), composto pelos mediadores Vps34, p150, Beclina-1, 

ATG14L e AMBRA1 (Abd El-Aziz et al., 2021). Ambos os complexos supracitados se localizam 

próximos à superfície do retículo endoplasmático, sendo o domínio omegassomo desta organela, o 

doador dos lipídios que constituirão o autofagossomo (Ylä-Anttila et al., 2009; Nakatogawa, 2020).  
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Figura 2 - Esquema simplificado das etapas de enucleação e 

alongamento/expansão da autofagia. 

A partir deste ponto, inicia-se o processo de enucleação (Figura 2), com a formação do 

fagóforo/pré-autofagossomo, uma estrutura que sofre expansão, por intermédio de dois sistemas de 

conjugação via ubiquitina: ATG12-ATG5-ATG16 e LC3 (Hamacher-Brady, 2012). A conjugação 

deste complexo de proteínas ATGs se dá após a ativação de ATG12 por ATG7 e ATG10. Quando o 

complexo se dissocia da membrana do fagóforo, forma-se uma vesícula de dupla membrana, que 

recebe o nome de autofagossomo (Glick et al., 2010).  

No sistema de conjugação LC3, esta molécula é clivada por ATG4, formando LC3-I que, 

ao se conjugar com fosfatidiletanolamina (PE), passa a ser chamada de LC3-II. Esta última, ao 

contrário do complexo ATG 2 supracitado, permanece nas porções interna e externa da membrana do 

autofagossomo após sua formação, participando da hemifusão de membranas e da seleção do “cargo” 

(material a ser degradado) (Nakatogawa et al., 2007). Como LC3-II tem sua síntese e processamento 

aumentados durante a autofagia, ele é considerado como um potencial marcador para autofagossomos 

(Abd El-Aziz et al., 2021). É importante ressaltar que o recrutamento e a integração de LC3-II no 

fagóforo em expansão é dependente do complexo ATG5-ATG12-ATG16 (Glick et al., 2010).  
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Figura 3 - Esquema simplificado da etapa de fusão da autofagia. 

ULK-1, por sua vez, participa também da fusão do autofagossomo com o lisossomo 

(Figura 3). Quando em seu estado não fosforilado, ela recruta STX17 (membro da família SNARE), 

aumenta a afinidade desta última para SNAP29 e promove a fusão. Por outro lado, ULK-1 fosforilada 

tem reduzida afinidade por STX17, o que reduz a fusão entre o autofagossomo e o lisossomo (Wang 

et al., 2018).  

Para que ocorra a fusão do autofagossomo com o lisossomo, é necessário que estas 

estruturas estejam muito próximas. Em situação de falta de nutrientes, ocorre uma mudança no pH 

intracelular e os lisossomos se acumulam na região perinuclear, onde estes e os autofagossomos 

chegam com auxílio dos microtúbulos. Uma vez próximos, a membrana externa do autofagossomo se 

fusiona à membrana lisossomal, processo que só é completado após a degradação da membrana interna 

do autofagossomo e exposição do seu conteúdo ao lúmen lisossomal (Jahreiss et al., 2008). Para que 

este processo ocorra, 3 categorias de ligantes são necessárias: HOPS, RAB7 e proteínas adaptadoras 

que conectam componentes do autofagossomo ou lisossomo (como LC3 e ATG12-ATG5) a ligantes 

específicos (como complexo SNARE, RAB7 ou o próprio complexo HOPS), aumentando a 

especificidade do processo. HOPS é um complexo proteico que interage com STX17 e favorece a 

fusão. Por fim, RAB7 é uma pequena GTPase que interage com fatores ligantes, aumentando a 

especificidade da fusão autofagossomo-lisossomo (Yu et al., 2018).  

Durante seu trajeto até o lisossomo, o autofagossomo pode se fusionar com endossomos, 

resultando nos chamados anfissomos (Berg et al., 1998). Esse processo faz parte da maturação do 

autofagossomo (Zhao et al., 2021). Vale citar também a relação entre os processos de autofagia e 

apoptose, os quais têm algumas proteínas em comum, como Beclina-1 e p53 (Kang et al., 2011; 

Mrakovcic e Fröhlich, 2018). Sabe-se que a autofagia pode favorecer a resistência de células malignas 
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frente às quimioterapias existentes por bloquearem o processo de apoptose. Por outro lado, a inibição 

da autofagia (por bloqueio da via de sinalização PI3K/AKT/mTOR), tem se mostrado capaz de ativar 

a apoptose e aumentar a sensibilidade de células malignas ao tratamento (Kondo et al., 2005). 

2.3.2 Autofagia e CCE oral 

A autofagia desempenha papel aparentemente ambíguo em diversos tipos de câncer, 

dentre os quais o próprio CCE oral (Abd El-Aziz et al., 2021). Ao mesmo tempo que apresenta 

atividade supressora de tumor em seus estágios iniciais (limitando danos celulares e a instabilidade 

genômica por indução do processo de senescência), em estágios mais avançados pode favorecer a 

progressão tumoral, criando condições para que as células malignas sobrevivam mesmo sob ação de 

diferentes agentes estressores (Abd El-Aziz et al., 2021). Assim, podemos considerar que tanto o 

aumento, quanto a diminuição da atividade autofágica podem modular de formas distintas a 

tumorigênese, dependendo do tipo celular e seu grau de anaplasia, no entanto, existem ainda muitas 

lacunas no conhecimento sobre o papel da autofagia nas neoplasias malignas (Anderson e Sullivan, 

2022). 

Marcadores da autofagia têm sido estudados a partir de linhagens celulares de CCE oral 

(Anderson e Sullivan, 2022). É imprescindível que tais estudos envolvam análises quantitativas e 

qualitativas destas moléculas, pois o LC3 (marcador mais usado para indicar autofagia), pode ser 

encontrado na superfície dos autofagossomos em diferentes estágios, desde a sua iniciação até a 

degradação lisossomal, e isso pode influenciar na análise dos resultados obtidos (Anderson e Sullivan, 

2022). Outro fator que pode dificultar a interpretação dos resultados com o marcador LC3 é que seus 

níveis também podem aumentar em situações de inibição de degradação do autofagossomo, como na 

presença de inibidores lisossomais (Yoshii e Mizushima, 2017). Além disto, LC3 pode também ser 

incorporada em agregados proteicos, os quais podem ser confundidos com estruturas autofágicas se a 

análise se limitar à microscopia de fluorescência (Yoshii e Mizushima, 2017). 

Como exemplo da autofagia como favorecedora da progressão do CCE oral, Tang et al. 

(2015) relacionaram o aumento da proteína ATG16L (que participa do alongamento da dupla 

membrana do autofagossomo) com uma menor sobrevida e fenótipo mais agressivo do tumor em 

pacientes portadores de CCE oral. Tem sido relatada também uma forte associação entre a expressão 

imuno-histoquímica de LC3II e P62, com um prognóstico ruim para pacientes com CCE oral (Liu et 

al., 2014; Terabe et al., 2018). Quanto à ação supressora de tumor, Xie et al. (2018) inibiram 

diretamente mTOR, o que permitiu livre formação de complexos ULK, e observaram uma inibição na 

proliferação celular em linhagens celulares de CCE de cabeça e pescoço (SCC-9, SQ20B e A253). 

