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RESUMO 

 

Antunes DM. . Efeito dos tratamentos com ácido acetilsalicílico e celecoxibe na 
expressão de citocinas e no comportamento de linhagens celulares de carcinoma 
epidermoide de boca [tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 
Odontologia; 2015. Versão Corrigida.  
 

 

Quatro décadas de pesquisas mostraram que muitos mecanismos inflamatórios 

estão intrinsecamente ligados ao desenvolvimento e manutenção do câncer, e 

ainda, que as citocinas inflamatórias exercem papel primordial nessa relação. Os 

anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) podem reduzir o desenvolvimento 

neoplásico por afetar a produção de citocinas inflamatórias pelas células 

neoplásicas. No entanto, até o momento não foi bem definido se o tratamento com 

AINEs é capaz de modular a expressão de citocinas inflamatórias por células do 

carcinoma epidermoide oral (CEO). O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressão 

de citocinas inflamatórias em linhagens celulares de CEO após tratamento com 

ácido acetilsalicílico (AAS) e celecoxibe (CLX). Foi realizado screening da expressão 

de 84 citocinas e quimiocinas, através de PCR array, das linhagens SCC4, 9 e 25 

tratadas com doses de AAS e CLX próximas às concentrações plasmáticas dos 

fármacos em humanos. Os resultados mostraram que AAS e CLX modularam a 

expressão de citocinas e que as linhagens responderam de maneira diferente aos 

tratamentos. Observou-se aumento de expressão de citocinas pró-inflamatórias 

como a IL-1β, IL-8 e TNF na SCC9 e 25, assim como diminuição de expressão de 

ACKR4 e CXCL10 na SCC4 e 9.  

 

Palavras-chave: AAS. Ácido acetilsalicílico. Câncer de boca. Carcinoma epidermoide 

oral. Celecoxibe. Citocinas. Inflamação. Quimiocinas.  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 
Antunes DM. Effect of treatment with aspirin and celecoxib on the expression of 
cytokines and behavior of cell lines of squamous cell carcinoma [thesis]. São Paulo: 
Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015. Versão Corrigida. 
 
 
 
 
Four decades of research have shown that many inflammatory mechanisms are 

intrinsically linked to the development and maintenance of cancer and that 

inflammatory cytokines play pivotal role in this association. Non-steroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs) can reduce neoplastic growth on affecting the 

production of inflammatory cytokines by the neoplastic cells. So far, it is not well 

established if the treatment with NSAIDs can modulate the expression of 

inflammatory cytokines by OSCC cells. The objective of this study was to evaluate 

the expression of inflammatory cytokines by OSCC cell lines after treatment with 

acetylsalicylic acid (ASA) and celecoxib (CLX). Eighty-four cytokines and chemokines 

mRNA expression were screened by PCR array on SCC4, 9 and 25 cell lines treated 

with ASA and CLX at plasma concentrations in humans. The results showed that 

ASA and CLX modulate the expression of cytokines with all cell lines responding 

differently to the treatments. Increased expression of proinflammatory cytokines such 

as IL-1β, IL-8 and TNF in SCC9 and 25, and reduced expression of ACKR4 and 

CXCL10 in SCC4 and 9, was observed. Thus it follows that the treatments of lines 

SCC4, SCC9 and SCC25 with ASA and CLX at the next plasma concentrations in 

humans are able to modulate the gene expression of inflammatory cytokines. 

 

 

Keywords: Aspirin. Acetylsalicylic acid. Celecoxib. Chemokines. Cytokines. 

Inflammation. Oral Cancer. Oral squamous cell carcinoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Quatro décadas de pesquisas mostraram que vários mecanismos 

inflamatórios estão intrinsecamente ligados ao desenvolvimento e manutenção de 

todas as hallmarks do câncer. Estudos in vitro, in vivo e clínicos mostraram que as 

citocinas inflamatórias e fatores de crescimento exercem papel primordial nessa 

relação entre inflamação e câncer. Essas moléculas podem levar a alterações em 

genes relacionados ao câncer, assim como a modificações em proteínas 

importantes para controle do ciclo celular, reparo do DNA, apoptose, angiogênese, 

evasão da imunidade e metástase. Acreditava-se que as citocinas inflamatórias 

presentes no microambiente neoplásico fossem produzidas somente pelas células 

inflamatórias, porém hoje sabe-se que as células neoplásicas também produzem e 

liberam essas moléculas (1-3).  

