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RESUMO 

A via PI3K/AKT/mTOR apresenta-se superativada nos carcinomas 

escamosos de cabeça e pescoço (HNSCC). O estudo de substâncias que tenham por 

alvo as proteínas efetoras dessa via é de fundamental importância para o 

desenvolvimento de terapias para o câncer que sejam mais efetivas, mais específicas 

e menos deletérias aos pacientes. Com essa justificativa, objetivou-se com esse 

trabalho a avaliação dos efeitos biológicos dos inibidores de mTOR em linhagens 

celulares de HNSCC. O tratamento das linhagens SCC-9 (carcinoma de língua), FaDu 

(carcinoma de hipofaringe) e HaCaT (queratinócitos) com everolimus e temsirolimus, 

inibidores rapanálogos, e ainda com curcumina, resveratrol e EGCG, inibidores 

derivados da dieta, em diversas concentrações, possibilitou o estabelecimento de uma 

curva dose-resposta para cada substância em cada linhagem. A partir das curvas, 

foram calculados valores de IC50, com os quais os experimentos subsequentes foram 

realizados. O índice de seletividade tumoral foi calculado, e a curcumina e o 

everolimus mostraram-se seletivos para as linhagens SCC-9 e FaDu em relação à 

célula HaCaT. Em associação à radioterapia, os inibidores demonstraram efeito 

sinérgico significativo na linhagem FaDu (p<0,05), o que não foi observado na célula 

HaCaT, indicando também seletividade para a linhagem neoplásica. O everolimus 

causou inibição da migração celular das linhagens FaDu e HaCat a partir de 24h 

(p<0,05). O everolimus ainda induziu apoptose na célula SCC-9 (p<0,05) e 

interrompeu o ciclo celular das linhagens SCC-9 e FaDu na fase S (p<0,05). Um perfil 

de morte celular incerto de apoptose tardia ou necrose foi observado nas células SCC-

9 e FaDu tratadas com temsirolimus (p<0,05). A curcumina causou interrupção do 

ciclo celular na fase G2/M nas linhagens SCC-9 e FaDu (p<0,05). Observou-se ainda 

a inibição da expressão da proteína p-mTOR pelo teste de western blot na linhagem 

FaDu tratada com curcumina. Tais resultados instigam novos estudos que 

aprofundem o conhecimento sobre a ação e mecanismos dos inibidores de mTOR, 

viabilizando sua aplicação clínica. 

Palavras-chave: Inibidores de mTOR; Câncer de Cabeça e Pescoço; Viabilidade 

Celular; Ciclo Celular; Apoptose. 
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ABSTRACT 

The PI3K/AKT/mTOR signalling pathway is overactivated in head and neck 

cancers, and the study of substances which target effector proteins of this pathway is 

important for the development of therapeutic options that are more effective and 

specific and less deleterious to the patient. With such justification, this study had as 

objective evaluating the effects of mTOR inhibitors in head and neck cancer cell lines. 

By treating SCC-9 (tongue carcinoma), FaDu (hypopharynx carcinoma) and HaCaT 

(oral keratinocytes) cell lines with Everolimus and Temsirolimus, both rapalogs, and 

Curcumin, Resveratrol and EGCG, diet-derived inhibitors, in different concentrations, 

it was possible to establish dose-response curves for each substance with each cell 

line. IC50 values were obtained and used for subsequent experiments. A tumour 

selectivity index was calculated, and curcumin and everolimus were found to be 

selective to SCC-9 and FaDu cell lines. When combined with radiotherapy, all inhibitors 

demonstrated a significant synergic effect on FaDu cell line (p<0.05), which was not 

observed on HaCaT and indicates the combination as selective to neoplastic cells. 

Everolimus cause cell migration inhibition in FaDu and HaCat from 24h of treatment 

on (p<0.05), resulted in apoptosis in SCC-9 (p<0.05) and arrested cell cycle in S-Phase 

in SCC-9 and FaDu cells (p<0.05). A doubtful cell death profile of late apoptosis or 

necrosis was observed in SCC-9 and FaDu cells treated with temsirolimus (p<0.05). 

Curcumin caused a cell cycle arrest in G2/M in both SCC-9 and FaDu cells (p<0.05) 

and inhibited p-mTOR expression, as observed in the western blot assay performed 

with FaDu cells. Such results instigate new studies that help construct the knowledge 

on the action and mechanisms of the mTOR inhibitors and make their clinical 

application feasible and more comprehensive.  

Keywords: mTOR Inhibitors; Head and Neck Neoplasms; Cell Survival; Cell Cycle; 

Apoptosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o termo “câncer” é 

utilizado para designar um grande número de doenças, essas caracterizadas por um 

crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e órgãos e podem 

espalhar-se para outras regiões do corpo, processo conhecido como metástase (1). 

O câncer foi em 2013 a causa de mais de 8 milhões de mortes em todo o mundo, 

sendo a segunda causa de morte mais comum, atrás apenas de doenças 

cardiovasculares (2). 

O câncer de cabeça e pescoço, que acomete a cavidade oral, a faringe ou a 

laringe (3), é mundialmente o sexto mais comum, sendo especialmente incidente no 

sul e sudeste asiáticos e em partes da Europa e da América do Sul (4). O carcinoma 

espinocelular de cabeça e pescoço (HNSCC), cujas principais causas são as 

diferentes formas de consumo de tabaco e álcool (4, 5), é o mais comum dos cânceres 

de cabeça e pescoço (6). O Papiloma Vírus Humano (HPV) tem sido recentemente 

considerado também um importante fator etiológico, especialmente para o câncer de 

orofaringe (7).  

O tratamento do HNSCC é multimodal e baseado em cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia. Embora sejam empregadas técnicas cirúrgicas modernas e novas 

estratégias terapêuticas, as taxas de mortalidade do HNSCC continuam sendo altas 

em vários países, geralmente com uma taxa de sobrevida global em 5 anos inferior a 

50% (5). A morbidade associada ao tratamento do HNSCC também é relevante, 

consideradas as funções do aparelho mastigatório referentes à fala, à mastigação e à 

estética, muitas vezes afetadas como consequência do procedimento cirúrgico (8). 

Assim, há uma necessidade de novas drogas, que sejam significativamente efetivas 

no tratamento do câncer e menos deletérias à saúde geral dos pacientes (9).  

Nesse sentido, a terapia alvo molecular, direcionada a proteínas que 

desempenham uma função relevante ao processo oncogênico, desponta como uma 

alternativa potencialmente específica (10, 11). Exemplos de medicamentos alvo-

específicos são os inibidores do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), 

tal como o cetuximab, os inibidores da EGFR tirosina-quinase, os inibidores do fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF) e os inibidores de proteínas tais como a 
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poli ADP-ribose polimerase (PARP) e o alvo mecanístico da rapamicina (mTOR), 

investigados e utilizados em tratamento de diversos tipos de câncer (9).  

O estudo de substâncias derivadas de plantas e da dieta também é uma 

tendência, com resultados indicando o seu uso como agentes quimiopreventivos e 

adjuvantes, ou mesmo como fonte de moléculas que possam ser aplicadas ativamente 

ao tratamento do HNSCC (12-14). A curcumina, o resveratrol e a epigalocatequina-3-

galato (EGCG), substâncias derivadas de plantas e da dieta, tiveram seu potencial 

anti-inflamatório, antibiótico e antioxidante avaliados (15, 16). A atividade antitumoral, 

caracterizada pelo controle da proliferação celular, da sobrevivência, da migração, da 

invasão, da angiogênese e da metástase, também foi reportada para diversos tipos 

de câncer (17). 

Alterações em nível molecular são descritas como associadas à 

carcinogênese do HNSCC, dentre as quais a superativação da via PI3K/AKT/mTOR, 

importante via de sinalização celular que regula a proliferação, a sobrevivência celular 

e a angiogênese (18, 19). Por esse motivo, essa via de sinalização, seus efetores e 

seus inibidores têm sido objetos de diversos estudos recentes (19-21). 

Dessa forma o presente trabalho propõe-se a avaliar os efeitos dos inibidores 

de mTOR sintéticos, everolimus e temsirolimus, e derivados da dieta, curcumina, 

resveratrol e EGCG, em linhagens celulares de carcinoma de cabeça e pescoço. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA DO CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO 

Uma estimativa sobre a prevalência, a incidência e a mortalidade mundiais do 

câncer para o ano de 2012, realizada pela Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer, da OMS, previu para o câncer de cavidade oral e lábio 300.400 novos casos 

e aproximadamente 145.400 óbitos em todo o mundo naquele ano, com cerca de 80% 

desses casos ocorrendo em países em desenvolvimento (22).  

No Brasil, segundo uma estimativa do Instituto Nacional do Câncer (INCA), 

para o ano de 2016 são previstos 17.500 novos casos de câncer de cavidade oral, 

lábio e laringe em homens, e 5.340 novos casos da doença em mulheres, o que pode 

ser dimensionado por um risco estimado de 11,27 novos casos de câncer de cavidade 

oral e lábio a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil mulheres (23). Excetuando 

as neoplasias de pele, o câncer de cavidade oral é em homens o quarto mais 

frequente na região Sudeste, o quinto nas regiões Nordeste e Centro-Oeste e o sexto 

na região Sul e o sétimo na região Norte. Em mulheres, é o nono mais frequente na 

região Nordeste, o décimo na região Sudeste, o 12º nas regiões Norte e Centro-Oeste 

e o 15º na região Sul (23). Observa-se, portanto, uma maior incidência do câncer de 

cavidade oral em homens que em mulheres. 

Das neoplasias malignas em cabeça e pescoço, aproximadamente 90% são 

carcinoma espinocelular, também conhecido como carcinoma de células escamosas 

ou ainda carcinoma epidermóide (6). O HNSCC tem por principal fator de risco o uso 

do tabaco, em suas diversas formas de consumo (24), e quando o tabaco é associado 

ao álcool, o risco de desenvolvimento da doença é consideravelmente aumentado 

(25). Em populações do sul da Ásia também tem importância para a etiologia da 

doença o hábito de mascar a noz da areca com as folhas de betel, combinação que 

possui considerável potencial carcinogênico (24). 

Especialmente em casos de HNSCC de orofaringe, o HPV também é 

relevante enquanto agente etiológico (7). Um aumento na incidência de HNSCC de 

orofaringe tem sido observado nos últimos anos, particularmente em homens de meia-

idade (muitas vezes não-fumantes, ex-fumantes ou fumantes em intensidade leve), 
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quando comparados ao paciente tradicional de HNSCC (homens mais velhos com um 

significante histórico de abuso de tabaco e álcool). Tal aumento é atribuído ao HPV, 

em especial ao subtipo 16, vírus essencial na etiologia do câncer cervical. Esse fato é 

justificado pela diminuição na idade de início da vida sexual e pelo aumento no número 

de parceiros sexuais observados nas últimas décadas, tendo em vista que uma 

infecção orofaríngea por HPV oncogênico é, na maior parte dos casos, consequente 

de transmissão por relação sexual com contato orogenital (26).  

2.2. CARCINOGÊNESE DO CÂNCER DE CABEÇA E PESCOÇO 

São relevantes para a carcinogênese do câncer de cabeça e pescoço os 

eventos mutagênicos, consequentes principalmente do consumo de tabaco e álcool, 

responsáveis por diversas alterações genéticas e moleculares. De maneira geral, 

quando o metabolismo dos carcinógenos do tabaco não ocorre de maneira adequada, 

quer por polimorfismos genéticos nas enzimas envolvidas no processo metabólico ou 

pela alta quantidade de carcinógenos presente no organismo, há lesão em DNA, que 

resulta em expressão anormal de proteínas, e consequente desenvolvimento de 

mecanismos para evadir a apoptose, instigar a angiogênese, maximizar o potencial 

proliferativo e promover invasão tecidual e metástase (25). 