Kim et al. (2012), a partir do tratamento com curcumina em células de CCE oral (linhagem YD10B), 

demonstraram ação antitumoral por induzir tanto à apoptose como a autofagia. Após o tratamento, os 
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autores encontraram aumento da conversão de LC3I para LC3II, que é um marcador para a formação 

de autofagossomos. 

2.3.3 Autofagia e FASN 

Recentemente, estudos in vitro têm confirmado uma relação entre autofagia e a enzima 

FASN em células de diversos tipos de câncer, como por exemplo nas células de câncer de mama 

(Huang et al., 2019). Estas células, assim como as do CCE oral apresentam altas taxas de lipogênese 

(Huang et al., 2019; Walz et al., 2018). Neste sentido, partindo de resultados prévios que confirmaram 

que a inibição da FASN por alfa-mangostin induz à apoptose e sabendo também que existe uma relação 

entre esta via de morte celular, estresse do retículo endoplasmático e autofagia, Huang et al. (2019) 

validaram estas informações associando o alfa-mangostin à inibição do estresse do retículo 

endoplasmático e da autofagia (Li et al., 2014). Como resultado, observou-se um aumento na indução 

à apoptose, confirmando a correlação entre estas vias (Huang et al., 2019). 

Além disso, Yan et al. (2021) estudaram a correlação entre autofagia e síntese de ácidos 

graxos endógenos a partir de linhagens de células de adenocarcinoma de pulmão e carcinoma de 

células escamosas de pulmão. Para isto, utilizaram de resultados prévios com células de câncer de 

pulmão de células não pequenas, os quais validavam que o sulforafano tem capacidade de inibir a 

autofagia e ativar a via apoptótica nestas células (Hu et al., 2018). Buscando compreender o porquê 

desta inibição, Hu et al., (2018) comprovaram que o sulforafano tem uma ação indireta sobre a FASN 

e que isto leva a danos na membrana plasmática e na morfologia da mitocôndria (Yan et al., 2021). 

Estes danos na mitocôndria podem levar a um acúmulo de ROS e consequentemente, de mitocôndrias 

danificadas, o que ativa a via apoptótica da célula (Yan et al., 2021). 

Como citado no item 2.2.1, a via PI3K/AKT atua na regulação da FASN e é também uma 

das principais vias associadas à ativação da autofagia, juntamente ao mTOR (Fhu e Ali, 2020; Xu et 

al., 2019). Em osteossarcomas, foi observado que uma ativação da via PI3K/AKT tem uma correlação 

positiva com a superexpressão de FASN (Wang et al. 2014). Além disto, evidências sugerem que 

substâncias que tenham como alvo a via PI3K/AKT interferem na autofagia e podem, por isto, suprimir 

o crescimento tumoral (Xu et al., 2019).  

Por fim, é importante ressaltar que nosso grupo de pesquisa, ao tratar células SCC-9 com 

diferentes inibidores farmacológicos de FASN nas concentrações relativas ao seu IC50 (concentração 

inibitória média), observou que apenas parte das células pôde ser identificada pela marcação com 

Anexina V (indicador de apoptose e apoptose tardia) ou Pi (iodeto de propídio, indicador de necrose) 

em citometria de fluxo (8,83% com C75, 5,14% com ORL e 22,62% com triclosan) (Gráfico 1). Em 
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conjunto, estes resultados indicam que outros processos de morte celular, como por exemplo a 

autofagia, podem ser desencadeados pelos inibidores da atividade de FASN (Boelcke et al., 2022). 

 
Gráfico 1- Porcentagem de células positivas para Anexina 

V (apoptose e apoptose tardia) e Pi (necrose) por 

citometria de fluxo após tratamento com 

diferentes inibidores de FASN em suas 

respectivas IC50. 

Fonte: Boelcke et al., 2022.  
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3 PROPOSIÇÃO 

3.1 PROPOSIÇÃO GERAL 

Avaliar se a enzima FASN tem algum papel sobre a expressão de genes relacionados ao 

processo de autofagia em linhagens celulares de CCE oral. 

3.2 PROPOSIÇÃO ESPECÍFICA 

Avaliar, por meio da técnica de qRT-PCR, a expressão de genes associados à autofagia 

nas células SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 CULTURA CELULAR  

4.1.1 Cultura celular para extração de RNA 

Nesta pesquisa utilizamos 2 linhagens celulares: SCC-9 (American Type Culture 

Collection) e SCC-9 shFASN-A4C (que derivam das células SCC-9 por serem transduzidas com 

plasmídeo short hairpin FASN).  

Estas células foram cultivadas em frascos plásticos de 75 cm2 (Corning, EUA) com meio 

de cultura DMEM/F12 (Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, 

Brasil), 400 ng/mL de hidrocortisona (succinato sódico de hidrocortisona- Eurofarma, Brasil) e 

solução antimicótica e antibiótica (Invitrogen) diluída na proporção de 1:100 a 37ºC, sob atmosfera 

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. Atingidas confluências de aproximadamente 70%, os meios 

de cultura foram removidos, as células lavadas com PBS (solução salina tamponada com fosfato, pH 

7,4) e posteriormente incubadas com tripsina-EDTA (0,25%) a 37ºC por no máximo 5 minutos, até a 

liberação total das células do assoalho dos frascos (determinada por visualização em microscópio de 

contraste de fase). Para interromper a ação da tripsina, foram adicionados 10mL de meio de cultura 

enriquecido com 10% de FBS, criando desta forma uma suspensão de células que foi transferida para 

tubos estéreis de 15mL (Kasvi, Brasil), os quais foram centrifugados a 900 xg durante 3 minutos. Após 

a centrifugação, foram removidos os sobrenadantes e os pellets então ressuspendidos em 5mL de meio 

de cultura contendo 2% de FBS. Com isso, foi possível a contagem das células em câmara de Neubauer 

e o replaqueamento em novos frascos de cultura celular. Os meios de cultura foram substituídos a cada 

48 horas e todos os procedimentos realizados dentro de cabine de fluxo laminar. 

O padrão de confluência celular definido para a realização das extrações de RNA e 

reações de western blotting foi de 70%, nos frascos plásticos de 75 cm2 (Corning, EUA). Como as 

linhagens celulares estudadas apresentam diferentes comportamentos em cultura, foram utilizadas 

quantidades distintas de células no momento do plaqueamento (para realizarmos as extrações de RNA 

total após 48 horas, foram utilizadas 1,5 x 106 células para a linhagem SCC-9 e 3,7 x 105 células para 

a linhagem SCC-9 shFASN-A4C). 