O carcinoma epidermoide oral (CEO), dada sua alta frequência, é 

considerado sinônimo de câncer de boca. O diagnóstico tardio e a falta de terapias 

eficientes são as duas principais causas da grande morbidade relacionada a essa 

neoplasia. Há várias décadas o CEO tem representado grande desafio da saúde 

pública em muitos países em desenvolvimento, inclusive no Brasil. De acordo com o 

Instituto Nacional de Câncer foram estimados, para 2014, cerca de 11.280 novos 

casos de câncer da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres (4). 

Assim como em outros tipos de neoplasia, as citocinas e fatores de 

transcrição têm mostrado grande relevância na relação entre inflamação e câncer de 

boca. As citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF estão entre as envolvidas nos 

processos de proliferação celular, apoptose e angiogênese. Várias quimiocinas das 

famílias CCL e CXCL, juntamente com seus receptores, já foram relacionadas com 

angiogênese, invasão e metástase do CEO (5-7). 

Existe grande complexidade e redundância nas vias de sinalização que 

coordenam as capacidades desenvolvidas pelas células neoplásicas. Em função 

disso, terapias que tem como alvo vias específicas estão resultando em resistência 

tumoral. De fato, as evidências científicas indicam que o sucesso de novos 

protocolos terapêuticos estão na dependência do desenvolvimento de terapias que 

incidam sobre a doença em mais de uma de suas características essenciais, e que 
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levem em consideração as múltiplas vias de sinalização que suportam cada uma 

delas (3, 8, 9). O processo inflamatório associado ao tumor parece ser um excelente 

candidato a alvo terapêutico, uma vez que está envolvido com o desenvolvimento 

e/ou manutenção de várias das características essenciais das células neoplásicas. 

Os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) são um grupo de fármacos de 

estrutura química variada que têm como atividades a modulação da inflamação, a 

analgesia e o controle da hipertermia. Essas substâncias atuam na inibição de 

enzimas do grupo das ciclooxigenases (COXs), impedindo assim a síntese de 

eicosanoides (10, 11). Os primeiros trabalhos sobre a utilização de AINEs na 

prevenção e tratamento do câncer surgiram nas décadas de 70 e 80 (12, 13), 

justamente quando os estudos mostravam aumento da expressão de COXs em 

condições pré-malignas e tecidos que sofreram transformação maligna (14, 15). São 

muitos os efeitos antineoplásicos dos AINEs, dentre eles está a capacidade de 

reduzir o desenvolvimento neoplásico por afetar a produção de citocinas 

inflamatórias e fatores de transcrição relacionados à inflamação. 

O uso de AINEs no tratamento do câncer de boca também tem sido estudado, 

inclusive trabalhos clínicos importantes foram publicados na última década (6, 8, 9). 

No entanto, até o momento não foi bem definido se os tratamento com AINEs 

modulam a expressão de citocinas inflamatórias por células de CEO. Além disso, 

não foi suficientemente verificado como se dá a expressão dessas moléculas em 

várias linhagens de CEO, bem como se a modulação dessa expressão, por drogas 

anti-inflamatórias, afeta o comportamento da célula tumoral. Dessa maneira, o 

presente estudo teve como objetivo realizar um screening, através da técnica de 

PCR array, da expressão de 84 citocinas inflamatórias em três linhagens de CEO 

após tratamento com AAS e CLX usados em concentrações próximas às plasmáicas 

em humanos. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Inflamação e câncer 

 

 

Estudos relativamente recentes contribuíram para a construção de uma 

maneira mais lógica de entender o desenvolvimento do câncer. A transformação de 

um fenótipo normal em maligno envolve a aquisição de características que conferem 

vantagens ao crescimento celular, são as chamadas hallmarks do câncer (3). 

Segundo os autores, possibilitando e sustentando essas características estão as 

mutações e a instabilidade genômica e a inflamação. E realmente, através de 

experimentos in vitro, trabalhos em animais, estudos epidemiológicos e clínicos, foi 

possível confirmar uma hipótese elaborada por Virchow em 1863 (1), de que a 

inflamação estaria relacionada à progressão das neoplasias. Estima-se atualmente 

que o processo inflamatório crônico seja responsável por um em cada quatro casos 

de todos os tipos de câncer (16).  