A progressão das células pelo ciclo celular é um processo fisiológico e 

essencial para a proliferação celular e desenvolvimento do organismo, e 

anormalidades em componentes que regulam esse processo são descritas para a 

maioria das neoplasias humanas (27). O ciclo celular, esquematizado na Figura 1, é 

caracterizado por duas fases distintas: a interfase (constituída pelas fases G1, S e G2) 

e a mitótica (fase M), e coordenado por complexos de ciclinas e quinases dependentes 

de ciclina (CDK), que são diversas e têm funções distintas em cada checkpoint do 

ciclo celular (27). As CDK2, CDK4, CDK6, bem como a ciclina D e a ciclina E, são 

exemplos de proteínas envolvidas na transição da fase G1 para a fase S (27). Já a 

CDK1, a CDC25C, a ciclina A e a ciclina B estão envolvidas na transição da fase G2 

para a fase M (27). A proteína do retinoblastoma (pRB) é um outro importante 

regulador do ciclo celular. Na sua forma hipofosforilada, encontra-se ligada à proteína 

Fator E2 (E2F), condição na qual a E2F mantém-se inativa e o ciclo celular permanece 

paralisado na fase G1 (28). Quando os complexos ciclina-CDK fosforilam pRB, a E2F 
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é liberada e pode então atuar como fator de transcrição que controla a expressão de 

genes essenciais para a progressão do ciclo celular e para a proliferação celular (28).  

Figura 1 –  Representação esquemática do ciclo celular e seus devidos reguladores. Figura 

adaptada do artigo de Sobolewski et al., 2010 (29). 

A superexpressão de proteínas do ciclo celular foi observada em estudos 

clínicos e pré-clínicos com diversos tipos de câncer, o que evidencia a importância 

das alterações no ciclo celular para a carcinogênese. Especificamente no HNSCC, foi 

descrita a superexpressão das proteínas ciclina A, ciclina B e ciclina D, em suas 

diversas isoformas, assim como mutações nos genes que as codificam (30). 

A apoptose é um dispositivo de morte celular programada inerente aos 

organismos multicelulares e presente desde os estágios iniciais de desenvolvimento 

até a vida adulta. É iniciada por uma variedade de estímulos externos e internos, tais 

como a irradiação, drogas, alguns hormônios e proteínas relacionadas à resposta 

inflamatória, ocorrendo por mecanismos controlados (31). A apoptose é caracterizada 

por uma série de mudanças bioquímicas e morfológicas, tais como a perda de 

assimetria, fragmentação nuclear e fragmentação de DNA cromossomal, 

condensação da cromatina e formação de corpos apoptóticos (28).  
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Dois mecanismos principais, esquematizados na Figura 2, engatilham a 

apoptose: a via extrínseca e a via intrínseca (32). Em ambas as vias, as caspases 

desempenham um papel fundamental enquanto mediadoras desses processos. As 

caspases iniciadoras, tais como a caspase-8 e a caspase-9, têm a função de clivar 

pró-formas inativas de caspases efetoras, tais como a caspase-3 e a caspase-7, cujas 

formas ativas conduzem à morte celular por apoptose (32). 

A via extrínseca é iniciada pela ligação de Ligante Fas (FasL) ou Fator de 

Necrose Tumoral (TNF) aos seus respectivos receptores de membrana, com 

recrutamento das proteínas adaptadoras FADD (para receptores de Fas) e TRADD 

(para receptores de TNF). Tais proteínas se associam à pró-caspase-8, formando o 

Complexo Sinalizador Indutor de Morte (DISC), que promove a ativação autocatalítica 

da pró-caspase-8. A caspase-8 então cliva pró-caspase-3 e pró-caspase-7, tornando-

as ativas e iniciando a fase de execução da apoptose (31).  

A via intrínseca ou mitocondrial é em grande parte controlada por membros 

da família Bcl-2, que podem agir como promotores ou inibidores da apoptose (32). As 

proteínas Bcl-2, Bcl-x e Bcl-w são algumas proteínas antiapoptóticas dessa família, e  

as Bcl-10, Bax, Bak, Bid e Bad são exemplos de proteínas com atividade pró-

apoptótica (31). Essas proteínas são importantes por determinar se a célula inicia a 

apoptose ou aborta o processo, através do controle da permeabilidade da membrana 

da mitocôndria. Quando as proteínas pró-apoptóticas estão ativas, a membrana está 

permeável e ocorre então a translocação de citocromo c do interior da mitocôndria 

para o citosol. Tal evento possibilita a constituição do apoptossomo, complexo de 

citocromo c, Apaf-1 e pró-caspase-9, que promove a ativação de caspase-9, que por 

sua vez promove a ativação das caspase-3 e caspase-7. Estando as proteínas 

antiapoptóticas ativas, a presença de citocromo-c citosólico diminui e a sinalização 

para a apoptose por via intrínseca deixa de ocorrer (31). Para a ativação das proteínas 

da família Bcl-2, proteínas como a p53, especialmente em casos em que se observa 

lesão irreversível de DNA, e a Proteína Quinase B (AKT), que desempenha função 

em diversos processos celulares, são de considerável significância (32). 
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Figura 2 – Representação esquemática das vias extrínseca e intrínseca da apoptose. 

Figura adaptada do artigo de Pope, 2002 (33) 

A evasão da apoptose como forma de manter o potencial proliferativo e 

aberrações gênicas é uma das marcas do câncer. Estudos mostram que há expressão 

aberrante de genes pró-apoptóticos, diminuição de expressão de proteínas pró-

apoptóticas tais como p53, Bax, Bik, Bim e Fas e superexpressão de proteínas 

antiapoptóticas como o Bcl-2 e o C-Flip em linhagens celulares, modelos animais e 

amostras clínicas de HNSCC (28, 34, 35). A redução de caspases na forma ativa, 

especialmente das caspase-3, caspase-7, caspase-8 e caspase-9 também é 

amplamente descrita no HNSCC (28).  
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2.3. A VIA DE SINALIZAÇÃO PI3K/AKT/MTOR 

A via PI3K/AKT/mTOR, esquematizada na Figura 3, é uma cascata de 

sinalização em células de mamíferos, cujas operações coordenadoras promovem 

importantes atividades celulares tais como proliferação, sobrevivência celular e 

angiogênese (18). Essa via, quando superativada, desempenha também um papel 

crítico na carcinogênese. Através do controle da ativação do mTOR e seus efetores, 

esta rede celular, em última análise, regula a tradução do mRNA que codifica 

proteínas pró-oncogênicas e assim promove a sobrevivência de células malignas, 

motivo pelo qual tem sido objeto de investigação nas duas últimas décadas (36).  

 

Figura 3 – Representação esquemática da cascata de sinalização PI3K/AKT/mTOR. Figura 

adaptada do artigo de Willems et al., 2012 (37). 

O mTOR é uma serina-treonina quinase e é a subunidade catalítica de dois 

complexos: mTORC1 e mTORC2 (38). Os estímulos positivos para o mTORC1 são 

os fatores de crescimento, as citocinas, os nutrientes e o status de energia celular 

(39). 
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A ligação de fatores de crescimento aos receptores tirosina quinase ou 

receptores acoplados à proteína G (GPCR) estimula o recrutamento e fosforilação da 

fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K), uma quinase lipídica que controla a formação de 

diferentes complexos de sinalização no interior das células (27). A PI3K ativada leva 

à conversão de fosfatidilinisitol-4,5-bifostato (PIP2) em fosfatidilinisitol-3,4,5-trifostato 

(PIP3), negativamente regulada pelo homólogo da fosfatase e tensina (PTEN). O PIP3 

aumentado se liga à proteína AKT na membrana, e em combinação com a fosforilação 

adicional de AKT pela quinase 1 dependente de fosfoinositídeo (PDK1), assim, a AKT 

é ativada (40). Uma vez ativa, a AKT se transloca para o citoplasma e núcleo, 

fosforilando vários substratos efetores, que estão envolvidos na regulação de diversas 

funções celulares, incluindo mTORC1 (41). 

O mTORC1 é composto pelas proteínas mTOR, Raptor, mLST8, PRAS40 e 

Deptor (40). A AKT pode ativar e fosforilar diretamente o mTOR ou pode ativá-lo 

indiretamente através do complexo de esclerose tuberosa 2 (TSC2) (42, 43). O TSC2 

forma complexo inibitório com o TSC1 para inativar o homólogo do Ras enriquecido 

no cérebro (Rheb). Quando o TSC2 é fosforilado pela AKT, a atividade do complexo 

TSC1/TSC2 é inibida, permitindo acúmulo de Rheb ligado à GTP (44). A ativação de 

Rheb causa a fosforilação do substrato 1 do AKT rico em prolina (PRAS40) e sua 

dissociação da proteína regulatória associada ao mTOR (Raptor), com resultante 

ativação do mTORC1 (43). Os efetores do mTORC1 ativado são a proteína ribossomal 

S6 quinase 1 (S6K1) e a proteína 1 ligante a 4E (4E-BP1), envolvidas na tradução do 

mRNA e síntese proteica (42). O mTORC2 é composto por mTOR, mLST8 associado 

a Rictor e mSin 1 (40). O mTORC2 fosforila e ativa diretamente a AKT e outras 

quinases, estando envolvido também na organização do citoesqueleto e sobrevivência 

celular (40). 

Diversos mecanismos levam à ativação constitutiva da via PI3K/AKT/mTOR 

nas neoplasias, tais como perda ou inativação do PTEN ou p53, mutação de PIK3CA 

ou AKT, alteração das proteínas reguladoras TSC1 ou TSC2 e superexpressão dos 

receptores de tirosina quinase ou dos efetores do mTOR como a S6K1 ou o fator de 

iniciação da tradução eucariótica 4E (eIF4E) (43, 45). Por essa razão, a via 

PI3K/AKT/mTOR e seus inibidores em HNSCC têm sido objetos de diversos estudos 

(19-21). 
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2.4. OS INIBIDORES DO MTOR 

A rapamicina, também conhecida como sirolimus, é o protótipo do inibidor de 

mTOR. É produzida pelo fungo Streptomyces hygroscopicus e foi primeiramente 

encontrada em amostras do solo na Ilha de Páscoa em 1975 (46). A pobre solubilidade 

aquosa e estabilidade química da rapamicina restringiram sua aplicação na terapia do 

câncer, apesar da atividade antiproliferativa contra diversos tipos de neoplasias em 

estudos pré-clínicos. Dessa forma, diversos análogos da rapamicina (rapanálogos), 

com propriedades farmacológicas mais favoráveis, foram desenvolvidos, incluindo 

CCI-779 (Temsirolimus, Wyeth) e RAD001 (Everolimus, Novartis) (40). As fórmulas 

estruturais dessas moléculas são apresentadas na Figura 4. 

A rapamicina e seus rapanálogos agem como inibidores alostéricos 

específicos de mTORC1 (43). O temsirolimus e o everolimus são pró-drogas semi-

sintéticas cujo metabólito ativo é a rapamicina. Esses fármacos formam complexo 

inibitório com seu receptor intracelular FKBP12. Esse complexo se liga ao domínio 

para ligação de FKBP12-rapamicina (FRB) do mTOR, levando à inibição da função 

catalítica do mTORC1, interferindo na tradução de proteínas fundamentais que 

codificam RNA mensageiros (mRNAs), as quais estão envolvidas na regulação do 

ciclo celular, glicólise e adaptação a condições com baixo teor de oxigênio (hipóxia) 

(45). Isso inibe o crescimento tumoral e a expressão de fatores induzidos por hipóxia, 

resultando na expressão reduzida de fatores envolvidos na angiogênese tumoral (47). 

Os rapanálogos são diferentes no metabolismo, estrutura e esquema de 

administração (43). O temsirolimus, um éster de rapamicina, pode ser administrado 

por via oral ou endovenosa (40). Esse fármaco demonstrou atividade antitumoral em 

uma variedade de células, em particular de tumores com deleção de PTEN (43), e 

está aprovado para o tratamento do câncer de rim (39). O everolimus é um análogo 

da rapamicina disponível na forma oral, também aprovado para tratamento do câncer 

de rim, tumor neuroendócrino de pâncreas e ainda do câncer de mama (39).  