4.1.2 Cultura celular para reação de western blotting com kit LC3I-LC3II 

O protocolo utilizado para manutenção das células em cultura foi o mesmo citado no item 

4.1.1. Neste experimento, foram utilizadas 6 placas de cultura 10cm2 (Biofil, China) para cultivo das 

duas linhagens celulares aqui estudadas. Foram 5 placas contendo a linhagem parental SCC-9 (p.47), 



28 

uma contendo apenas meio de cultura DMEM/F12 (Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de FBS 

(Cultilab, Brasil) e outras 4 tratadas ou não com Triclosan (TCS) em concentrações decrescentes a 

partir do IC50 do TCS (1x IC50; 0,5; 0,25 e 0) previamente calculado por nosso grupo de pesquisa 

(10,93 µg/mL para o tempo de 24 horas) (Boelcke et al., 2022). O TCS foi usado como controle 

positivo para autofagia, ao passo que o DMSO é o veículo desta droga. Para a linhagem SCC-9 

shFASN-A4C (p. 14) utilizou-se apenas 1 placa contendo apenas meio de cultura DMEM/F12 

(Invitrogen, E.U.A) enriquecido com 2% de FBS (Cultilab, Brasil). 

Foram 5 dias corridos de experimento em cultura celular, segundo o Quadro 1. 

Quadro 1- Cronograma seguido para cultura celular das linhagens SCC-9 p.47 e SCC-9 shFASN p. 14 para 

western blotting com kit LC3I-LC3II. 

 SSC-9 

(p. 47) 

SCC-9 shFASN 

(p. 14) 

Dia 1 Plaqueamento de 8.105 células em cada 

placa (5) em 6mL de meio de cultura 

DMEMF12 + 10% FBS. 

Plaqueamento de 2.105 células em 6mL de 

meio de cultura DMEMF12 + 10% FBS. 

Dia 2 Carenciamento de FBS. 

Dia 3 -    6mL de meio de cultura DMEMF12 + 

2% FBS; 

- Tratamento dos controles com as 

concentrações de TCS citadas no item 4.1.2. 

6mL de meio de cultura DMEMF12 + 2% 

FBS. 

Dia 4 Registro fotográfico com microscópio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti). 

Dia 5 -    Registro fotográfico com microscópio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti). 

-    Congelamento de pellets celulares obtidos para preparação de extratos proteicos 

4.2 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS, QUANTIFICAÇÃO E REAÇÕES DE WESTERN 

BLOTTING 

4.2.1 Para avaliar a expressão de FASN  

No momento das extrações de RNA total das linhagens estudadas, foram congelados 2 

pellets para cada uma delas, a partir de frascos de cultura mantidos nas mesmas condições de cultura 

celular (meio DMEMF12 + 2% FBS e 70% de confluência). Para isto, as células foram tripsinizadas, 

centrifugadas a 900 xg por 3 minutos, os sobrenadantes removidos e os pellets ressuspendidos em 1mL 

de PBS. Este conteúdo foi transferido para frascos do tipo eppendorf de 1,5mL, os quais foram 

centrifugados novamente por 3 minutos a 900 xg a 4ºC. Em seguida, os sobrenadantes foram 
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removidos e as amostras armazenadas a -80ºC. Para a extração de proteínas, adicionou-se a cada um 

destes pellets 70µL de tampão de lise contendo 1g sacarose, 500µL de NP40, 1mL de Tris/HCl 1M, 

6,85 mL de NaCl 1M, 5 mL de glicerol e 200µL de EDTA 5mM, e inibidores de protease 7x 

concentrado em proporção de 8,5:1,5 (Complete Mini Cocktail, Roche Diagnostics – Mannheim, 

Alemanha) e, após agitação em vórtex por 3 vezes de 10 segundos, com intervalo de 10 minutos em 

gelo, os sobrenadantes foram coletados, transferidos para outros tubos e imediatamente armazenados 

a -80ºC. Para quantificação da concentração de proteínas de cada amostra, utilizou-se o método de 

Bradford (Bradford, 1976), com o reagente de Bradford (Bio-Rad, EUA) em um espectrofotômetro 

Spectronic Unicam Genesys com ajuste para 595 nm.  

Trinta microgramas de cada extrato proteico foram separados em géis de poliacrilamida-

SDS a 8%, transferidas para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher e Schuell, Keene, NH) 

e corados com Ponceau S (Sigma) para verificação da qualidade da eletroforese e da transferência. Em 

seguida, as membranas foram bloqueadas com leite em pó desnatado a 5% diluído em Tris-HCl pH 

7,6, contendo 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween-20 (TBST), e receberam os anticorpos primários 

específicos contra FASN (diluídos a 1:3000, para detectar bandas de aproximadamente 265kDa) e 

contra beta-actina (diluídos a 1:10.000, para detectar bandas ao redor de 42kDa). Feito isto, as 

membranas foram lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secundários conjugados com 

peroxidase, diluídos a 1:1.000 em TBST. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas e 

as reações reveladas com sistema de detecção (ECL detection kit, Amersham Pharmacia Biotech, 

Arlington Heights, IL), seguindo-se as instruções do fabricante. 

4.2.2 Para avaliar a expressão de LC3I e LC3II  

No quinto dia (descrito no Quadro 1) foram congelados os pellets de células obtidos a 

partir de cada uma das placas em cultura. Para isto, as células foram tripsinizadas, centrifugadas a 900 

xg por 3 minutos, os sobrenadantes removidos e os pellets ressuspendidos em 1mL de PBS. Este 

conteúdo foi transferido para tubos do tipo eppendorf de 1,5mL, os quais foram centrifugados 

novamente por 3 minutos a 900 xg a 4ºC, os sobrenadantes removidos e as amostras armazenadas a -

80ºC. Para a extração de proteínas, foram adicionados a cada um deste pellets 70µL de tampão de lise 

contendo 1g sacarose, 500µL de NP40, 1mL de Tris/HCl 1M, 6,85 mL de NaCl 1M, 5 mL de glicerol 

e 200µL de EDTA 5mM, e inibidores de protease 7x concentrado em proporção de 8,5:1,5 (Complete 

Mini Cocktail, Roche Diagnostics – Mannheim, Alemanha), os tubos vortexados por 10 segundos por 

3 vezes, com intervalo de 10 minutos em gelo, os sobrenadantes coletados e transferidos para outros 

frascos do tipo eppendorf e imediatamente armazenados a -80ºC. Para quantificação de proteína de 

cada amostra, utilizou-se o método de Bradford (Bradford, 1976), com o reagente de Bradford (Bio-

Rad, EUA) em um espectrofotômetro Spectronic Unicam Genesys com ajuste para 595 nm. 
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Cinquenta microgramas de cada extrato proteico foram separados em géis de 

poliacrilamida-SDS a 10%, transferidos para membranas de nitrocelulose (Protran, Schleicher e 

Schuell, Keene, NH) e corados com Ponceau S (Sigma) para verificação da qualidade da eletroforese 

e da transferência. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com leite em pó desnatado a 5% 

diluído em Tris-HCl pH 7,6, contendo 150 mM de NaCl e 0,1% de Tween-20 (TBST), e receberam os 

anticorpos primários específicos contra LC3BI e LC3BII (Abcam 51520), diluídos a 1:3000, para 

detectar bandas de aproximadamente 15kDa, e contra gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, 

Cell Signaling 14C10), a 1:1000, para detectar bandas ao redor de 37 kDa. Feito isto, as membranas 

foram lavadas em TBST e incubadas com anticorpos secundários conjugados com peroxidase, diluídos 

a 1:1.000 em TBST. Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas e as reações reveladas 

com sistema de detecção (SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate Thermo 34580), 

seguindo-se as instruções do fabricante. 