O processo inflamatório pode estar presente antes da transformação maligna 

ocorrer, com é o caso da doença de Crohn e da colite ulcerativa com relação ao 

carcinoma de cólon; da infecção pelo vírus da hepatite B ou C ou da cirrose alcoólica 

com o hepatocarcinoma ou dos quadros de prostatite e pancreatite com os 

carcinomas prostático e pancreático, respectivamente. No entanto, mesmo em 

neoplasias que a princípio não tem uma base inflamatória, como a de mama ou a de 

ovário, já tiveram sua evolução relacionada a mecanismos inflamatórios (17, 18). 

Aliás, quando o assunto é neoplasia, os mecanismos inflamatórios parecem estar 

muito mais relacionados com o desenvolvimento, crescimento e invasão tumoral do 

que com a eliminação de um agente agressor, reparo tecidual e restabelecimento da 

homeostase. Em uma revisão clássica, Balkwill e Mantovani (2001) (1), explicam o 

que se acredita ser a chave da relação inflamação e câncer: a produção e liberação 

de citocinas e fatores de crescimento no microambiente tumoral. Esses mediadores 

químicos podem ser produzidos tanto pelas células do estroma tumoral, células 
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inflamatórias e fibroblastos, quanto pelas próprias células neoplásicas. Mantovani et 

al. (2008) (19) relataram que câncer e inflamação podem estar conectados através 

de duas vias, uma intrínseca e outra extrínseca, e que essas vias têm um ponto de 

convergência: a produção de fatores de transcrição, principalmente NF-КB, STAT e 

HIF1 e que esses fatores coordenam a produção de mediadores inflamatórios. Uma 

vez liberados no microambiente tumoral, citocinas, fatores de crescimento, radicais 

livres e enzimas como as ciclooxigenases podem levar a alterações em genes 

relacionados ao câncer, assim como a modificações em proteínas importantes para 

controle do ciclo celular, reparo do DNA, apoptose, angiogênese, evasão da 

imunidade e metástase. Mais recentemente a literatura tem mostrado que a 

liberação de citocinas inflamatórias no microambiente tumoral interfere no equilíbrio 

entre a população de células tronco e células não tronco de um tumor. Aumentando 

a população de células tronco, aumenta-se também o risco de metástase e de 

resistência à quimioterapia (20, 21). Citocinas inflamatórias também podem ativar 

mecanismos de desenvolvimento como os que ocorrem durante a embriogênese ou 

durante o reparo tecidual, esses mecanismos também são importantes para 

proliferação e sobrevivência das células tronco, tanto normais quanto tumorais (22). 

Esse efeito da inflamação sobre as células tronco tumorais foi também abordado em 

trabalho publicado este ano, segundo o qual o anti-inflamatório celecoxibe foi capaz 

de diminuir a quimioresistência de células de câncer de bexiga. Segundo os autores 

esse efeito se deve a inibição de prostaglandinas que podem induzir a repopulação 

de células tronco tumorais em sítios previamente tratados com quimioterapia (23). 
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2.2 Ciclooxigenases, Prostaglandinas e câncer 

 

 

Desde a década de 70 o aumento de expressão de COX em condições pré-

malignas e tecidos que sofreram transformação maligna vem sendo estudado. 

Através do uso de inibidores do COXs, células e animais modificados 

geneticamente, vem sendo possível confirmar o envolvimento dessas enzimas e 

seus subprodutos durante as várias fases da carcinogênese (14, 15).  

Embora o aumento da expressão de COX e seus metabólitos, por si só, não 

seja suficiente para iniciar o tumor, alguns trabalhos mostraram que essas 

substâncias podem sim desempenhar alguma função na iniciação do câncer. As 

prostaglandinas podem interferir com a imunidade antitumoral inibindo a produção 

de citocinas e a função das células NK e macrófagos (15, 24). Estudos in vivo 

mostraram diminuição significativa no risco de desenvolvimento de neoplasia 

intestinal e de pele quando havia baixa expressão de COX ou quando esta era 

inibida (25-27).  