Os produtos naturais derivados da dieta, incluindo a curcumina, o resveratrol, 

o EGCG, a genisteína e a cafeína, também inibem a sinalização do mTOR direta ou 

indiretamente (40). O EGCG, um polifenol catequina extraído do chá verde e do chá 

branco das folhas da Camellia sinensis, é um potente antioxidante com potencial 
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terapêutico (48). Em células de hepatocarcinoma, o EGCG ativou a proteína quinase 

α ativada por AMP (AMPK), resultando em supressão de efetores de sinalização, 

incluindo mTOR e 4E-BP1 (49). O resveratrol, um polifenol estibenoide, um flavonóide 

e uma fitoalexina, extraído da casca e das sementes de uvas vermelhas e negras e 

também presente no vinho tinto, tem potencial  antioxidante e antitumoral (50). Em 

linhagem de células de glioma, o resveratrol diminuiu a sinalização da via 

PI3K/AKT/mTOR e em  combinação com a rapamicina aumentou a taxa de morte 

celular (51). A curcumina, um polifenol natural isolado do rizoma da Curcuma longa, 

tem sido extensivamente estudada, devido a sua atividade antioxidante, anti-

inflamatória e antitumoral, e seu efeito positivo no tratamento de doenças crônicas, 

assim como seu potencial na terapia de diversos tipos de câncer, já foi observado (52, 

53). As fórmulas estruturais das moléculas de EGCG, resveratrol e curcumina são 

apresentadas na Figura 4. 

Figura 4 – Fórmulas estruturais das moléculas de rapamicina, everolimus, temsirolimus, 

curcumina, resveratrol e EGCG. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

Avaliar os efeitos dos inibidores de mTOR, associados ou não à radioterapia, 

em linhagens de células de carcinoma de hipofaringe (FaDu), de carcinoma de língua 

(SCC-9) e de queratinócitos humanos (HaCaT).   

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Avaliar a viabilidade celular das linhagens de carcinoma de cabeça e 

pescoço após tratamento com inibidores de mTOR; 

2- Identificar a dose necessária (IC50) dos inibidores de mTOR para induzir 

morte celular nas células de carcinoma de cabeça e pescoço; 

3- Definir se há seletividade citotóxica dos inibidores de mTOR em células 

de carcinoma de cabeça e pescoço humano, quando comparadas aos queratinócitos; 

4- Avaliar a viabilidade celular em células de carcinoma de cabeça e 

pescoço após tratamento com inibidores de mTOR associados à radioterapia; 

5- Avaliar a migração celular em linhagens de carcinoma de cabeça e 

pescoço tratadas com inibidores de mTOR; 

6- Avaliar a distribuição no ciclo celular e a presença de células apoptóticas 

quando tratadas com os inibidores de mTOR; 

7- Analisar a expressão da proteína mTOR em células tratadas com os 

inibidores de mTOR. 
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4. MÉTODOS 

4.1. CULTURA DE CÉLULAS 

Foram utilizadas três linhagens celulares humanas imortalizadas para a 

realização dos experimentos: SCC-9, FaDu e HaCaT. A linhagem SCC-9 é 

proveniente de carcinoma espinocelular de língua, originada de um paciente de sexo 

masculino com 25 anos de idade (54). A linhagem FaDu é derivada de carcinoma 

espinocelular de hipofaringe, estabelecida em 1968 da biópsia um paciente de sexo 

masculino de 56 anos de idade (55). Como controle foi utilizada a linhagem HaCaT, 

de queratinócitos humanos. Todas as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Prof. 

Dr. Décio dos Santos Pinto Júnior, da Faculdade de Odontologia da Universidade de 

São Paulo, e estão descritas na American Type Culture Collection (ATCC). 

Para o cultivo de SCC-9, utilizou-se o meio de cultura Dulbelcco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) acrescido de meio F12, na proporção 1:1, adicionado de soro 

fetal bovino a 10%, penicilina e estreptomicina nas concentrações finais respectivas 

de 100 ng/mL e 1 μg/mL e hidrocortisona a 400 ng/mL. Para as linhagens FaDu e 

HaCaT o meio de cultura utilizado foi o DMEM também complementado com soro fetal 

bovino à 10% e penicilina e estreptomicina à 1%. Os meios de cultura foram 

esterilizados por filtração em membrana de 0,2 μm e mantidos a 4ºC, sendo aquecidos 

em banho-maria à temperatura de 37ºC por 10 minutos antes do uso. Todos os 

reagentes utilizados foram comprados da empresa Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).  

As células foram mantidas em condições ideais, em incubadora com 5% de 

CO2 e temperatura de 37°C. Em média, a cada três dias era realizado a troca do meio 

e a cada sete dias o repique celular. Para o repique, o meio de cultivo era descartado, 

e as células lavadas uma vez com PBS pré-aquecido, sendo em seguida tratadas com 

solução de tripsina 0,25% acrescida de EDTA 5%, por 5 minutos, à temperatura de 

37°C. Após o desprendimento das células da placa de cultivo por digestão enzimática, 

a tripsina era inativada por adição de meio de cultura completo. As células eram 

coletadas por centrifugação a 2.000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante 

descartado, e o pellet de células ressuspendido em meio de cultivo completo. Dessa 

solução, foram utilizados 10 μL para a contagem de células em câmara de Neubauer, 

sob microscópio óptico invertido. O número total de células era calculado por meio da 
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razão entre o número total das células contadas nos quatro quadrantes x fator de 

diluição da suspensão de células x 104, dividido por quatro, conforme a fórmula:  

(n° total células X fator de diluição X 104) 

4 

4.2. INIBIDORES DE mTOR 

Foram utilizados os inibidores de mTOR rapanálogos, o everolimus e o 

temsirolimus, e os produtos naturais derivados da dieta o EGCG, o resveratrol e a 

curcumina.  Todos os inibidores de mTOR foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich 

(St. Louis, EUA), em forma liofilizada e com grau de pureza padrão analítico. Para os 

experimentos, uma solução-mãe de cada substância foi preparada. O EGCG 

(referência E4143, peso molecular 458,370 u) foi diluído em água Milli-Q, em uma 

concentração de 21816 µM. O resveratrol (referência R5010, peso molecular 228,240 

u), a curcumina (referência 08511, peso molecular 368,380 u), o everolimus 

(referência 07741, peso molecular 958,220 u) e o temsirolimus (referência PZ0020, 

peso molecular 1030,290 u) foram diluídos em DMSO, em concentrações de 43813, 

9953, 10436 e 9706 µM respectivamente. Essas soluções-mãe foram armazenadas a 

-80ºC até a sua utilização. 

4.3. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR (MTT) – CURVA DOSE-RESPOSTA 

A viabilidade celular resultante do tratamento com inibidores de mTOR foi 

aferida pelo teste de avaliação da atividade mitocondrial das células. Esse teste avalia 

a capacidade das enzimas mitocondriais celulares em reduzir MTT (brometo de 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil) tetrazólio) a formazam. O produto de formazam 

apresenta uma coloração arroxeada, que após diluído em solvente alcoólico, pode ter 

sua absorbância aferida em uma leitora de microplaca a 570 nm e comparada à 

absorbância dos devidos controles.  

Para a realização desse experimento, todas as linhagens foram plaqueadas 

em placas de 96 poços na densidade de 5.000 células/poço e mantidas em incubadora 

em condições ideais por 24 horas. Após esse período, as células foram tratadas com 

os inibidores de mTOR. Os inibidores de mTOR foram diluídos em meio de cultura 

para obter as concentrações desejadas para a curva dose-resposta, específicas para 
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cada inibidor. Para o EGCG, as concentrações utilizadas foram de 100, 50, 25, 10, 5, 

2,5 e 1,25 µM. Para o resveratrol, as concentrações foram de 150, 100, 50, 25, 10, 5 

e 2,5 µM. Com a curcumina, as concentrações foram de 50, 25, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0,75 

µM. O everolimus e o temsirolimus foram utilizados nas concentrações de 10, 7,5, 5, 

2,5, 1,25, 0,75 e 0,375 µM. As células também foram tratadas com os devidos 

controles negativos (água milliq para o EGCG e o DMSO para o resveratrol, a 

curcumina, o everolimus e o temsirolimus), em concentração semelhante à maior 

utilizada com cada um dos inibidores de mTOR. Após 24 e 48 horas de tratamento, 

10 μL de solução MTT (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) a 5mg/mL eram adicionados 

aos poços, a cada 100 μL de meio com inibidores de mTOR. As placas eram 

recobertas com papel alumínio e retornavam a incubadora. Após 4 horas, era aspirado 

o meio de cultura com a solução de MTT e acrescentados 100 μL de isopropanol 

acidificado (25 mL de isopropanol + 104 μL de HCl 100%). As placas eram agitadas 

por 10 minutos à velocidade média. Finalmente, a absorbância das células era 

verificada em uma leitora de microplaca a 570 nm (Thermo Plate TP Reader). Para 

obter viabilidade resultante do tratamento, a absorbância das células tratadas foi 

comparada à absorbância de seu controle, estabilizado como 100% de células viáveis. 

A concentração necessária dos inibidores para induzir 50% de citotoxicidade 

celular (IC50) foi calculada e os dados obtidos permitiram estimar o índice de 

seletividade tumoral (IST), para o qual foi realizada a razão entre o IC50 obtido para a 

célula controle (HaCaT) e para as células neoplásicas (FaDu e SCC-9) conforme 

publicado anteriormente por Horii et al., 2012 (56), segundo a fórmula:  

IST =  (IC50 célula controle) 

(IC50 células neoplásicas) 

4.4. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR COM OS INIBIDORES DE MTOR 

ASSOCIADOS À RADIOTERAPIA 

As linhagens SCC-9, FaDu e HaCaT foram plaqueadas em 02 placas distintas 

de 96 poços na densidade de 5.000 células/poço e mantidas nas condições ideais de 

crescimento em incubadora. Após 24 horas do plaqueamento, as células foram 

tratadas com os inibidores de mTOR no IC50 e seus respectivos controles negativos. 

Depois de 24 horas de tratamento, o meio de cultura foi removido e foram 
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acrescentados 100 μL de PBS em cada um dos poços. As placas foram transportadas 

para o Centro de Alta Complexidade em Oncologia do Hospital Universitário de 

Brasília (CACON-HUB), sendo uma das placas irradiada a 2 Gy/min com acelerador 

linear Siemens Primus (Malvern, EUA) com 6MV photon beams. A outra placa foi 

armazenada em meio ambiente sem irradiação. Após a radioterapia as placas 

retornavam ao laboratório, o PBS era aspirado e as células mantidas em 100 μL de 

meio de cultura em condições ideais por 24 horas. Decorrido esse tempo, as células 

eram submetidas ao teste MTT e a absorbância das células medida. Os valores 

relativos de viabilidade celular referentes às células submetidas à radioterapia foram 

comparados aos das células que não sofreram radiação. 

4.5. TESTE DE LESÃO EM MONOCAMADA – SCRATCH ASSAY 

Para realizar o ensaio de fechamento da ferida foram utilizadas placas de 6 

poços. Para o preparo das placas, foram adicionados 2 mL de solução de fibronectina 

à 10 μg/mL em cada poço, e a placa foi incubada à 4ºC overnight. Após incubação, a 

solução de fibronectina foi aspirada e a placa permaneceu no fluxo laminar até secar 

completamente. As placas foram armazenadas a 4ºC até sua utilização.  

Para o plaqueamento, as células foram usadas em concentração de 1x106 

células/poço. Após 24h, a monocamada de células foi riscada manualmente com uma 

ponta de pipeta de plástico amarelo (200μL), lavada com PBS e tratada com a solução 

de inibidores de mTOR na concentração referente ao IC50 ou controle negativo. Os 

poços foram fotografados nos tempos de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 e 72 horas, em 

um microscópio invertido (Zeiss Primo Vert, Göttingen, Alemanha), equipado com 

câmera digital (Zeiss ERC 5s, Göttingen, Alemanha) em objetiva de 10x, com o 

software ZEN Blue Edition (Zeiss, Göttingen, Alemanha). O fechamento da ferida foi 

medido através da área da ferida em cada período de tempo, e expresso como 

porcentagem da área inicial no tempo zero, com os inibidores de mTOR comparados 

aos seus respectivos controles. Para essa medida foram utilizadas áreas de 3 poços 

independentes para cada tratamento. 