4.3 EXTRAÇÕES DE RNA TOTAL, GÉIS PARA AVALIAR A QUALIDADE DOS RNAS 

OBTIDOS E CONVERSÃO PARA CDNAS 

4.3.1 Extrações de RNA total e quantificação em equipamento Nanodrop  

Como supracitado, a extração de RNA foi realizada apenas quando as células atingiram 

uma confluência de 70% em frascos plásticos de 75 cm2 (Corning, EUA). Portanto, a escolha do 

momento da coleta das células e extração do RNA total foi principalmente o estado de confluência e 

não somente o tempo de cultivo. 

Atingidas as confluências celulares de cerca 70%, adicionou-se 1,5 mL de reagente Trizol 

em cada frasco de cultura, o que foi seguido de agitação suave por 15 minutos. Posteriormente, as 

soluções foram homogeneizadas e transferidas para tubos eppendorf de 2mL, aos quais foram também 

adicionados 300µL de clorofórmio. Estas misturas foram agitadas manualmente por 30 segundos e, 

em seguida, deixadas em repouso por 3 minutos a temperatura ambiente. Após o repouso, os tubos 

foram centrifugados a 4ºC e 11.652 xg durante 15 minutos. Esta etapa de centrifugação resulta em 3 

diferentes fases, das quais foram coletadas cuidadosamente apenas as fases transparentes, que foram 

em seguida transferidas para tubos eppendorf de 1,5 mL. A estes tubos foram adicionados 750 µL de 

isopropanol, o que foi seguido de nova homogeneização manual, lenta e delicada, por 30 segundos. A 

mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, quando os tubos foram centrifugados a 

4ºC e 11.652 xg por mais 10 minutos. Os sobrenadantes foram removidos e aos pellets obtidos foi 

adicionado 1 mL de etanol a 75% gelado, seguido de nova centrifugação a 4ºC por 5 minutos, desta 

vez a 7.903 xg. Neste momento, todo o etanol foi removido, mantendo cuidadosamente os pellets nos 

fundos dos tubos até a secagem completa. 



31 

Após a secagem (por cerca de 30 minutos), foram adicionados 20 µL de água 

DNA/RNAse-free para a dissolução dos RNAs totais obtidos e os tubos colocados imediatamente no 

gelo para posterior leitura em aparelho Nanodrop (2000C, Thermo Scientific). As leituras foram 

realizadas adicionando-se 2µL de água DNA/RNAse-free no leitor como “blank”. Em seguida, foram 

adicionados 2µL das amostras de cada RNA total para as avaliações das concentrações e razões. Por 

fim, as amostras de RNA total foram imediatamente armazenadas em freezer -80ºC. Cada purificação 

de RNA foi feita em duplicata. 

4.3.2 Géis para avaliação da qualidade dos RNAs totais obtidos 

Agarose (0,65g) foi diluída em 5mL de 10X FA buffer com 45mL de água MiliQ 

autoclavada. Após homogeneização, a suspensão foi levada ao forno de micro-ondas por cerca de 45 

segundos, para a completa dissolução da agarose. Em seguida, 900µL de formaldeído foram 

adicionados e, após a mistura completa, esta solução foi vertida no suporte do aparato de eletroforese, 

onde recebeu 5µL do corante gel Red e, finalmente, foi encaixado o pente. Após a solidificação (cerca 

de 30 minutos), o pente foi removido e o gel cuidadosamente inserido na cuba de eletroforese. Feito 

isto, adicionou-se o RNA running buffer (FA Buffer 1X) e aguardou-se mais 30 minutos para 

estabilização.  

As amostras foram preparadas em tubos de 600µL, adicionando-se 2µL de RNA Loading 

dye, 8µL de água RNA/DNAse-free e 2µg de cada amostra de RNA total, os quais foram 

homogeneizados delicadamente. Dez microlitros de cada amostra recém preparada foram adicionados 

em cada poço do gel e a eletroforese iniciada com a fonte ajustada para 100V, durante 40 minutos. 

Após finalização da corrida, os géis foram analisados e documentados em aparelho fotodocumentador 

(Uvitec, Cambridge). 

4.3.3 Conversão dos RNAs totais em cDNAs 

Para a conversão dos RNAs totais em moléculas de cDNA, foi utilizado o kit RT2 First 

Strand (Qiagen), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Primeiramente foi preparada a 

solução para eliminação de traços DNA genômico, como mostrado na Tabela 1, adicionando-se, em 

sequência, a água RNAse-free, o tampão GE e, por fim, a amostra de RNA total (0,5 µg). 

Tabela 1- Componentes da solução para eliminação de DNA genômico (kit RT2 First Strand, Qiagen). 

 

Linhagem celular 

Leitura Nanodrop 

(ng/uL) 

RNA (uL)  

Buffer GE (uL) 

Água RNAse-

free (uL) 

SCC-9 p.42 1928,5 0,26 2 7,74 

SCC-9 shFASN A4C p. 9 1752,6 0,28 2 7,72 
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Cada uma das amostras foi suavemente misturada por pipetagem e, em seguida, foram 

brevemente centrifugadas. A seguir, cada tubo foi incubado por 5 minutos a 42ºC e imediatamente 

colocado no gelo por 1 minuto, quando receberam 10uL de mistura de transcrição reversa, preparada 

de acordo com a Tabela 2. 

Tabela 2- Reação de transcrição reversa (kit RT2 First Strand, Qiagen). 

 

Componente 

Volume para 2 

reações (µL) 

Água RNAse-free 6 

5X Buffer BC3 8 

Control P2  2 

RE3 mix de transcriptase reversa 4 

Volume total 20 

Fonte: Elaborada a partir de protocolo disponível em www.qiagen.com, 

referente ao kit RT² Profiler PCR Array (96-Well Format, 

número de catálogo 330231 PAHS-084ZA). 

Os tubos contendo a mistura de eliminação de DNA genômico e de transcrição reversa 

foram incubados em equipamento termociclador (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) 

de forma sequencial a 42ºC por 15 minutos e 95ºC por 5 minutos. Por fim, foram adicionados 91µL 

de água RNAse-free a cada tubo, misturando-se por pipetagem. As amostras foram armazenadas em 

freezer -20ºC. 