Após a iniciação tumoral, alguns mecanismos são essenciais para que o 

tumor continue crescendo. Esses mecanismos estão entre as chamadas hallmarks 

do câncer. A proliferação celular continuada e sustentada por sinais das próprias 

células tumorais é apenas um desses mecanismos. Envolvidos na progressão 

tumoral também estão a capacidade de resistir à apoptose, de induzir a formação de 

uma rede vascular que continue alimentando o tumor e a capacidade de escapar 

dos mecanismos de defesa antitumoral do hospedeiro.  

Com relação à proliferação celular continuada, estudos revelaram a 

diminuição significativa de marcadores de proliferação como o Ki-67 em células de 

carcinoma tratadas com inibidores de COXs (28). A superexpressão dessas enzimas 

foi notada em tecidos de câncer de próstata que também apresentaram marcado 

aumento no gene supressor de apoptose Bcl-2 e no fator de crescimento vascular 

VEGF (29). Fármacos inibidores de COXs, especialmente de COX-2, mostraram-se 

eficientes também em diminuir a capacidade das células tumorais induzirem a 

migração de células endoteliais para formação de novos vasos sanguíneos (30).  

O aumento da expressão de COX-2 conferiu um fenótipo invasivo em células 

de câncer de pulmão e cólon. Tal fenótipo mostrou relação com a degradação de 

elementos da matriz extracelular através do aumento na expressão de 
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metaloproteinases (MMPs) 1 e 2, diminuição da adesão célula-célula e dos 

receptores CD44 (24, 31). Foi observada também a relação de alta expressão de 

COX-2 e VEGF em linfonodos metastáticos de câncer cervical e pulmonar (32). O 

uso de drogas inibidoras de COX-2 diminuiu os níveis de VEGF no plasma de 

pacientes com câncer de cabeça e pescoço (33). Essas drogas também foram 

capazes de reduzir a incidência de metástases em animais com câncer de cólon 

(34). Elevadas concentrações de COXs e prostaglandinas (PGs), em tumores de 

mama, já foram relacionadas com desenvolvimento de metástases à distância e 

pobre prognóstico (35). 

Um estudo in vitro e in vivo com células de câncer pulmonar, mostrou que a 

alta expressão de COX-2, pelas células tumorais, levou ao aumento de expressão 

das quimiocinas angiogênicas CXCL5 e CXCL8, que por sua vez foi importante para 

o crescimento tumoral. Segundo os autores, o aumento dessas citocinas parece 

estar relacionado com a translocação nuclear de NF-КB induzida pela 

superexpressão tumoral de COX-2 (14).  

A alta expressão de COXs e PGE2 mostrou inibir a liberação de quimiocinas 

CXCL9 e CXCL10 por células de câncer de mama. Como essas quimiocinas estão 

relacionadas com uma respostas antitumoral realizada por linfócitos T e células NK, 

os autores concluíram que o uso de drogas que sejam inibidoras de COXs seria uma 

importante estratégia para aumentar a imunidade contra a neoplasia (15). 

 

 

2.3 Citocinas 

 

 

Citocinas são moléculas proteicas, geralmente de meia vida curta, que 

induzem e regulam um grande número de respostas celulares, tanto em condições 

fisiológicas quanto patológicas. A maioria dessas moléculas está relacionada com o 

desenvolvimento, maturação e homeostase do sistema imunológico e com as 

respostas inflamatórias e reparo tecidual.  Dentre os tipos celulares que produzem e 

secretam essas moléculas estão os leucócitos, células endoteliais, células do tecido 

conjuntivo como macrófagos, plasmócitos e fibroblastos e ainda, alguns tipos de 

células epiteliais. Uma determinada citocina pode atuar sobre vários tipos celulares, 

suscitando efeitos diferentes em cada um deles. Para exercerem seus efeitos as 
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citocinas precisam ligar-se a receptores localizados na superfície celular ou em 

elementos da matriz extracelular. O modo de atuação pode ser autócrino, parácrino 

ou sistêmico. Embora uma mesma molécula possa ter efeitos distintos, as citocinas 

podem ser classificadas de acordo com suas atividades funcionais, por exemplo: as 

interleucinas (ILs) 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF) são as 

principais citocinas da imunidade inata. Seus principais efeitos se dão nas células 

endoteliais, nos leucócitos e nos fibroblastos, além de efeitos sistêmicos como febre 

e perda de apetite. As ILs 2, 4, 12 e 15 e o fator transformador de crescimento β 

(TGF-β) são citocinas relacionadas com ativação e diferenciação dos linfócitos. 