4.6. CITOMETRIA DE FLUXO  

 No presente trabalho utilizamos duas aplicações diferentes da técnica, a 

primeira com objetivo de identificar a ação dos inibidores do mTOR nas fases do ciclo 
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celular e a segunda aplicação com o objetivo de identificar o provável perfil de morte 

celular induzido pelos tratamentos propostos.  

Para a avaliação do ciclo celular, as células SCC-9 e FaDu foram plaqueadas 

na densidade de 2x105 células/poço em placas de 6 poços e mantidas à 37°C e 5% 

CO2 por 24 horas. O cadenciamento das células foi realizado com meio de cultura 

sem adição de SFB durante 24h para a SCC-9 e 48h para a FaDu. Após o 

cadenciamento, foi realizado o tratamento das células com os inibidores de mTOR no 

IC50, diluídos em meio de cultura acrescido de SFB. Após 24 horas de tratamento, as 

células foram recolhidas, fixadas com etanol 70% e mantidas à temperatura de -20°C. 

Para a marcação das fases do ciclo celular, as células foram coradas com 50 μg/mL 

de iodeto de propídeo (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e mantidas no escuro à 4ºC por 

pelo menos 1 hora. As amostras devidamente marcadas foram examinadas em 

citômetro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences, New Jersey, EUA). Um mínimo de 

10.000 eventos foi analisado para cada amostra. Para a determinação da 

porcentagem de células em cada fase do ciclo, utilizou-se o programa ModFit LTTM 

(BD Biosciences, New Jersey, EUA).  

Com o objetivo de identificar o perfil de morte celular induzido pela ação dos 

inibidores de mTOR, as linhagens SCC-9 e FaDu foram plaqueadas na concentração 

de 2x105 células/poço em placa de 6 poços e mantidas em condições ideais por 24 

horas. Após 24 horas de exposição das células ao tratamento com os inibidores de 

mTOR, o meio de cultura em que as células estavam foi armazenado em tubos falcon 

de 15 mL, as células tripsinizadas e armazenadas no mesmo tubo que continha o meio 

de tratamento e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado, 

as células lavadas com 1 mL de PBS gelado e novamente centrifugadas (2000 rpm, 5 

minutos). O pellet foi ressuspendido em 100 μL de tampão de ligação 1x. Para cada 

linhagem foi realizada uma leitura sem nenhuma marcação a fim de determinar a 

fluorescência natural das células. As amostras foram coradas com Anexina V-FITC e 

7-AAD, utilizando-se do kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, 

New Jersey, EUA), conforme instruções do fabricante, e posteriormente analisadas 

no citômetro de fluxo. 

A marcação das células com anexina permite detectar a presença de 

apoptose pela dosagem de fosfatidilserina (PS), que predominantemente é observada 
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na superfície interna da bicamada lipídica celular, voltada para o citosol. Nas células 

em processo inicial de apoptose, quando a membrana celular ainda permanece intacta 

mas sofre uma desorganização, a PS é translocada para a superfície exterior da 

bicamada. A anexina V é uma proteína que se liga aos fosfolipídios e possui alta 

afinidade pela PS na presença de íons de cálcio. Ao conjugar a Anexina V ao FITC 

(Isotiocianato de fluoresceína) é possível identificar e quantificar as células 

apoptóticas em citometria de fluxo. O marcador nuclear intercalante fluorescente, 7-

aminoactinomicina D (7-AAD), é utilizado para distinguir células apoptóticas de células 

necróticas visto que ele tem forte afinidade por DNA, desde que a membrana celular 

esteja permeável. Desse modo, corar células simultaneamente com Anexina V-FITC 

e 7-AAD permite a discriminação de células intactas, viáveis (A- 7-AAD-), no início de 

apoptose (A+ 7-AAD-), células tardiamente apoptóticas (A+ 7-AAD+) ou necróticas (A- 

7-AAD+). 

4.7. WESTERN BLOT 

Para a análise da expressão das proteínas de interesse, a linhagem FaDu foi 

plaqueada na densidade de 2,5x105 células/poço em placas de 6 poços e mantidas à 

37°C e 5% CO2 por 24 horas. Após 24 horas de tratamento, o meio em que as células 

estavam foi descartado e as placas lavadas com 5 mL de PBS gelado. As células 

foram destacadas com o auxílio de rodos para células em cultura, transferidas para 

tubos de 15 mL e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado 

e ao precipitado foi adicionado o tampão de lise RIPA. Em seguida foi feita a 

homogeneização updown com seringa e centrifugação a 12.000 rpm à 4ºC por 20 

minutos. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados à -80ºC. As proteínas 

foram quantificadas pelo método de Lowry (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Uma 

curva-padrão foi construída com BSA (albumina de soro bovino). As absorbâncias 

encontradas das proteínas foram interpoladas com a curva de BSA, determinando 

assim a concentração de proteínas totais em cada amostra.  

Após a determinação da concentração dessas proteínas, uma amostra foi 

preparada (40µg de proteínas + tampão de amostra com betamercaptoetanol e água 

destilada suficiente para completar 20µL), as proteínas foram desnaturadas a uma 

temperatura de aproximadamente 96ºC por 5 minutos e depois mantidas no gelo por 

no mínimo 5 minutos, prontas para serem aplicadas em um gel de acrilamida com 
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concentração de 10%. Em seguida, foram aplicados 20µL de amostra em cada poço 

e foi submetido a uma corrente de 110V por aproximadamente 2 horas. Após a corrida 

no gel de acrilamida, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose, previamente ativada com metanol. Essa transferência ocorreu após a 

submissão a uma corrente de 24V por 1 hora e 30 minutos. Nesse processo, as 

proteínas, separadas no gel por peso molecular, passam então para membrana. A 

membrana foi submetida a bloqueio, com solução bloqueadora 10% (albumina do 

leite) overnight. Após este tempo, a membrana foi lavada com tampão Tris-salina (0,2 

M) e 0,1% de Tween 20 (TBST) e foi incubada com anticorpo primário ß-actina (Santa 

Cruz, Dallas, EUA) em uma concentração de 1:1000 overnight e em seguida incubada 

com anticorpo secundário anti-goat (Santa Cruz, Dallas, EUA) em uma concentração 

1:6000 por 1 hora. Foi aplicado ECLPRIME (GE, Little Chalfont, Reino Unido), 

reagente que contém o substrato para enzima ligada ao anticorpo secundário, por 5 

minutos. O filme foi exposto por 5 minutos e revelado. Essa mesma membrana foi 

novamente incubada overnight com anticorpo primário p-mTOR, de 220 kDa, com 

concentração de 1:300 e em seguida com o anticorpo secundário anti-rabbit com 

concentração 1:1500 por 1 hora. Foi aplicado o ECLPRIME e revelado.  

4.8. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi realizada com pelo menos três triplicatas 

independentes para os testes de viabilidade celular e em triplicatas independentes 

para os demais experimentos. As curvas dose-resposta foram feitas por regressão 

não linear, com variável slope da dose de inibição versus resposta e cálculo do IC50. 

Para a avaliação da viabilidade celular com concentrações fixas, foram utilizados o 

teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn em amostras sem distribuição normal e o 

OneWay ANOVA com teste de Tukey para amostras com distribuição normal. Para a 

análise de tipo de morte celular e para a análise de comparação entre as fases do 

ciclo celular foi utilizado o teste Mann Whitney. Para a análise das áreas das feridas 

no ensaio de lesão em monocamada e para a análise da associação dos inibidores à 

radioterapia, foi utilizado o teste de comparação para grupos TwoWay ANOVA, 

seguida pela análise de Bonferroni. Para todas as análises foi utilizado o programa 

GraphPadPrism versão 5.0. Os valores com p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes.  
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5. RESULTADOS  

5.1. VIABILIDADE CELULAR – CURVA DOSE-RESPOSTA 

A viabilidade celular após tratamento com inibidores de mTOR foi avaliada 

através de ensaio de MTT. Os resultados de absorbância das células tratadas foram 

comparados com os resultados obtidos do controle negativo, considerados sempre 

como 100%, após 24 e 48 horas de tratamento. As linhagens foram tratadas com os 

inibidores de mTOR em distintas concentrações, que resultaram em valores de 

viabilidade celular também distintos. Para o estabelecimento da curva dose-resposta 

de cada inibidor, foram utilizados valores de citotoxicidade calculados a partir da 

viabilidade celular observada em cada concentração. Objetivou-se com a curva dose-

resposta determinar o IC50, concentração necessária para causar 50% de morte 

celular nas linhagens estudadas. Tal valor de IC50 foi calculado individualmente para 

cada inibidor de mTOR e em cada linhagem celular. 

Nas células de carcinoma de língua (SCC-9), o EGCG apresentou IC50 de 

618,8 µM em 24h. A variabilidade e a inconsistência dos resultados impossibilitaram 

o estabelecimento de um valor de IC50 em 48h. Com o resveratrol, o IC50 foi de 329,3 

µM em 24h e de 598,2 µM em 48h. A curcumina resultou em IC50 de 40,93 µM em 24h 

e de 74,42 µM em 48h. O temsirolimus e o everolimus resultaram em valores de IC50 

em 24h de 40,08 µM e 12,85 µM, respectivamente, e em 48h de 8,74 µM e 14,18 µM. 

Nas células de carcinoma de hipofaringe (FaDu), o EGCG apresentou IC50 de 

267,1 µM em 24h, e de 96,52 µM em 48h. Com o resveratrol, a variabilidade e a 

inconsistência dos resultados impossibilitaram o estabelecimento de um valor de IC50 

em 24h, mas tal valor foi de 446,1 µM em 48h. A curcumina resultou em IC50 de 24,84 

µM em 24h e de 87,49 µM em 48h. O temsirolimus e o everolimus resultaram em 

valores de IC50 em 24h de 57,32 µM e 27,4 µM, respectivamente, e em 48h de 42,11 

µM e 58,99 µM. 

Nos queratinócitos (HaCaT), o EGCG apresentou IC50 de 128,5 µM em 24h, 

e de 66,29 µM em 48h. Com o resveratrol, o valor de IC50 em 24h foi de 355,3 µM e 

em 48h de 260,3 µM. A curcumina resultou em IC50 de 47,25 µM em 24h e de 141 µM 
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em 48h. O temsirolimus e o everolimus resultaram em valores de IC50 em 24h de 26,54 

µM e 28,5 µM, respectivamente, e em 48h de 12,85 µM e 83,12 µM, respectivamente. 

As curvas dose-resposta dos inibidores de mTOR nas diferentes linhagens 

em 24h e 48h podem ser analisadas nas Figuras 5, 6 e 7, e os valores de IC50 na 

Tabela 1. 

Tabela 1 – Valores de IC50 de inibidores de mTOR nas 

linhagens FaDu, SCC-9 e HaCaT em 24h e 48h. 

Linhagem 

Celular 

Inibidor 

de mTOR 

IC50 

24H 

IC50 

48H 

SCC-9 

EGCG 618,8 - 

Resveratrol 329,3 598,2 

Curcumina 40,93 74,42 

Temsirolimus 40,08 8,74 

Everolimus 12,85 14,18 

FaDu 

EGCG 267,1 96,52 

Resveratrol - 446,1 

Curcumina 24,84 87,49 

Temsirolimus 57,32 42,11 

Everolimus 27,4 58,99 

HaCaT 

EGCG 128,5 66,29 

Resveratrol 355,3 260,3 

Curcumina 47,25 141,0 

Temsirolimus 26,54 12,85 

Everolimus 28,5 83,12 
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Figura 5 – Curvas dose-resposta dos inibidores de mTOR em FaDu, em 24h e 48h. 
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Figura 6 – Curvas dose-resposta dos inibidores de mTOR em SCC-9, em 24h e 48h. 
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Figura 7 – Curvas dose-resposta dos inibidores de mTOR em HaCaT, em 24h e 48h. 
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5.2. ÍNDICE DE SELETIVIDADE TUMORAL 

Os valores de IC50 permitiram calcular o Índice de Seletividade Tumoral (IST) 

cada inibidor de mTOR, calculado como a razão entre o IC50 da célula controle 

(HaCaT) e o das células neoplásicas, FaDu e SCC-9 conforme proposto por Horii et 

al., 2012 (56). Os valores obtidos estão descritos na Tabela 2. 