4.4 REAÇÕES DE RT-PCR 

As reações de RT-PCR foram preparadas a partir do master mix RT2 SYBR Green 

(Qiagen) de acordo com protocolo do fabricante, uma vez que utilizamos placas de 96 poços contendo 

primers para amplificação de genes específicos para autofagia da mesma empresa (RT2 Profiler PCR 

Array, Qiagen). Para isto, o master mix RT2 SYBR Green foi brevemente centrifugado para trazer o 

conteúdo para o fundo do tubo. Em seguida, foi preparada a mistura de componentes de PCR em um 

tubo de 5mL, de acordo com a Tabela 3. 

  

http://www.qiagen.com/


33 

Tabela 3- Preparo da amostra para PCR (kit RT2 First Strand, 

Qiagen). 

Componente Volume (µL) 

Mastermix 2x RT2 SYBR Green  1350 

Amostra de cDNA 102 

Água RNAse-free  1248 

Volume total 2700 

Fonte: Elaborada a partir de protocolo disponível em 

www.qiagen.com, referente ao kit RT² Profiler PCR 

Array (96-Well Format, número de catálogo 330231 

PAHS-084ZA). 

A reação de RT PCR para a linhagem SCC-9 shFASN-A4C p.9 foi realizada a partir da 

distribuição dos componentes acima no RT2 PCR Array (25µL da mistura em cada poço). A seguir, a 

placa foi selada com filme adesivo óptico do próprio fabricante e centrifugada por 1 minuto a 1000xg 

em temperatura ambiente para remoção de possíveis bolhas de ar e levada imediatamente para o gelo, 

enquanto se realizava a configuração do programa de ciclagem de PCR no termociclador LightCycler 

480 (Roche). Ajustada a configuração do programa, de acordo com as instruções do fabricante (Quadro 

2), a reação de RT-PCR foi realizada. 

Quadro 2- Configuração do programa de ciclagem de PCR realizado, de acordo com as instruções do fabricante 

(Qiagen) para o termociclador Roche Light Cycler 480. 

Program Target 

(ºC) 

Acquisition 

mode 

Hold 

(hh:mm:ss) 

Ramp 

rate 

(ºC/s) 

Acquisition 

(per ºC) 

Sec 

target 

(ºC) 

Step 

size 

(ºC) 

Step 

delay 

(cycles) 

Heat 

activation 

(1 cycle) 

95 None 00:10:00 4.4 - 0 0 0 

PCR 

Cycling 

(45 cycles) 

95 None 00:00:15 1.5 - 0 0 0 

60 Single  00:01:00 1.5 - 0 0 0 

Melt Curve  

(1 cycle) 

60 None 00:00:15 4.4 - - - - 

95 Continuous - 0.03 20 - - - 

Fonte: Elaborado a partir de protocolo disponível em www.qiagen.com, referente ao kit RT² Profiler PCR Array 

(96-Well Format, número de catálogo 330231 PAHS-084ZA). 

Os valores de Ct (“cycle threshold”) obtidos com a reação de RT-PCR variaram de 0 a 

40 e, para organizá-los em uma escala de 0 a 10, dividimos todos estes valores por 4. Em seguida, os 

subtraímos do valor de 10 e os ordenamos de forma decrescente quanto à expressão gênica. Estes 

valores foram então comparados aos dados in silico da expressão dos mesmos genes aqui estudados 

na linhagem celular parental SCC-9 (controle), extraídos do portal DepMap (Broad Institute- 

http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/
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www.depmap.org). Este banco público de dados biológicos foi utilizado para contornar a falta dos 

dados do RT-PCR array realizado com as células SCC-9 (controle), os quais foram perdidos por 

problemas técnicos. Neste banco, os dados estão expressos em TPM (transcritos por milhão) e foram 

organizados em uma escala de 0 a 10, em ordem decrescente de expressão. A partir destas 

comparações, realizou-se a seleção dos genes que serão utilizados nas próximas reações de RT-PCR 

de validação. Os genes selecionados foram aqueles se apresentaram nos extremos opostos no Heat 

Map (Figura 13) das duas linhagens celulares (SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C) e que fazem parte da 

via principal da autofagia (Figura 14). 

4.5 ENSAIOS DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Cada ensaio de proliferação teve duração de 1 semana. No primeiro dia, foram plaqueadas 

1,25x103 células de cada linhagem estudada em poços de placas de 96 poços, com 250µL de meio de 

cultura DMEM-F12 com 2% de FBS. Estas células foram incubadas por 24 horas e, após este período, 

passaram por 24 horas de carenciamento com meio de cultura DMEM-F12 sem FBS, com o objetivo 

de deixar semelhantes os ciclos celulares. No terceiro dia, o meio de cultura sem FBS foi substituído 

por um meio de cultura DMEM-F12 enriquecido com 2% de FBS, aguardou-se mais 24 horas, e 

iniciaram-se as contagens sucessivas nos períodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Para cada contagem, as 

células de poços referentes foram tripsinizadas como descrito anteriormente no item 4.1.1, com 

diferenças nos volumes de PBS (200µL), tripsina (80µL) e de meio de cultura DMEMF12 + 10%FBS 

para ressuspender as células (250µL) e contadas em câmara de Neubauer. 
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5 RESULTADOS 

5.1 CULTURA CELULAR, EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS TOTAIS, E 

REAÇÕES DE WESTERN BLOTTING 

5.1.1 Western blotting para avaliar a produção de FASN nas células SCC-9 e SCC-9 shFASN-

A4C. 

Na Figura 4 pode-se observar registros fotográficos das linhagens celulares estudadas 

neste projeto. Observa-se uma morfologia semelhante entre elas, principalmente entre a linhagem 

parental SCC-9 e a SCC-9 EVB, com um aspecto poligonal. No entanto, a linhagem parental SCC-9 

possui algumas células mais fusiformes e que tendem a crescer em ninhos, o que não é tão evidente na 

SCC-9 EVB. Além disto, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C possui células que variam de aspecto 

poligonal a arredondado.  

 
Figura 4 - Registros fotográficos das linhagens celulares SCC-9 EVB (p.13), SCC-9 (p.44) e SCC-9 

shFASN-A4C (p.17) durante cultura celular para padronização de confluência. Microscopia 

de contraste de fase, aumento original 40X. 

A partir da observação dos diferentes comportamentos em cultura das linhagens celulares 

estudadas neste projeto de pesquisa, bem como para confirmar a redução da produção da enzima FASN 

nas células SCC-9 shFASN-A4C, foram inicialmente realizadas reações de western blotting com 

anticorpos específicos para esta enzima (Figura 5, parte superior). 