Dentre as citocinas que ativam células inflamatórias estão a IL-5, o TNF e o 

interferon ϒ (INF-ϒ) (36). 

As quimiocinas são citocinas quimiotáticas, de pequeno peso molecular (8 a 

10 kDa), que regulam a movimentação de leucócitos e controlam a migração celular 

fisiológica em vários tecidos. São importantes mediadores durante a organogênese, 

circulação e direcionamento de linfócitos através dos órgãos linfoides. 

Recentemente esses mediadores têm sido cada vez mais relacionados com a 

imunidade tumoral, potencial metastático e disseminação órgão específica (37). De 

acordo com a localização dos dois primeiros resíduos de cisteína N-terminais, as 

quimiocinas são classificadas em quatro grupos: CXC, onde um aminoácido separa 

as duas primeiras cisteínas; CC, onde dois resíduos conservados de cisteína 

encontram-se adjacentes; C, onde só existe uma cisteína N-terminal e CX3C, onde 

existem três aminoácidos não conservados separando um par de cisteínas.  

A ação dessas proteínas depende de sua ligação com receptores 

transmembrana, que por sua vez estão ligados à proteína G. A classificação desses 

receptores depende do tipo de ligante: CXC liga-se a receptores CXCR, CC a 

receptores CCR e assim por diante. Esses receptores geralmente apresentam 

sobreposição de especificidade para seus ligantes. A célula que possui um receptor 

de quimiocina vai migrar em direção ao grandiente crescente de concentração do 

ligante. Os dois maiores grupos de quimiocinas são o CXC e o CC. Quimiocinas 

CXC são as que estão mais envolvidas com a migração de neutrófilos e linfócitos. 

Seus indutores mais importantes são produtos bacterianos, IL-1 e TNF. A quimiocina 

CXCL8 (IL-8) é um importante membro deste grupo e pode ligar-se tanto a CXCR1 

quanto a CXCR2. As moléculas do segundo grupo exercem quimiotaxia para 

monócitos, eosinófilos, basófilos e linfócitos, mas não para neutrófilos (2, 38).  
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O equilíbrio entre citocinas pró e anti-inflamatórias é essencial para o controle 

das respostas imunes e proteção contra o dano tecidual e desenvolvimento de 

doenças como as autoimunes e o câncer. 

 

 

2.4 Citocinas e câncer  

 

 

As citocinas inflamatórias são peças fundamentais nos processos que 

relacionam inflamação e câncer. Atualmente está claro que essas moléculas estão 

envolvidas em diferentes mecanismos da progressão tumoral como proliferação, 

apoptose, infiltração leucocitária, evasão da resposta imune antitumoral, alteração 

da resposta a hormônios e agentes quimioterápicos, produção de 

metaloproteinases, angiogênese, invasão e metástase (39, 40). Acreditava-se que 

as citocinas inflamatórias presentes no microambiente neoplásico fossem 

produzidas somente pelas células inflamatórias, porém hoje sabe-se que as células 

neoplásicas também produzem e liberam essas moléculas.  

Grande parte dos estudos sobre a relação de citocinas e desenvolvimento de 

câncer foi realizada em relação às doenças intestinais inflamatórias e o risco de 

desenvolvimento de câncer de cólon. As citocinas IL-6 e IL-8 estão presentes nos 

resultados de muitos desses estudos, sejam eles in vitro ou in vivo. Altas 

concentrações plasmáticas de IL-6 foram relacionadas a tumores maiores, 

metástase para o fígado e aumento do número de recorrências tumorais. Altos 

níveis de IL-8 relacionaram-se com pobre prognóstico dos pacientes com câncer de 

cólon (41, 42). Polimorfismos nos genes das interleucinas IL-3, IL-6, IL-8 e IL-15 

foram relacionados com o aumento do risco de câncer de cólon. Já as alterações 

nos genes dos receptores, CXCR1 e CXCR2 foram significativamente associados ao 

aumento do risco de câncer retal (43). Em animais com câncer de cólon, a 

deficiência genética na produção da citocina IL-21, diminuiu a ativação das vias 

STAT, NF-КB e COX-2/PGE2 tanto nas células imunes quanto nas células 

neoplásicas. Também ocorreu a diminuição na expressão de outras citocinas 

inflamatórias como a IL-6 e o TNF-α, e diminuição da angiogênese (44).  Em outro 

modelo de câncer de cólon observou-se aumento da expressão das citocinas IL-1β e 

IL-2. A primeira pode ativar o fator de transcrição NF-КB que por sua vez atua na 
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transcrição de mais citocinas pró-inflamatórias. A IL-2 ativa os fatores Jak3 e Stat3 

que são anti- apoptóticos (45). 