Tabela 2 – Valores de IST para cada inibidor de mTOR com as 

linhagens SCC-9 e FaDu em 24h e 48h. # = presença de seletividade 

Linhagem 

Celular 

Inibidores de 

mTOR 

IST 

24h 

IST 

48h 

SCC-9 

EGCG 0,21 - 

Resveratrol 1,08# 0,44 

Curcumina 1,15# 1,89# 

Temsirolimus 0,66 1,47# 

Everolimus 2,22# 5,86# 

FaDu 

 

EGCG 0,48 0,69 

Resveratrol - 0,58 

Curcumina 1,64# 1,61# 

Temsirolimus 0,46 0,31 

Everolimus 1,04# 1,41# 

O índice de seletividade igual a 1 significa que não há seletividade entre as 

linhagens estudadas, menor que 1, significa que o tratamento é mais seletivo para a 

linhagem de queratinócitos do que para a linhagem neoplásica e maior que 1, significa 

que há seletividade para a linhagem tumoral estudada.  

Assim, pode-se concluir que em 24h, o resveratrol, a curcumina e o 

everolimus, com IST de 1,08, 1,15 e 2,22, respectivamente, foram seletivos para SCC-

9 em relação aos queratinócitos, e somente a curcumina e o everolimus, com IST de 

1,64 e 1,04, foram seletivos para FaDu. O EGCG e o temsirolimus mostraram-se mais 

citotóxicos para os queratinócitos que para as linhagens tumorais em 24h. Com 48h, 

a curcumina, o temsirolimus e o everolimus, com IST de 1,89, 1,47 e 5,86, 

respectivamente, foram seletivos para SCC-9, e a curcumina e o everolimus, com IST 

1,61 e 1,41 foram mais seletivos para a linhagem FaDu. O EGCG, o resveratrol e o 
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temsirolimus mostraram-se mais citotóxicos para os queratinócitos que para linhagens 

tumorais em 48h.  

Por não apresentar reprodutibilidade nos resultados, os IST do EGCG em 48h 

com a SCC-9 e do Resveratrol em 24 com FaDu não foram calculados. 

5.3. VIABILIDADE CELULAR EM CONCENTRAÇÕES FIXAS 

Para efeito de comparação entre os inibidores de mTOR estudados, foi 

estabelecida uma concentração fixa, da qual os resultados de viabilidade celular em 

24h e 48h foram especificamente avaliados.  Consideramos de toxicidade leve os 

inibidores que resultaram em viabilidade celular entre 50 e 75%, de toxicidade 

moderada os que resultaram em viabilidade celular entre 25 e 50% e de toxicidade 

intensa os inibidores que resultaram em viabilidade celular abaixo de 25%.  

Para os inibidores derivados da dieta usamos a concentração fixa de 50 µM, 

pois esta concentração foi testada nas curvas dose-resposta do EGCG, do resveratrol 

e da curcumina, e era um valor aproximado ao IC50 da curcumina em SCC-9, FaDu e 

HaCaT em 24h e do EGCG na HaCaT em 48h. Os valores de viabilidade celular 

podem ser observados na Tabela 3. 

Tabela 3 – Média de células viáveis (%) após o tratamento com os inibidores 

do mTOR derivados da dieta nas linhagens SCC-9, FaDu e HaCaT na 

concentração de 50µM (Kruskal-Wallis com Dunn ou OneWay ANOVA com 

Tukey; * p < 0,05 tratamento versus controle negativo). 

Inibidores de 

mTOR 50µM 

Células Viáveis (%) 

SCC-9 FaDu HaCaT 

24h 48h 24h 48h 24h 48h 

EGCG 83,7 89,4 70 58,7* 60,6 46,3* 

Resveratrol 81,2 74,9 84,5 88,2 92,9 93,5 

Curcumina 47,8* 61,5 41,5* 74,7 49,3* 59,1 

Para os rapanálogos usamos a concentração fixa de 10 µM, pois esta 

concentração foi testada nas curvas dose-resposta do temsirolimus e do everolimus, 

e é a maior concentração testada de ambos medicamentos. Os valores de viabilidade 

celular podem ser observados na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Média de células viáveis (%) após o tratamento com os 

inibidores de mTOR rapanálogos nas linhagens FaDu, SCC-9 e HaCaT na 

concentração de 10 µM (Kruskal-Wallis com Dunn ou OneWay ANOVA com 

Tukey; * p < 0,05 tratamento versus controle negativo). 

Inibidores de 

mTOR 10µM 

Células Viáveis (%) 

SCC-9 FaDu HaCaT 

24h 48h 24h 48h 24h 48h 

Temsirolimus 56,7 49,6* 66,3* 58* 68,3 46,3* 

Everolimus 54,7* 54,1 61,6 68,3 60,4* 70,6* 

O efeito dos inibidores de mTOR derivados da dieta na concentração de 50 

µM é ilustrado na Figura 8. Houve significância estatística para os resultados de 

viabilidade celular com EGCG em 48h nas linhagens FaDu e HaCaT com 58,7% e 

46,3% de viabilidade celular respectivamente, e a curcumina em 24h nas linhagens 

SCC-9, FaDu e HaCaT, com 47,8%, 41,5% e 49,3% respectivamente.  

Figura 8 –  Efeito dos inibidores de mTOR derivados da dieta em concentração de 50 µM na 

viabilidade celular nas linhagens FaDu, SCC-9 e HaCaT (Kruskal-Wallis com Dunn ou 

OneWay ANOVA com Tukey; * p < 0,05 tratamento versus controle negativo). 

O efeito dos inibidores de mTOR rapanálogos na concentração de 10 µM nas 

linhagens SCC-9, FaDu e HaCaT é ilustrado na Figura 9. Houve significância 

estatística para os resultados de viabilidade celular com temsirolimus em 24h na 

linhagem FaDu, com viabilidade celular de 66,3%, e em 48 com as linhagens SCC-9, 
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FaDu e HaCaT, com viabilidade de 49,6%, 58% e 46,3% respectivamente. O 

everolimus também apresentou resultados significantes em 24 horas para a SCC-9 e 

HaCaT, com viabilidade de 54,7% e 60,4% respectivamente, e em 48 horas para 

HaCaT, com viabilidade de 70,6%. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Efeito dos inibidores de mTOR rapanálogos em concentração de 10 µM na 

viabilidade celular nas linhagens SCC-9, FaDu e HaCaT (Kruskal-Wallis com Dunn ou 

OneWay ANOVA com Tukey; * p < 0,05 tratamento versus controle negativo). 

5.4. VIABILIDADE CELULAR COM INIBIDORES DE MTOR ASSOCIADOS À 

RADIOTERAPIA 

A viabilidade celular resultante do tratamento com radioterapia em dose única 

de 2 Gy/min associado ao tratamento com os inibidores do mTOR no IC50 é 

apresentada na Tabela 5, para avaliar o efeito supra-aditivo dos inibidores de mTOR 

em associação à radioterapia. O ensaio foi realizado com as três linhagens celulares, 

mas os resultados referentes à linhagem SCC-9 não foram aqui descritos, por se 

apresentarem inconsistentes e incongruentes. 
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Tabela 5 – Avaliação da viabilidade celular com e sem 

radioterapia (RT) associada aos inibidores de mTOR no IC50 

(TwoWay ANOVA com Bonferroni; * p < 0,05 radioterapia versus 

sem radioterapia). 

Inibidor de 

mTOR IC50 

Viabilidade celular  % 

Sem RT Com RT 

FaDu HaCaT FaDu HaCaT 

Curcumina 52,9 42,4 20* 46,2 

Temsirolimus 53,7 54,4 20,2* 48,1 

Everolimus 47,4 51,4 19* 39,7 

Tais valores de viabilidade celular na linhagem FaDu são graficamente 

representados na Figura 10, com a qual é possível observar que a viabilidade celular 

resultante do tratamento com todos os inibidores de mTOR associados à radioterapia 

é significativamente menor que a viabilidade celular observada após tratamento com 

os inibidores de mTOR utilizados sozinhos. Não foi identificada diferença entre a 

viabilidade de células do controle negativo e a de células tratadas somente com a 

radioterapia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Viabilidade celular (%) na linhagem FaDu com e sem radioterapia (RT) 

associada aos inibidores de mTOR no IC50 (TwoWay ANOVA com Bonferroni; * p < 

0,05 radioterapia versus sem radioterapia). 
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 Na linhagem HaCaT não há diferença estatística entre a viabilidade celular 

resultante do tratamento com os inibidores de mTOR associados à radioterapia e a 

viabilidade celular observada após tratamento com os inibidores de mTOR exclusivos, 

como ilustra a Figura 11. Também não foi encontrada diferença entre a viabilidade de 

células do controle negativo e a de células tratadas somente com a radioterapia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 – Viabilidade celular (%) na linhagem HaCaT com e sem radioterapia (RT) 

associada aos inibidores de mTOR no IC50 (TwoWay ANOVA com Bonferroni; * p < 

0,05 radioterapia versus sem radioterapia). 
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respectivos IC50 para cada linhagem. Foram selecionados esses inibidores por seus 

resultados nos testes de viabilidade celular serem os mais significativos. O objetivo 

desse ensaio foi avaliar o efeito dos tratamentos na migração celular.  

Observou-se, entretanto, que o tratamento com os inibidores de mTOR no 

IC50 gerou morte celular, mais evidente na linhagem FaDu, pós-tratamento com a 
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poderiam mais ser claramente identificadas. Para esse ensaio, portanto, uma 

concentração inferior ao IC50 seria mais adequada. 

Para a linhagem FaDu, a área da ferida do controle nos tempos de observação 

em relação à área da ferida na hora 0 variou de 99% a 49%. Com 72 horas, embora 

ainda fosse possível a visualização de espaços na área da ferida, a determinação 

precisa das margens já não era possível. Até 12h, nos poços tratados com curcumina 

e everolimus, as margens da ferida foram mantidas. A área da ferida nos poços 

tratados com curcumina manteve-se nas 12 primeiras horas de tratamento por volta 

de 98,5% da área da ferida na hora 0. Por outro lado, a área da ferida no controle 

nessas mesmas 12 primeiras horas variou entre e 98% e 90,6%. Para as horas 8, 10 

e 12, essa diferença foi considerada estatisticamente significante, conforme 

observado na Figura 12. Como pode ser também observado na Figura 13, com 24 

horas de tratamento com curcumina, as células FaDu já estavam inviáveis, não sendo 

mais possível determinar claramente as margens da ferida. Nos poços tratados com 

everolimus, observou-se uma tendência ao fechamento da ferida tempo-dependente, 

diferentemente do observado na curcumina, embora a diferença da área da ferida em 

relação ao controle só tenha sido estatisticamente significante a partir de 24h, período 

em que já é observada morte celular. 

Para a linhagem HaCaT, a área da ferida do controle em relação à área da 

ferida na hora 0 variou de 99% a 64% até 72 horas de observação. As margens da 

ferida nos poços tratados com curcumina e everolimus foram mantidas até 12 horas. 