 

Figura 5 - Western blotting para avaliar a produção de FASN nas diferentes 

linhagens celulares estudadas no presente projeto. 
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Esperava-se que a linhagem SCC-9 EVB, construída para ser o controle negativo por 

portar o vetor vazio, apresentasse expressão de FASN semelhante às células SCC-9. No entanto, como 

observado no resultado representativo da Figura 5, a SCC-9 EVB mostrou produção baixa de FASN, 

embora ainda um pouco maior do que a encontrada nas células SCC-9 shFASN-A4C. Este fato pode 

sugerir alguma falha ou efeito secundário e indesejado em consequência ao processo de transdução 

pelo qual esta linhagem celular foi submetida. Desta forma, optamos por não mais utilizá-la como 

controle no presente trabalho. Para esta finalidade, trabalhamos somente com a linhagem SCC-9 

parental, que produz grande quantidade da enzima FASN (Figura 5). 

Por outro lado, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C apresentou, como esperado, as menores 

taxas de produção da enzima FASN, o que se manteve até a passagem máxima avaliada (p.17, Figura 

5). Com este grau de silenciamento do gene que codifica FASN, esperava-se que a capacidade de 

adesão destas células estivesse comprometida, baseando-se em resultados obtidos em estudo prévio de 

nosso grupo de pesquisa. Estes resultados mostraram que a inibição farmacológica de FASN com TCS 

reduz de forma dose-dependente a adesão das células SCC-9 a placas de cultura previamente 

sensibilizadas com fibronectina ou colágeno tipo I (Boelcke et al., 2022). Curiosamente, comparando-

se com a linhagem celular parental SCC-9, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C parece aderir à superfície 

dos frascos plásticos de 75 cm2 (Corning, EUA) com maior facilidade, além de crescer mais 

rapidamente e atingir maiores confluências em menor tempo. Com o objetivo de investigar melhor as 

características fenotípicas decorrentes do silenciamento de FASN, padronizamos ensaios de 

proliferação celular.  

Partindo da observação do comportamento das duas linhagens celulares trabalhadas em 

cultura, optou-se por reduzir a concentração de FBS para 2%, de acordo com dados prévios do nosso 

grupo e de outros pesquisadores (Aquino et al., 2020; Pascual et al., 2017), com o objetivo de atenuar 

as diferenças de comportamento entre as linhagens SCC-9 shFASN-A4C e SCC-9. 

5.1.2 Avaliação da produção de LC3I e LC3II nas linhagens celulares estudadas  

Jin et al. (2020) demonstraram  em células de melanoma da linhagem A375 que o TCS 

pode induzir à autofagia. Também, Wang et al. (2018) demonstraram em macrófagos da linhagem 

Raw264.7 que o tratamento com TCS aumenta a razão LC3II/LC3I e a formação de autofagossomos, 

o que indica um aumento da atividade autofágica. Neste sentido, este composto foi utilizado como 

controle positivo para este experimento, em 3 diferentes concentrações. Na Figura 6 podemos observar 

os registros fotográficos dos dias 4 e 5 de cultura celular da linhagem SCC-9, que manteve seu aspecto 

padrão poligonal com algumas células de aspecto mais fusiforme. Também, pode-se observar que as 

células não tratadas com TCS ou tratadas com seu IC12,5 tiveram um aumento na confluência tanto 

no dia 4 como no dia 5, o que não ocorreu nas células tratadas com TCS em seu IC25 ou IC50. 
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Figura 6 - Registros fotográficos referentes aos dias 4 e 5 da cultura celular da linhagem SCC-9 para o 

experimento de western blotting para LC3I e LC3II. Microscopia de contraste de fase, aumento 

original 40X. 

Na Figura 7 pode-se observar os registros fotográficos dos dias 4 e 5 da cultura celular da 

linhagem SCC-9 shFASN-A4C. Nota-se que estas células são capazes de atingir maiores confluências 

em menor período de tempo e que apresentam morfologia que varia de poligonal a arredondada. 

 

Figura 7 - Registros fotográficos referentes aos dias 4 e 5 da cultura 

celular da linhagem SCC-9 shFASN-A4C para o 

experimento de western blotting para LC3I e LC3II. 

Microscopia de contraste de fase, aumento original 40X. 

Na Figura 8 pode-se observar o resultado do experimento de western blotting para LC3BI 

e LC3BII. Seu objetivo é fornecer informação sobre a atividade autofágica nestas linhagens celulares, 

uma vez que estudos prévios definem o LC3B como um importante marcador de autofagia, embora se 

deva ter cautela na interpretação dos resultados (Anderson e Sullivan, 2022; Mizushima e Yoshimori, 

2007). Observa-se, nesta figura, que as células SCC-9 shFASN-A4C parecem acumular LC3BI (banda 

superior), portanto, devem estar mais preparadas para iniciar o processo de autofagia do que as células 

parentais SCC-9, nas quais esta banda proteica é mais fraca. No entanto, um estudo mais detalhado do 

processo de conversão de LC3BI para LC3BII nas células SCC-9 shFASN-A4C será necessário para 

o melhor entendimento deste ponto. 
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Figura 8 - Western blotting para LC3BI, LC3BII e GAPDH referente às linhagens celulares e 

tratamentos apresentados no Quadro 1. IC12,5, IC 25 e IC 50 são referentes às doses 

de TCS utilizadas para tratar as células SCC-9. 

5.2 EXTRAÇÕES DE RNA TOTAL, LEITURA EM NANODROP E ANÁLISES EM 

GÉIS DE QUALIDADE 

As extrações de RNA foram feitas quanto atingida confluência celular de 

aproximadamente 70% para as linhagens estudadas, como demonstra a Figura 9. 

 

Figura 9 - Padrão de confluência determinado para a extração de RNA total das 

linhagens celulares estudadas (SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C). 

Microscopia de contraste de fase, aumento original 40X. 

Observamos nitidamente diferenças fenotípicas entre as células parentais e as que tiveram 

a produção de FASN silenciada. Enquanto a linhagem SCC-9 manteve-se crescendo no formato de 

ninhos de células poligonais ou fusiformes, as células SCC-9 shFASN-A4C apresentam aspecto 

poligonal ou arredondado. Os RNAs totais extraídos das linhagens celulares aqui estudadas tiveram a 

concentração estimada em equipamento Nanodrop (2000C, Thermo scientific), com os valores obtidos 

exibidos na Tabela 4. 
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Tabela 4 - Resultados das leituras em aparelho Nanodrop para os RNAs totais extraídos de 2 linhagens 

celulares estudadas (SCC-9 shFASN-A4C p.9 e p.18, e SCC-9 p.42). 

 

Em seguida, realizou-se a análise subsequente de qualidade dos RNAs totais obtidos por 

meio de corrida em géis de agarose, com os resultados mostrados na Figura 10. Nesta figura pode-se 

observar a excelente qualidade de todas as amostras de RNA purificadas, que não apresentam sinais 

de degradação. Desta forma, pudemos partir para a próxima etapa do nosso trabalho, que consiste nas 

reações de RT-PCR para análise dos genes relacionados ao processo de autofagia. Este foi o padrão 

de qualidade seguido também para as amostras de replicata. 

 

Figura 10- Análise dos RNAs totais purificados em gel de 

agarose. Cada canaleta do gel contém 1 

micrograma de RNA total. 