Em câncer de pulmão o aumento da expressão de CXCL5 e CXCL8 

correlacionou-se positivamente com progressão tumoral, angiogênese e ocorrência 

de metástases (14, 46). Em câncer de mama, as interleucinas IL-6 e IL-8 estão 

associadas com pobre prognóstico (47, 48). 

A complexa rede de citocinas liberadas pelas células tumorais e células do 

microambiente tumoral influencia a quantidade e qualidade do infiltrado de células 

imunes presentes no tumor (49). As quimiocinas CXCL9 e CXCL10 mostraram ser 

importantes para os mecanismos de resposta antitumoral em câncer de mama (15). 

Em um subtipo específico de câncer de mama, o câncer de mama inflamatório (50), 

existe aumento na produção das citocinas IL-6, IL-8, CCL2 e CCL5. Esses 

mediadores relacionaram-se com o potencial de proliferação, migração e metástase 

das células tumorais (37, 51, 52). 

Estudos mostraram que a CXCL8 ou IL-8 tem uma importante função no 

crescimento e desenvolvimento de tumores sob condições de hipóxia, através de 

sua contribuição para a angiogênese (53-58). Elevados níveis de IL-8 têm sido 

relacionados com o aumento do potencial metastático em tumor gástrico (59), renal 

(60), ovariano (61) e colorretal (62). O aumento da expressão tanto de IL-6 quanto 

de IL-8 tem sido descrito em formas altamente agressivas de câncer (63, 64). 

O processo de metástase, em vários de seus passos, assemelha-se com o 

tráfego de linfócitos para os linfonodos e órgão linfoides secundários. Muitas células 

neoplásicas passam a expressar receptores de quimiocinas em sua superfície e 

assim usam o mecanismo de quimiotaxia para viabilizar sua migração para 

linfonodos regionais ou sítios distantes do tumor original (2). Em melanomas, câncer 

gástrico, esofágico, de mama e carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço foi 

encontrado aumento de expressão do receptor de quimiocina CCR7 e associação 

deste com metástases linfonodais (65-68). O receptor CXCR2 que pode ter como 

ligantes as quimiocinas CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 e CXCL8 

também foi relacionado a invasividade e metástases de câncer de pulmão, cólon e 

pancreático (69-71). 
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2.5 Citocinas e CEO 

 

 

Mais de 90% das neoplasias malignas que acometem a cavidade oral são 

representadas pelo carcinoma epidermoide, por isso essa patologia tornou-se 

praticamente sinônimo de câncer de boca. O diagnóstico geralmente tardio e a falta 

de terapias eficientes são as duas principais causas da grande morbidade 

relacionada a essa neoplasia. A principal terapia, remoção cirúrgica da lesão, gera 

problemas fisiológicos e psicossociais importantes. Altas taxas de recorrência e de 

disseminação nodal conferem a essa neoplasia um prognóstico sombrio. Há várias 

décadas o CEO tem representado grande desafio da saúde pública em muitos 

países em desenvolvimento, inclusive no Brasil. De acordo com o Instituto Nacional 

de Câncer (4), foram estimados, para 2014, cerca de 11.280 novos casos de câncer 

da cavidade oral em homens e 4.010 em mulheres, sendo a maior parte dos casos 

estimada para a região sudeste. Assim, nesta região, este tipo de câncer representa 

o 4º tipo mais frequente em homens, ficando atrás somente das neoplasias de 

próstata, cólon e pulmão. 

Assim como em outros tipos de neoplasia, as citocinas e fatores de 

transcrição têm mostrado grande relevância na relação entre inflamação e câncer de 

boca.  