A área da ferida nos poços tratados com curcumina manteve-se nas 12 primeiras 

horas de tratamento entre 99,7% e 98,9% da área da ferida na hora 0. Por outro lado, 

a área da ferida no controle nessas mesmas 12 primeiras horas variou entre 99,3% e 

94,4%. Para as horas 6 e 12, essa diferença foi considerada estatisticamente 

significante, conforme observado na Figura 12.  Como pode ser também observado 

na Figura 14, com 24 horas de tratamento com curcumina, as células HaCaT já se 

apresentavam bastante inviáveis, não sendo mais possível determinar claramente as 

margens da ferida. Nos poços tratados com everolimus, observou-se uma tendência 

ao fechamento da ferida tempo-dependente, com área da ferida em relação à área da 

hora 0 variando entre 97,4% e 86,9%, durante as 72 horas de observação. A diferença 

das áreas dos poços tratados com everolimus em relação ao controle foi 



45 
 

estatisticamente significante com 2, 4, 12, 24, 48 e 72 horas. Como pode ser 

observado na Figura 14, as células HaCaT mantiveram-se consideravelmente viáveis 

até 72 horas de tratamento com everolimus. 

Figura 12 – Avaliação do fechamento de lesão em monocamada das linhagens FaDu e HaCat 

após tratamento com curcumina e everolimus. Cálculo do tamanho da área da ferida expresso 

em porcentagem (TwoWay ANOVA com Bonferroni; * p < 0,05 tratamento versus controle).
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Figura 13 – Avaliação do fechamento de lesão em monocamada da linhagem FaDu pós-tratamento com os inibidores de mTOR curcumina e everolimus. Os poços foram 

acompanhados até 72 horas após o tratamento.   
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Figura 14 – Avaliação do fechamento de lesão em monocamada da linhagem HaCaT pós-tratamento com os inibidores de 

mTOR curcumina e everolimus. Os poços foram acompanhados até 72 horas após o tratamento. 
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5.6. CITOMETRIA DE FLUXO 

A citometria de fluxo foi utilizada para a avaliação do tipo de morte celular 

causado pelo tratamento de células de HNSCC com os inibidores de mTOR. Para 

esse ensaio, as linhagens SCC-9 e FaDu foram tratadas por 24 horas com os 

inibidores com melhores resultados no teste de viabilidade celular, que foram a 

curcumina, o everolimus e o temsirolimus, e marcadas com anexina V-FITC e 7-AAD. 

Adicionalmente, a técnica também foi empregada na investigação dos efeitos dos 

medicamentos no ciclo celular. Para essa avaliação, as linhagens SCC-9 e FaDu 

foram tratadas também por 24 horas com curcumina, temsirolimus e everolimus e 

marcadas com iodeto de propídeo. 

5.6.1. Morte Celular 

Ao serem analisadas no citômetro de fluxo, as células foram distribuídas em 

quatro quadrantes, de acordo com a marcação para anexina V-FITC e 7-AAD. O 

quadrante R1 refere-se a células intactas, viáveis, não marcadas com anexina V-FITC 

nem com 7-AAD (A- 7-AAD-). O quadrante R2 refere-se às células em apoptose inicial, 

marcadas somente com anexina V-FITC (A+ 7-AAD-). O quadrante R3 refere-se às 

células necróticas, marcadas somente com 7-AAD (A- 7-AAD+). O quadrante R4 

refere-se às células tardiamente apoptóticas ou necróticas, marcadas com ambos 

anexina V-FITC e 7-AAD (A+ 7-AAD+).  

Os resultados para a linhagem SCC-9 podem ser analisados na Figura 15, 

com as células distribuídas pelos quatro quadrantes após tratamento com cada 

inibidor de mTOR. No controle, a mediana das porcentagens de eventos em R1 foi de 

95,28% (compreendida entre 94,59% e 95,29%), em R2 foi de 0,68% (compreendida 

entre 0,35% e 0,82%), em R3 foi de 9,33% (compreendida entre 8,35% e 9,39%) e 

em R4 foi de 2,61% (compreendida entre 2,13% e 3,19%). Para as células tratadas 

com curcumina, a mediana em R1 foi de 83,3% (compreendida entre 82,1% e 

90,36%), em R2 de 0,56% (compreendida entre 0,38% e 0,74%), em R3 de 1,18% 

(compreendida entre 0,87% e 1,25%) e em R4 de 0,08% (compreendida entre 0,07% 

e 0,1%). Para as células tratadas com temsirolimus, a mediana em R1 foi de 97,61% 

(compreendida entre 84,12% e 97,63%), em R2 de 0,36% (compreendida entre 0,30% 

e 1,59%), em R3 de 4,51% (compreendida entre 1,25% e 6%) e em R4 de 29,02% 
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(compreendida entre 26,74% e 35,9%). Para as células tratadas com everolimus, a 

mediana em R1 foi de 92,48% (compreendida entre 91,67% e 92,76%), em R2 de 

0,67% (compreendida entre 0,48% e 0,73%), em R3 de 15,3% (compreendida entre 

14,37% e 16,95%) e em R4 de 4,93% (compreendida entre 4,35% e 5,09%). 

Figura 15 – Distribuição das células da linhagem SCC-9 após tratamento com curcumina, 

temsirolimus e everolimus por 24h. 

Os resultados para a linhagem FaDu são apresentados na Figura 16, com as 

células distribuídas pelos quatro quadrantes após tratamento com cada inibidor de 

mTOR. No controle, a mediana das porcentagens de eventos em R1 foi de 91,94% 

(compreendida entre 89,13% e 92,59%), em R2 foi de 0,6% (compreendida entre 

0,48% e 0,71%), em R3 foi de 1,73% (compreendida entre 1,65% e 2,4%) e em R4 foi 

de 1,73% (compreendida entre 1,19% e 2,08%). Para as células tratadas com 

curcumina, a mediana em R1 foi de 61,22% (compreendida entre 60,49% e 68,47%), 

em R2 de 0.09% (compreendida entre 0,03% e 0,14%), em R3 de 1,54% 
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(compreendida entre 0,87% e 1,94%) e em R4 de 0,25% (compreendida entre 0,19% 

e 0,29%). Para as células tratadas com temsirolimus, a mediana em R1 foi de 78,05% 

(compreendida entre 77,53% e 78,49%), em R2 de 0,81% (compreendida entre 0,6% 

e 0,93%), em R3 de 0,69% (compreendida entre 0,34% e 1,09%) e em R4 de 7,76% 

(compreendida entre 7,64% e 8,17%). Para as células tratadas com everolimus, a 

mediana em R1 foi de 83,38% (compreendida entre 80,9% e 83,85%), em R2 de 0,5% 

(compreendida entre 0,42% e 0,6%), em R3 de 0,49% (compreendida entre 0,38% e 

0,64%) e em R4 de 3,18% (compreendida entre 3,06% e 3,76%). 

Figura 16 – Distribuição das células da linhagem FaDu após tratamento com curcumina, 

temsirolimus e everolimus por 24h. 

Os resultados do perfil de morte celular acima apresentados sintetizados em 

forma de gráficos de coluna e apresentados na Figura 17.  
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Figura 17 – Avaliação do perfil de morte celular induzido pelos inibidores de mTOR curcumina, temsirolimus 

e everolimus no IC50 nas linhagens SCC-9 e FaDu. Marcação de eventos com Anexina e/ou 7AAD após 24 

horas de tratamento com os inibidores (Mann Whitney; *p<0,05 tratamento versus controle). A= Anexina V-

FITC; Ap. Tardia = Apoptose Tardia. 
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Como pode ser observado na Figura 17, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as porcentagens de células tratadas com curcumina e o controle 

para nenhum padrão de marcação, o que indicaria que a curcumina não causa nem 

apoptose nem necrose nas linhagens SCC-9 e FaDu. É descrito na literatura, 

entretanto, que a curcumina imprime nas células um padrão de fluorescência 

semelhante ao da anexina V-FITC (57), o que poderia inviabilizar os resultados 

obtidos e justificar a utilização de um outro método ou protocolo de análise de dados 

para a avaliação do perfil de morte celular causado pela curcumina.  

O temsirolimus resultou nas duas linhagens celulares estudadas em um 

aumento considerável de células marcadas com ambos anexina V-FITC e 7-AAD, 

indicativo de apoptose tardia ou necrose. Na linhagem SCC-9, a porcentagem de 

células tratadas com marcação dupla foi de 11,12 vezes a porcentagem de células 

controle duplamente marcadas. Já para a linhagem FaDu, essa razão foi de 4,5 vezes. 

Na linhagem SCC-9, o everolimus resultou em um aumento significante de 

células marcadas com Anexina V-FITC, o que indica um aumento de células em 

apoptose. A porcentagem de células tratadas marcadas com Anexina V-FITC foi de 

1,6 vez a porcentagem de células controle com a mesma marcação. 

5.6.2. Ciclo Celular 

As linhagens celulares SCC-9 e FaDu foram tratadas com curcumina, 

temsirolimus e everolimus. As células tratadas e seus respectivos controles foram 

corados com iodeto de propídeo e analisadas em citômetro de fluxo. Foram 

identificadas células que, no momento da leitura, estavam nas fases G1, S ou G2 do 

ciclo celular, como consequência da diferença de intensidade da fluorescência de 

cada núcleo celular após marcação com o iodeto de propídeo.  

Os histogramas que ilustram a distribuição no ciclo celular de células SCC-9 

controle e tratadas com cada inibidor de mTOR são apresentados na Figura 18. No 

controle, a mediana das porcentagens de eventos marcados em G1 foi de 66,43% 

(compreendida entre 66,23% e 66,58%), em S foi de 20,06% (compreendida entre 

18,91% e 20,62%) e em G2 foi de 13,36% (compreendida entre 12,95% e 14,85%). 

Para as células tratadas com curcumina, a mediana em G1 foi de 67,78% 

(compreendida entre 65,66% e 69,63%), em S de 13,39% (compreendida entre 



53 
 

12,11% e 15,24%) e em G2 de 19,09% (compreendida entre 16,97 % e 20,1%). Para 

as células tratadas com temsirolimus, a mediana em G1 foi de 63,87% (compreendida 

entre 61,24% e 66,69%), em S de 21,63% (compreendida entre 19,7% e 23,99%) e 

em G2 de 14,5% (compreendida entre 13,61% e 14,77%). Para as células tratadas 

com everolimus, a mediana em G1 foi de 60,37% (compreendida entre 59,76% e 

61,07%), em S de 25,86% (compreendida entre 25,33% e 26,29%) e em G2 de 13,77% 

(compreendida entre 12,64% e 14,91%).  

Figura 18 – Distribuição de eventos em SCC-9 marcados com iodeto de propídeo nos histogramas: 

o primeiro pico vermelho representa os eventos na fase G1, o segundo pico vermelho (à direita) 

representa os eventos na fase G2, a região tracejada representa o número de eventos na fase S. 

Os histogramas que ilustram a distribuição no ciclo celular de células FaDu 

controle e tratadas com cada inibidor de mTOR são apresentados na Figura 19. No 

controle, a mediana das porcentagens de eventos marcados em G1 foi de 67,06% 

(compreendida entre 65,46% e 67,48%), em S foi de 20,72% (compreendida entre 

Curcumina Controle 

Temsirolimus Everolimus 



54 
 

19,13% e 21,68%) e em G2 foi de 12,86% (compreendida entre 11,76% e 13,81%). 

Para as células tratadas com curcumina, a mediana em G1 foi de 43,38% 

(compreendida entre 38,35% e 50,62%), em S de 19,5% (compreendida entre 11,64% 

e 20,14%) e em G2 de 37,75% (compreendida entre 37,38% e 41,35%). Para as 

células tratadas com temsirolimus, a mediana em G1 foi de 63,51% (compreendida 

entre 61,44% e 68,71%), em S de 22,89% (compreendida entre 18,2% e 24,5%) e em 

G2 de 13,6% (compreendida entre 13,09% e 14,07%). Para as células tratadas com 

everolimus, a mediana em G1 foi de 50,26% (compreendida entre 47,85% e 60,53%), 

em S de 9,03% (compreendida entre 34,62% e 39,52%) e em G2 de 10,71% 

(compreendida entre 4,85% e 12,64%). 