5.3 REAÇÃO DE RT-PCR 

Após a conclusão da reação de RT-PCR (RT2 Profiler PCR Array, Qiagen) para o cDNA 

da linhagem SCC-9 shFASN-A4C (p.9), obtivemos a Tm (temperatura de melting, Figura 11) e o Ct 

(“cycle threshold”, Figura 11) de cada um dos genes presentes na placa. A Tm das amostras variou 

entre 60 e 85 ºC e o Ct entre 19 e 40 ciclos, sendo os genes mais expressos representados pelos menores 

valores de Ct. A seguir, os valores dos Cts obtidos foram organizados em um Heat Map na escala de 

0 a 10, em ordem decrescente de expressão (Figura 12), para que desta forma fosse possível a 

comparação destes resultados com os valores selecionados dos dados obtidos in silico referentes à 
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linhagem parental SCC-9 (extraídos da plataforma DepMap, Broad Institute – www.depmap.org) e 

apresentados em TPM (transcritos por milhão). 

 

Figura 11- Gráficos fornecidos pelo software do equipamento Light Cycler 480 (Roche) para Tm (fluorescência 

x temperatura) e Ct (fluorescência x número de ciclos).  

 

http://www.depmap.org/
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Figura 12 - Heat Map da expressão dos genes relacionados à autofagia estudados neste trabalho para as linhagens 

celulares SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C (ordem decrescente: vermelho = muito expresso, preto = 

moderadamente expresso, verde= pouco expresso). Os valores apresentados para a linhagem SCC-9 

são provenientes de dados in silico expressos em TPM (transcritos por milhão) disponíveis na 

plataforma DepMap (Broad Institute- www.depmap.org). Os valores para a linhagem SCC-9 

shFASN-A4C foram obtidos a partir das reações de RT-PCR array, realizadas no presente trabalho.  
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Os genes selecionados para as próximas reações de RT-PCR de validação, foram 

escolhidos por estarem nos extremos opostos dos dois Heat Maps e por apresentarem terem papel 

direto dentro da via principal da autofagia. São eles SQSTM1/p62 (com papel principal na etapa de 

iniciação da autofagia, Figura 13A); ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10 e MAP1LC3B (com papel 

principal nas etapas de enucleação, alongamento e expansão da autofagia, Figura 13B) (Campisi et al., 

2022; Glick et al., 2010; Hamacher-Brady, 2012; Nakatogawa, 2020; Turco et al., 2020). O gene 

SQSTM1/p62 foi o único dos selecionados que apresentou alta expressão na linhagem parental SCC-

9 e baixa expressão na linhagem SCC-9 shFASN-A4C. Os demais genes selecionados estão mais 

expressos na linhagem SCC-9 shFASN-A4C. 

Embora o gene ATG9A não apareça em destaque na via principal da autofagia (Figura 

13), optamos por mantê-lo na lista dos selecionados, pois participa da formação do autofagossomo e 

foi sugerido por Tang et al. (2013a) como um biomarcador prognóstico importante para pacientes com 

CCE oral. 

 

Figura 13- Esquema adaptado das fases de iniciação, enucleação e alongamento/ expansão da autofagia, com os 

genes selecionados destacados em vermelho. A) Etapa de iniciação da autofagia, com destaque no 

gene selecionado SQSTM1/p62. B) Etapas de enucleação e alongamento/ expansão da autofagia, com 

destaque nos genes ATG5, ATG10, ATG4A, LC3I e LC3II (estes dois últimos correspondentes ao 

MAP1LC3B). 

5.4 ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR 

As duas linhagens celulares estudadas neste projeto exibem comportamentos muito 

distintos em cultura. Enquanto a linhagem parental SCC-9 deva ser semeada em grandes quantidades, 
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levando mais tempo para aderir às placas de cultura, a linhagem SCC-9 shFASN-A4C requer uma 

menor quantidade de células para atingir a mesma confluência num dado intervalo de tempo. Assim, 

visando compreender melhor estas observações, foram conduzidos ensaios de proliferação, em 

triplicata. No Gráfico 2 pode-se observar o resultado destes ensaios, após plaqueamento inicial de 

12.500 células, em placas de 96 poços. Pode-se observar que a linhagem SCC-9 shFASN-A4C 

prolifera mais rapidamente do que a linhagem parental SCC-9, embora apenas nos períodos de 72 e 96 

horas estes valores sejam estatisticamente significativos (p<0.05). Nos períodos anteriores (24 e 48 

horas) os valores não apresentaram significância estatística. Estes experimentos validam as 

observações prévias durante o manejo destas duas linhagens celulares. 

 

Gráfico 2- Proliferação das células SCC-9 e SCC-9 shFASN-

A4C após 24, 48, 72 e 96 horas de 

acompanhamento. As células foram contadas em 

câmara de Neubauer, em cada período avaliado. O 

gráfico representa a média de três experimentos 

independentes. * p< 0.05, Teste T pareado. 
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6 DISCUSSÃO 

FASN é a enzima anabólica responsável pela síntese endógena de ácidos graxos 

(Kuhajda, 2000; Menendez e Lupu, 2007). Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa têm 

demonstrado que FASN atua de forma importante na patogênese do CCE oral, pois suas células 

apresentam expressão aumentada desta enzima, em comparação com o epitélio adjacente 

morfologicamente normal (Silva et al., 2008). O presente trabalho utilizou uma linhagem celular 

previamente modificada em nosso laboratório para silenciar o gene que codifica FASN, denominada 

de SCC-9 shFASN-A4C, a qual, depois de isolada, apresentou comportamento distinto do esperado. 

Trabalhos prévios de nosso grupo demonstraram que a inibição de FASN com triclosan (TCS) reduz 

de forma dose-dependente a adesão das células SCC-9 às proteínas de matriz extracelular fibronectina 

e colágeno tipo I (Boelcke et al. 2022) e que o bloqueio da atividade de FASN com orlistat e TVB-

3166 diminui a proliferação, viabilidade e migração das mesmas células (Agostini et al. 2004, 2014 e 

Aquino et al. 2020). Ao contrário destes consistentes achados anteriores, observamos no início da 

presente pesquisa, ao cultivar a linhagem SCC9 shFASN-A4C, que ela requer uma menor quantidade 

de células ao plaqueamento para atingir a mesma confluência que a linhagem parental SCC-9, em um 

mesmo período de tempo. Para confirmar estes achados, realizou-se ensaios de proliferação celular 

cujos resultados foram de encontro com o inicialmente observado, pois a linhagem SCC-9 shFASN-

A4C mostrou taxas de proliferação significativamente maiores do que as da linhagem parental SCC-9 

(Gráfico 2).  