Pacientes com CEO frequentemente apresentam níveis elevados de IL-6 na 

saliva e no sangue quando comparados aos pacientes controle (5, 72-79) e 

pacientes com leucoplasia (77). Tem sido mostrado que as células do CEO 

preferencialmente invadem e metastatizam em ambientes ricos em IL-6 (80), altos 

níveis dessa citocina também têm sido associados à recorrência, invasão de 

linfonodos e pobre prognóstico (80-83). O processo inflamatório induzido por IL-6, 

em linhagens celulares de CEO, também mostrou importante participação no 

controle da expressão gênica através de alterações epigenéticas, como a 

hipermetilação de genes supressores de tumor (84, 85).  

O TNF- α é uma citocina que estimula a expressão de moléculas de adesão, 

como as selectinas e os ligantes de integrinas, pelas células endoteliais; a secreção 

de quimiocinas por células endoteliais e macrófago e a morte celular apoptótica 

através da ativação de caspases. O TNF- α ativa o regulador do ciclo celular NF-КB, 

o que leva à evasão da apoptose e a proliferação celular (86). Essa citocina também 
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pode atuar como um potente agente mutagênico endógeno causando danos diretos 

ao DNA através da indução de espécies reativas do oxigênio. Pacientes com CEO e 

lesões orais pré-cancerizáveis apresentam elevados níveis salivares e plasmáticos 

de TNF- α e IL-1β quando comparados aqueles de indivíduos saudáveis  (72, 73, 75-

78, 87, 88). Elevados níveis plasmáticos de TNF- α foram também relacionados com 

a diminuição da sobrevida de pacientes com câncer de cabeça e pescoço (89). 

A capacidade de invasividade das células malignas pode aumentar na 

presença de algumas citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1β e IL-6, 

possivelmente como resultado da superexpressão de receptores de quimiocina 

promovida por essas citocinas (90). Em cultura de células de CEO a IL-1β foi um 

potente indutor de CXCL8 e CXCL10 (91). Rentoft et al. (2014) (92) mostraram que 

a eficiência do tratamento radioterápico teve relação direta com o aumento de 

sobrevida de pacientes com CEO de língua. No entanto, pacientes cujos tecidos 

tumorais apresentaram expressão mais elevada da quimiocina CXCL10 mostraram 

uma pior resposta a esse tipo de tratamento. 

Os níveis das quimiocinas IL-8, CCL5 e CXCL10 foram significativamente 

mais altos nas culturas e amostras teciduais de CEO do que em cultura de 

queratinócitos normais. A proliferação e a viabilidade das células neoplásicas foram 

marcadamente diminuídas quando um RNA de interferência foi utilizado para 

diminuir o nível de IL-8 nessas culturas. A cascata de sinalização da IL-8 pode ser 

um importante ponto de falha na regulação gênica, associando inflamação e CEO 

(6). A alta expressão desta quimiocina em células de CEO foi observada pela 

primeira vez em 1995 (93), nos anos seguintes as pesquisas mostraram que essas 

citocina está relacionada à proliferação, migração, invasão e angiogênese deste tipo 

de neoplasia (7, 94, 95). E ainda, pacientes com CEO apresentam níveis salivares 

de IL-8 mais altos do que aqueles encontrados em indivíduos sem a doença (96). 

As lesões de CEO apresentam alta taxa de metástases linfonodais, esse fator 

é um importante determinante de prognóstico ruim dos pacientes. Cerca de 90% de 

pacientes que não apresentam metástase vão apresentar uma sobrevida de 5 anos. 

Essa porcentagem cai para 40% em casos de pacientes com metástase. Ainda não 

se conhece, em profundidade, os mecanismos responsáveis pelas características de 

invasão e metástase do CEO. Em meio a vários mediadores, muitas citocinas 

inflamatórias e seus receptores parecem estar envolvidos nesses mecanismos (97). 