Figura 19 – Distribuição de eventos em FaDu marcados com iodeto de propídeo nos histogramas: 

o primeiro pico vermelho representa os eventos na fase G1, o segundo pico vermelho (à direita) 

representa os eventos na fase G2, a região tracejada representa o número de eventos na fase S. 
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Os resultados acima apresentados, sintetizados na forma de gráficos de 

colunas, podem ser observados na Figura 20, de maneira que a comparação entre a 

distribuição das células controle no ciclo celular e a distribuição das células tratadas 

com cada inibidor de mTOR possa ser realizada. 

 

 

 

Figura 20 – Distribuição das células SCC-9 e FaDu controle e tratadas nas fases do ciclo 

celular (Mann Whitney; * p<0,05 porcentagem no controle versus porcentagem no 

tratamento). 
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Observa-se em células da linhagem SCC-9 tratadas com curcumina um 

aumento estatisticamente significante de células acumuladas na fase G2 e uma 

redução na quantidade de células na fase S. Ainda na linhagem SCC-9, tratada com 

everolimus, é significante o aumento de células em fase S. Não foram constatadas 

alterações no perfil de distribuição no ciclo celular de células SCC-9 tratadas com 

temsirolimus. 

Na linhagem FaDu, é considerável e também significativo o aumento de 

células acumuladas na fase G2 e a redução da quantidade de células em G1 depois 

do tratamento com curcumina. Com everolimus também foi possível observar redução 

de células em G1, mas o aumento da quantidade de células foi na fase S. Como na 

SCC-9, células da linhagem FaDu tratadas com temsirolimus não apresentaram 

alterações no perfil de distribuição no ciclo celular. 

É possível concluir, diante de tais resultados, que o tratamento de células de 

HNSCC das linhagens SCC-9 e FaDu, quando tratadas com curcumina, são 

paralisadas na transição G2/M do ciclo celular. Da mesma maneira, também pode-se 

propor que o tratamento dessas linhagens com everolimus resultam em acúmulo de 

células na fase S do ciclo celular. 

5.7. WESTERN BLOT 

O western blot foi realizado com a linhagem FaDu tratadas com curcumina e 

everolimus em seus respectivos IC50. Objetivou-se com esse experimento avaliar a 

expressão da proteína mTOR fosforilada (p-mTOR) após o tratamento com os 

inibidores supracitados.  

A Figura 21 mostra as bandas de p-mTOR, bem como da β-actina, que foi 

utilizada como proteína controle. Observa-se a expressão de p-mTOR somente no 

controle. Não há banda visível nas colunas de tratamento com a curcumina ou com o 

everolimus. Esses resultados sugerem que os inibidores de mTOR testados podem 

causar a inibição da fosforilação do mTOR. Entretanto seria também necessário 

analisar os resultados do western blot com a proteína mTOR não fosforilada. 
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Figura 21 – Western blot para a detecção da p-mTOR (mTOR 

fosforilado) e β-actina na linhagem FaDu após 24 horas de 

tratamento com curcumina e everolimus.  
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6. DISCUSSÃO 

A superexpressão de proteínas reguladoras da via do mTOR é reportada para 

diversos tipos de câncer, e essa realidade instiga a pesquisa e o desenvolvimento de 

terapias antineoplásicas que têm por alvo a proteína mTOR (58). Esse trabalho segue 

essa tendência, ao propor a investigação dos efeitos biológicos dos inibidores de 

mTOR em culturas celulares de carcinomas originários na língua e hipofaringe. Os 

rapanálogos temsirolimus e everolimus, bem como as substâncias derivadas da dieta, 

curcumina, resveratrol e EGCG, que também apresentam atividade inibitória sobre a 

via do mTOR, foram utilizados para a realização dos diversos experimentos nesse 

trabalho. 

6.1. INIBIDORES DE mTOR RAPANÁLOGOS 

O everolimus foi aprovado recentemente pelo Food and Drug Administration 

(FDA), órgão norte-americano responsável pelo controle de medicamentos, para 

tratamento do câncer renal avançado, do câncer de mama e do tumor neuroendócrino 

de pâncreas (59), e o temsirolimus também foi aprovado para tratamento do câncer 

renal (60). Portanto, tais rapanálogos já são recomendados e utilizados na prática 

clínica oncológica. Há ainda estudos clínicos de publicação recente que avaliaram os 

efeitos desses medicamentos em pacientes com diversos outros tipos de câncer (61-

66). Foi reportada em estudo clinico randomizado de fase II a ação aditiva do 

temsirolimus quando associado ao selumetinib, um inibidor da Proteína Quinase 

Ativada por Mitógeno (MEK), na sobrevida livre de doenças (DFS) em pacientes com 

leiomiosarcoma (61). Uma notável melhora na DFS também foi observada com a 

associação do temsirolimus ao bevacizumab, um inibidor de VEGF, em pacientes com 

tumor neuroendócrino pancreático (62) e com carcinoma hepatocelular avançado (63). 

Everolimus em combinação com capecitabina, pró-droga convertida a 5-fluorouracil 

no organismo, resultou em níveis de toxicidade aceitáveis e aumento de DFS e 

sobrevida global em pacientes com adenocarcinoma pancreático avançado (64).  

Estudos clínicos em HNSCC com o temsirolimus ou o everolimus, em 

associação a outras terapias ou utilizados sozinhos, são poucos e inconclusivos 

quanto ao potencial uso dos inibidores de mTOR, sugerindo não haver benefícios ao 

paciente consequentes do tratamento com esses inibidores (67, 68). 
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São poucos também os estudos in vitro dos efeitos do temsirolimus e do 

everolimus em células de HNSCC. Niehr et al., 2015 (69), realizaram estudo com 10 

linhagens de HNSCC, dentre as quais a SCC-9, e identificaram padrões de resposta 

distintos dessas linhagens ao tratamento com temsirolimus. A viabilidade celular 

variou de 16% a 95% após tratamento com temsirolimus em concentração fixa de 100 

ng/mL (≈0,1 µM). Nathan et al., 2007 (70), observaram uma resposta dose-

dependente de FaDu ao temsirolimus até a concentração de 100 ng/mL (≈0,1 µM). 

Schedel et al., 2011 (71), reportaram para as linhagens de HNSCC PCI-1 e PCI-13 

em 24h aproximadamente 42% e 32% de viabilidade celular para o temsirolimus a 30 

µg/mL (≈29,12 µM), respectivamente. Os valores de viabilidade celular ficaram 

inferiores a 10% em ambas as linhagens quando a concentração do inibidor de mTOR 

foi aumentada para 35 µg/mL (≈33,97 µM). Em nosso trabalho, foram encontrados 

IC50 para os rapanálogos relativamente próximos ou inferiores a esses valores de 

concentração em linhagens de HNSCC (Tabela 1), com IC50 de 27,4 µM para o 

everolimus em SCC-9 e de 12,85 µM para everolimus em FaDu em 24h e de 8,74 µM 

para temsirolimus e 14,18 µM para everolimus em FaDu em 48h. 

Comparando os valores de IC50 resultantes de 24 e 48h de tratamento, 

observou-se que tais valores foram menores em 48h que em 24h para as três 

linhagens estudadas, quando tratadas com temsirolimus. Esse resultado indica uma 

tendência de comportamento tempo-dependente do temsirolimus com as linhagens 

SCC-9, FaDu e HaCaT. Já o everolimus não apresentou comportamento semelhante, 

resultando em valores de IC50 maiores em 48h que em 24h para todas as linhagens. 

Isso pode ser justificado por diferenças de propriedades farmacológicas entre 

everolimus e temsirolimus, especialmente relativas ao metabolismo, absorção e 

farmacodinâmica desses medicamentos (72). Tais diferenças também justificam as 

variações entre valores de IC50 encontrados para everolimus e temsirolimus em uma 

mesma linhagem celular. 

Nosso trabalho também demonstrou a seletividade dos inibidores de mTOR 

(Tabela 2). O everolimus mostrou-se seletivo para as células tumorais SCC-9 e FaDu 

em relação à linhagem de queratinócitos, HaCaT, em 24 e 48h. O temsirolimus 

mostrou-se seletivo somente com 48h para a linhagem FaDu.  
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Para efeito de comparação, os valores de viabilidade celular resultantes do 

tratamento com os rapanálogos também foram considerados em uma concentração 

fixa de 10 µM (Tabela 4 e Figura 9). Nessas condições, é interessante destacar que a 

redução da viabilidade celular causada pelo temsirolimus nas células FaDu foi 

significante em 24 e 48h, o que não foi observado com o everolimus. Classificando-os 

quanto ao grau de toxicidade, nenhum dos rapanálogos foi considerado de toxicidade 

intensa em concentração de 10 µM, embora o temsirolimus tenha apresentado 

toxicidade moderada para as células SCC-9 e HaCaT em 48h.  

A associação dos rapanálogos (em IC50) à radioterapia (2 Gy/min) também foi 

investigada (Tabela 5 e Figuras 10 e 11). Interessantemente, quando há associação 

de tratamentos, os valores de viabilidade celular das células FaDu são 

significativamente reduzidos. Tal diferença estatisticamente significante não foi 

observada nas células HaCaT, podendo sugerir seletividade da associação entre 

radioterapia e rapanálogos para as células malignas em relação à linhagem de 

queratinócitos. Ekshyyan et al., 2009 (73), avaliaram os efeitos da associação do 

temsirolimus em concentração de até 100 ng/mL (≈0,1 µM) à radioterapia em dose 

única de 2 Gy/min em linhagens celulares de HNSCC, incluindo a FaDu, e não 

encontraram alterações significantes na proliferação celular. Já Yu et al., 2014 (21), 

investigaram a associação de everolimus em concentrações de 30 nM e 300 nM à 

radioterapia em doses de 2 a 8 Gy/min em linhagens de HNSCC e observaram 

significante redução da proliferação celular após tratamento com a associação. 

O teste de lesão em monocamada foi realizado com o everolimus em IC50 

(Figuras 12, 13 e 14). Nos poços tratados, observou-se uma tendência ao fechamento 

da ferida tempo-dependente com a linhagens FaDu durante todo o ensaio, com o 

padrão comparável ao controle até 12h de tratamento. A partir de 24h houve diferença 

estatisticamente significativa da área da ferida em relação ao controle. Com a célula 

HaCaT também foi observado o padrão de fechamento da ferida, até 

significativamente mais intenso que o controle nas 12 primeiras horas. A partir de 48h, 

o fechamento da ferida passou a ocorrer mais intensamente no controle, com 

diferença significativa entre as áreas das feridas em poços controle e tratamento. 

Naruse et al., 2015 (74), realizaram o teste de lesão em monocamada com everolimus 

nas concentrações 1nM, 10nM e 100nM em 7 linhagens de HNSCC, observando  

redução significativa da intensidade de fechamento da ferida em 12h. Outro estudo 
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mostrou que a superexpressão de mTOR e dos efetores da sinalização aumentam o 

potencial de invasão e migração, enquanto a inibição da sinalização da via do mTOR 

com inibidores do mTOR diminui a invasão e a migração das linhagens de câncer de 

esôfago após tratamento com everolimus na concentração de 20 nM (75).  

O perfil de morte celular induzido pelos rapanálogos temsirolimus e 

everolimus em seus IC50 foi avaliado por citometria de fluxo (Figuras 15, 16 e 17). 

Observou-se tanto em SCC-9 quanto em FaDu que, quando tratadas com 

temsirolimus, houve um aumento significativo de células marcadas com anexina V-

FITC e 7-AAD, o que poderia indicar tanto apoptose tardia quanto necrose. Como não 

houve diferença nos outros padrões de marcação, não foi possível distinguir entre um 

ou outro tipo de morte celular com esses resultados de citometria de fluxo. Em células 

da linhagem SCC-9 tratadas com everolimus foi observado um aumento significativo 

de marcação com anexina V-FITC, indicando apoptose. Tal resultado é importante, 

no sentido de que não é descrita na literatura indução de apoptose por everolimus em 

linhagens de HNSCC. A apoptose é relatada para células de linhagens de câncer de 

mama, carcinoma de nasofaringe e linfoma não-Hodgkin tratadas com o rapanálogo 

(76-78). 