Com o objetivo de obter resultados preliminares sobre a atividade autofágica das duas 

linhagens celulares aqui estudadas, foram realizadas reações de western blotting para detecção das 

isoformas LC3BI e LC3BII, proteínas que participam da fase de enucleação e expansão da autofagia 

(Abd El-Aziz et al., 2021). Embora bastante interessante, a interpretação destes resultados deve ser 

realizada com cautela, uma vez que LC3BII tem maior imunorreatividade que LC3BI, além do fato de 

que os níveis de LC3BII variam de acordo com a atividade da via de degradação lisossomal 

(Mizushima e Yoshimori, 2007). Para elucidar este último ponto, serão realizados a seguir, por nosso 

grupo de pesquisa, experimentos com o inibidor de degradação lisossomal hidroxicloroquina. Até 

então, podemos concluir que a linhagem SCC-9 shFASN-A4C produz maiores quantidades (ou então 

acumula) de LC3BI (Figura 8), o que pode indicar que a fase de conjugação do processo de autofagia 

tenha sido iniciada, embora não esteja evidente a sua conversão para LC3BII, indicativa de formação 

do autofagossomo (Abd El-Aziz et al., 2021).  

Além disto, resultados altamente indicativos de que a atividade da enzima FASN modula 

a autofagia vieram dos ensaios de RT-PCR (RT2 Profiler PCR Array, Qiagen) com primers específicos 

para genes relacionados às várias etapas da autofagia, realizados com RNA total da linhagem SCC-9 

shFASN-A4C. É importante salientar aqui que nossa proposta inicial foi analisar por meio de RT-PCR 
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a expressão dos genes relacionados à autofagia também nas células parentais SCC-9, experimento que 

foi executado, mas, por problemas técnicos, seus resultados não puderam ser extraídos corretamente 

do software de análise do aparelho de PCR. Os resultados do ensaio de RT-PCR das células SCC-9 

shFASN-A4C está resumido no Heat Map ilustrado na Figura 12. Para contornar a falta dos resultados 

de RT-PCR com RNA total da linhagem parental, decidimos por extrair dados in sílico de expressão 

gênica da linhagem SCC-9 (disponíveis no site DepMap Portal- www.depmap.org e expressas em 

TPM) (Figura 12). Embora cientes de que estes valores não podem ser comparados de maneira 

quantitativa, realizou-se análise qualitativa, comparando as posições ocupadas por cada transcrito, 

organizados em ordem decrescente de expressão. O estudo dos Heat Maps obtidos (Figura 12) sugere 

que a expressão dos genes relacionados à autofagia é bastante diferente nas duas linhagens celulares 

estudadas. De modo a validar esta observação e compreender se estas diferenças estão ligadas ao 

silenciamento de FASN, serão realizados na sequência deste trabalho novos ensaios de RT-PCR com 

primers específicos para 6 genes da via principal da autofagia, os quais apresentaram as maiores 

diferenças de expressão em nossas análises entre as linhagens SCC-9 e SCC-9 shFASN-A4C. São eles: 

SQSTM1/p62, ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10 e MAP1LC3B. 

Como citado anteriormente, o produto do gene SQSTM1/p62 participa do processo de 

iniciação da autofagia, sendo capaz de se ligar a MAP1LC3B e a proteínas ubiquitinadas, 

direcionando-as até o autofagossomo (Liu et al., 2018). No presente trabalho, observou-se que o 

SQSTM1/p62 está mais expresso na linhagem parental SCC-9 do que na linhagem SCC-9 shFASN-

A4C. Alguns trabalhos têm associado a expressão deste gene a um pior prognóstico para o CCE oral 

(Bortnik e Gorski, 2017; Liu et al., 2014). Porém, Liu et al. (2018), após estudarem CCEs de diferentes 

sítios da cavidade oral, observaram associação entre o gene SQSTM1/p62 e menor sobrevida, 

associação que não foi observada em tumores de língua, dos quais a linhagem parental SCC-9 é 

derivada (Liu et al., 2018).  

A proteína correspondente ao gene MAP1LC3B tem papel bem definido na etapa de 

alongamento do autofagossomo (Abd El-Aziz et al., 2021). Em nossos resultados, observa-se que há 

maior expressão de MAP1LC3B na linhagem SCC-9 shFASN-A4C do que na linhagem parental. Esta 

é uma informação que deve ser analisada futuramente com detalhes, pois a alta expressão deste gene 

tem sido associada a uma maior agressividade do CCE oral e a um pior prognóstico (Lai et al., 2018; 

Liu et al., 2014). 

As proteínas correspondentes aos genes associados à autofagia (ATGs) têm papel na via 

clássica do processo. ATG4, ATG5 e ATG10 participam da etapa de alongamento do autofagossomo, 

sendo indispensáveis para a conversão de LC3 em LC3I e LC3II (Abd El-Aziz et al., 2021). Todos 

estes genes estão mais expressos de forma significativa na linhagem SCC-9 shFASN-A4C, segundo 

nossos dados. Pode-se associar estes achados ao estudo de Tang et al. (2013b), no qual a alta expressão 

http://www.depmap.org/
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de ATG5 foi associada a graus mais avançados de CCE oral, além de maior volume tumoral e 

metástases linfonodais, embora sem correlação estatística com prognóstico. Estes achados contrastam 

aqueles descritos no estudo de Weng et al. (2014) mostrando que um aumento de ATG4 e ATG5 pode 

estar associado a uma inibição da proliferação, migração e invasão tumoral, enfatizam a necessidade 

de melhor se compreender o papel da autofagia na patogenia do CCE oral. 

O gene ATG9A, embora raramente relatado como participante da via clássica da 

autofagia, tem papel importante na expansão e alongamento do autofagossomo (Tang et al., 2013a). 

Tang et al. (2013a) estudaram a expressão deste gene em tumores primários de CCE oral e observaram 

que a presença de ATG9A no citoplasma das células tumorais pode ser um biomarcador independente 

de prognóstico, recorrência e sobrevivência dos pacientes com esta doença. No presente trabalho, este 

gene também apresentou alta expressão na linhagem SCC-9 shFASN-A4C.  
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7 CONCLUSÕES 

Baseando-se no que se tem na literatura científica até o presente momento sobre autofagia 

e CCE oral, os achados deste trabalho são promissores e podem auxiliar na compreensão do papel da 

síntese endógena de ácidos graxos no processo de autofagia nas células desta neoplasia. Estes 

resultados necessitam ainda de confirmação com novas reações de RT-PCR para cada um dos 

transcritos selecionados, de forma individual, e também com reações de western blotting e de 

imunofluorescência com anticorpos específicos para os seus respectivos produtos proteicos. 

De maneira específica: 

a) As reações de western blotting para LC3BI e LC3BII mostram acúmulo de LC3BI na 

linhagem SCC-9 shFASN-A4C, indicando que a autofagia pode estar ativada. 

b) A linhagem celular com silenciamento genético de FASN tem um comportamento em 

cultura celular diferente da linhagem parental SCC-9, do qual se destaca a alta taxa 

de proliferação. 

c) O transcrito oriundo do gene SQSTM1/p62 foi mais expresso nas células parentais, 

ao passo que os transcritos provenientes dos genes ATG4A, ATG5, ATG9A, ATG10 

e MAP1LC3B foram mais expressos na linhagem SCC-9 shFASN-A4C. 
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