Quanto à distribuição das células tratadas com os inibidores de mTOR 

rapanálogos no ciclo celular (Figuras 18, 19 e 20), não foi identificada diferença 

significativa resultante do tratamento com temsirolimus em IC50 para SCC-9 ou para 

FaDu. Um aumento na quantidade de células na fase S do ciclo celular foi constatado 

na linhagem SCC-9 tratada com everolimus, que também aumentou a porcentagem 

celular na fase S e diminuiu a quantidade de células na fase G1 na linhagem FaDu. 

Uma interrupção do ciclo celular na fase S foi descrita por Pinto-Leite et al., 2012 (79), 

em linhagens celulares de câncer de bexiga tratadas com a combinação de everolimus 

em concentrações de 0,5 µM a 2 µM e gencitabina em concentração de 100 nM. 

6.2. INIBIDORES DE mTOR DERIVADOS DA DIETA 

A curcumina, o resveratrol e o EGCG são substâncias derivadas da dieta com 

potencial interferência na via PI3K/AKT/mTOR através da atividade inibitória de mTOR 

e de outras proteínas constituintes do complexo mTORC1 e integrantes da via (40, 

80). A curcumina induziu diminuição de p-mTOR, assim como das proteínas Raptor e 
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Rictor, integrantes do complexo  mTORC1, bem como das proteínas  p70S6K e 4E-

BP1, efetoras do final da via PI3K/AKT/mTOR, em células de câncer colorretal (81). 

Também em linhagens de rabdomiossarcoma, câncer de próstata, câncer de mama e 

câncer cervical foi descrita a inibição da fosforilação de p70S6K e 4E-BP1 após o 

tratamento com a curcumina (82). O resveratrol também interfere na via 

PI3K/AKT/mTOR, como indica estudos com linhagens de câncer de mama nos quais 

foi constatada a redução de fosforilação de mTOR, p70S6K e 4E-BP1 e da tradução 

de mRNA referente a essas proteínas (83, 84). A supressão de mTOR e de 4E-BP1, 

assim como a redução da tradução de mRNA, já foi observada em células de 

carcinoma hepatocelular tratadas com EGCG (85), e em fibroblastos de queloide o 

EGCG inibiu a fosforilação de p70S6K e 4E-BP1 (86). No nosso estudo, uma 

subexpressão da proteína mTOR, ou mesmo uma inibição de sua fosforilação, foi 

constatada através do teste de western blot na linhagem FaDu tratada com curcumina 

(Figura 21), o que está de acordo com os estudos supracitados e evidencia a atividade 

inibitória do mTOR pela curcumina. 

Para a curcumina são descritos na literatura valores de IC50 que variam de 3 

µM (87) até 271,5 µM (88). Chiang et al., 2014 (89), e Jeon et al., 2012 (90), 

apresentaram em seus estudos valores de IC50 próximos de 30 µM para linhagens 

celulares de HNSCC, compatíveis com os valores obtidos em nosso estudo, de 40,93 

µM para SCC-9, 24,84 µM para FaDu e 47,25 µM para HaCaT em 24h (Tabela 1).  

Lin et al., 2015 (91), relataram que o resveratrol não apresentou redução de 

viabilidade significante na linhagem SCC-9, mesmo quando utilizado na maior 

concentração, de 100 µM. Em nosso estudo, a concentração máxima utilizada foi de 

150 µM, que não resultou em viabilidade celular inferior a 70% em 24h ou 48h nas 

linhagens SCC-9, FaDu e HaCaT. Adicionalmente, os valores de IC50 obtidos com o 

ensaio da viabilidade celular por MTT foram altos, todos excedendo em muito a dose 

máxima utilizada. O MTT é um ensaio que possui limitações, podendo a viabilidade 

celular ser sub ou superestimada, devido às adaptações metabólicas e 

reprogramação das mitocôndrias que sofrem influência dos efeitos inibitórios e 

estresse mediado pelos tratamentos. Alguns medicamentos como o imatinib, o 

resveratrol, a genisteína mostraram interferência com a taxa de redução do MTT 

levando a resultados inconsistentes entre os ensaios de MTT e outros testes de 

viabilidade celular (92). 
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Lin et al., 2012 (93), descreveram uma variação de IC50 de 6,26 µM a 18,1 µM 

para linhagens de HNSCC tratadas com EGCG em 24h, a depender de cada 

linhagem, enquanto Irimie et al., 2015 (94), já apresentaram um valor de IC50 maior, 

de 52,3 µM. Logicamente que cada linhagem celular, ainda que originária de um 

mesmo tipo tumoral, muitas vezes apresentam comportamentos distintos diante de 

um mesmo estímulo ou tratamento. Foram encontrados valores de IC50 para o EGCG 

também bastante altos em nosso trabalho, variando de 128 µM a 618, 8 µM em 24h e 

de 66,29 µM e 96,52 µM em 48h (Tabela 1). Um estudo de Wang et al., 2010 (95), 

compararam diferentes métodos para a avaliação da viabilidade celular em diferentes 

linhagens tumorais tratadas com o EGCG, e constatou-se que o uso do MTT como 

indicador de mitocôndrias metabolicamente ativas superestimou o número de células 

viáveis em comparação às determinações com ATP, DNA ou azul tripan. Como 

resultado, o IC50 para o EGCG determinado pelo ensaio do MTT foi duas vezes maior 

quando comparado com corantes para quantificar ATP e DNA. Por essa razão, os 

ensaios baseados em MTT podem subestimar o efeito antiproliferativo do EGCG, o 

que pode ter ocorrido no presente estudo. 

Dos inibidores de mTOR derivados da dieta, somente a curcumina foi seletiva 

para a célula SCC-9 e FaDu em relação à linhagem HaCaT (Tabela 2). Ainda para 

efeito de comparação, os valores de viabilidade celular após tratamento com os 

inibidores de mTOR derivados da dieta em concentração fixa de 50 µM foram 

considerados (Tabela 3 e Figura 8). Com 24h de tratamento, a curcumina foi a única 

substância a apresentar redução de viabilidade significante. Quanto ao grau de 

toxicidade, o EGCG não foi considerado tóxico para a célula SCC-9, embora tenha 

sido moderadamente tóxico para HaCaT com 48h. O resveratrol não foi considerado 

tóxico para as linhagens estudadas e a curcumina foi moderadamente tóxica em 24h 

e levemente tóxica em 48h para todas as linhagens. 

A associação da curcumina (em IC50) à radioterapia (2 Gy/min) também foi 

investigada (Tabela 5 eFiguras 10 e 11), observando-se significante redução de 

viabilidade celular em FaDu quando tratada com a associação. Tal diferença 

estatisticamente significante não é observada na linhagem HaCaT, o que pode sugerir 

seletividade da associação entre radioterapia e curcumina para a célula FaDu em 

relação à linhagem de queratinócitos. O efeito sinérgico da curcumina e da 
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radioterapia já foi descrito para linhagens celulares de HNSCC na literatura (89, 96, 

97). 

O teste de lesão em monocamada foi realizado com a curcumina em IC50 

(Figuras 12, 13 e 14). Nas linhagens FaDu e HaCaT, enquanto as áreas das feridas 

no controle progressivamente reduziam com o tempo, as áreas das feridas tratadas 

com curcumina mantiveram-se estáveis nas 12 primeiras horas, sem tendência ao 

fechamento. A partir da 6ª hora de tratamento a diferença entre as áreas das feridas 

de curcumina e do controle tornaram-se estatisticamente significantes. Com 24h de 

tratamento, entretanto, as células de ambas linhagens estavam inviáveis, não sendo 

mais possível determinar as margens da ferida. Embora Wang et al., 2015 (98), 

tenham observado claramente a inibição de migração celular em linhagem de glioma 

tratada com curcumina em seu IC50, sugere-se a realização do ensaio de lesão em 

monocamada com uma concentração menor de curcumina. 

Ainda que a presença de apoptose seja relatada na literatura como 

consequência do tratamento com a curcumina, avaliada por expressão de proteínas 

relacionadas ao processo apoptótico, testes com intercalantes nucleares, kits para 

detecção de apoptose ou citometria de fluxo (57, 97, 99-103), o presente estudo não 

constatou nenhuma alteração no perfil de morte celular em células tratadas com 

curcumina (Figuras 15, 16 e 17). A distribuição das células no gráfico gerado após 

análise das amostras no citômetro ocorreu de maneira pouco convencional. A 

curcumina pode imprimir nas células tratadas uma fluorescência, cujo padrão é 

semelhante ao da anexina V-FITC, o que pode causar uma alteração nos resultados 

(57). 

Quanto à distribuição das células tratadas com a curcumina no ciclo celular 

(Figuras 18, 19 e 20), foi identificado um grande e significativo aumento na quantidade 

de células da linhagem FaDu acumuladas na fase G2 após tratamento com curcumina 

em IC50, assim como uma igualmente significativa diminuição de células em G1. Na 

linhagem SCC-9 também foi observado um aumento significativo de células em G2, 

em menor proporção que o observado em FaDu. Houve também redução de células 

na fase S na linhagem SCC-9. Tais dados possibilitam propor que o tratamento com 

curcumina induziu interrupção do ciclo celular na fase G2/M nas linhagens FaDu e 
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SCC-9. Interrupções em G2/M também são descritas em outros estudos para 

linhagens celulares de HNSCC tratadas com curcumina (87, 101, 104-107). 

6.3. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Os resultados apresentados neste trabalho e em diversos outros suportam os 

inibidores de mTOR como potenciais opções terapêuticas para o câncer de cabeça e 

pescoço. Os rapanálogos, já utilizados em situações clínicas específicas, 

apresentaram nos experimentos in vitro bons resultados para o câncer de cabeça e 

pescoço, que justificam a continuidade de estudos com esses medicamentos. Com a 

curcumina resultados significativos também foram obtidos, em especial quanto a sua 

interferência no ciclo celular, a sua seletividade tumoral e a sua capacidade de indução 

de toxicidade nas células neoplásicas. Tais resultados indicam estudos dos efeitos 

biomoleculares da curcumina em câncer de cabeça e pescoço, e mesmo de estudos 

clínicos, indispensáveis peças para o desenvolvimento de medidas terapêuticas que 

sejam mais efetivas, mais específicas e menos deletérias aos pacientes.  
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7. CONCLUSÃO 

Diante dos objetivos propostos, é possível concluir que: 

- Os inibidores de mTOR avaliados apresentaram efeito citotóxico nas linhagens 

celulares de carcinomas de hipofaringe (FaDu) e de língua (SCC-9), bem como em 

queratinócito humano (HaCaT);  

- A curcumina e o everolimus foram seletivos para as linhagens SCC-9 e FaDu em 

relação à linhagem HaCaT com 24h e 48h de tratamento; 

- A associação da curcumina, do temsirolimus ou do everolimus com a radioterapia 

resultou em efeito sinérgico para a célula FaDu, o que não foi observado na linhagem 

HaCaT, e permite inferir que os efeitos da associação foram seletivos para a linhagem 

neoplásica;  

- O everolimus causou a inibição da migração celular nas linhagens FaDu e HaCaT, 

bem como levou ao aumento significativo de marcação com anexina V-FITC, 

indicando apoptose na linhagem SCC-9;  

- O temsirolimus induziu um perfil incerto de apoptose tardia ou necrose nas células 

SCC-9 e FaDu; 

- A curcumina causou interrupção no ciclo celular na fase G2/M nas células SCC-9 e 

FaDu. Diferentemente, o everolimus interrompeu o ciclo celular das linhagens SCC-9 

e FaDu na fase S; 

- Observou-se ainda a inibição da expressão ou da fosforilação da proteína mTOR 

linhagem FaDu tratada com curcumina, inferindo sobre a atividade inibitória do mTOR 

por essa substância. 

Tais resultados instigam novos estudos que aprofundem o conhecimento 

sobre a ação e mecanismos dos inibidores de mTOR e viabilizem sua aplicação 

clínica. 
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