O eixo CCL5/CCR5 mostrou estar envolvido no aumento do potencial de migração 
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celular e aumento da expressão de MMP-9 por linhagens celulares de CEO (98). A 

expressão, pelas células neoplásicas, do receptor de quimiocina CCR7 mostrou 

relação positiva com a ocorrência de metástases para linfonodos cervicais em 

pacientes de CEO (99, 100). Essa relação também foi encontrada, em estudo 

recente, para o receptor CXCR2. Também foram realizados estudos in vitro onde, 

através do silenciamento de CXCR2 e consequente reorganização do citoesqueleto 

celular, foi possível inibir a capacidade de migração e invasão das células de CEO 

(101). A ligação de alta afinidade de CXCR1 e CXCR2 com a quimiocina IL-8 

mostrou importante efeito no aumento da proliferação, migração, invasão e produção 

de metaloproteinases por linhagens celulares de CEO (7). Um estudo de 2010 

mostrou que um antagonista de CXCR2 inibiu a viabilidade de células de CEO. Em 

estudo in vivo, o mesmo trabalho sugeriu a relação positiva entre o aumento da 

expressão deste receptor de quimiocina com o aumento de VEGF, importante fator 

angiogênico, e caspase-3, importante enzima para o mecanismo de apoptose (102). 

 

 

2.6 Anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) 

 

 

Os AINEs são um grupo de fármacos de estrutura química variada que têm 

como atividades a modulação da inflamação, a analgesia e o controle da 

hipertermia. Essas substâncias atuam na inibição de enzimas do grupo das 

ciclooxigenases, impedindo assim a síntese de eicosanoides através da via 

metabólica do ácido araquidônico. Existem três formas de COXs, a COX-1 é 

considerada a isoforma constitutiva, uma vez que é produzida em níveis elevados, 

por vários tipos celulares, em condições de normalidade. Sua ativação leva à 

produção de prostaciclinas e PGs que mostram ação antitrombogênica, de proteção 

da mucosa gástrica e manutenção do fluxo sanguíneo nos rins. A COX-3 é 

considerada um tipo de COX-1 produzida no tecido nervoso. A COX-2, embora 

também seja produzida de maneira constitutiva por alguns tipos celulares, tem sua 

produção aumentada em até 80 vezes após estímulo inflamatório. Quando da sua 

descoberta, foi chamada de isoforma induzível ou inflamatória. As COXs 1 e 2 

apresentam 60% de homologia e o sítio de ligação com o ácido aracdônico é 
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formado por um canal longo e estreito, que ao final apresenta uma dobra, com o 

formato de um grampo de cabelo. Uma diferença muito importante entre essas 

enzimas está na posição 523, onde a COX-1 apresenta uma isoleucina e a COX-2 

uma valina. Essa alteração permite que o canal de encaixe do ácido aracdônico na 

COX-2 seja 17% mais largo do que o da COX-1. O ácido aracdônico proveniente de 

membranas plasmáticas lesionadas entra nesse canal onde é oxigenado e dá 

origem às prostaglandinas. Os AINEs impendem a entrada do ácido aracdônico 

nesses canais, consequentemente inibem a produção de PGs, responsáveis pelos 

sinais e sintomas da inflamação (10, 11). Estudos têm mostrado que o uso 

prolongado de alguns AINEs pode estar relacionado com a prevenção de doenças 

cardíacas agudas, doença de Alzheimer e neoplasias (103). 

 

 

2.6.1 Ácido acetilsalicílico (AAS) 

 

 

O emprego de salicilatos no alívio da dor é bastante antigo. Presentes em 

papiros do antigo Egito estão orientações da aplicação do produto da decocção das 

folhas de murta para alívio das dores reumáticas. Mil anos mais tarde, Hipócrates 

recomendava o uso do sulco da casca do salgueiro para reduzir a febre. Celsus, 30 

anos A.C, também usava os extratos destas folhas para aliviar os quatro sinais 

clássicos da inflamação (calor, rubor tumor e dor). O uso terapêutico dos salicilatos 

presentes nas plantas desenvolveu-se também na Roma antiga de Galeno, China, 

África do Sul e América do Norte (10). O primeiro estudo clínico utilizando as 

propriedades terapêuticas da casca do salgueiro foi publicado na Inglaterra, em 

1763, pelo Reverendo Edward Stone (104). O ácido salicílico foi sintetizado pela 

primeira vez em 1859, na Alemanha. Em 1899, o diretor de pesquisas da Bayer, 

Heinrich Dreser, publicou um artigo onde apresentava a Aspirina (ácido 

acetilsalicílico) como uma maneira de suprir o organismo com salicilatos (105). A 

formulação da Aspirina, no entanto, é mérito de Felix Hoffman, químico da Bayer, 

que produziu um salicilato mais palatável para ser usado pelos pacientes (10). 

O ácido acetilsalicílico AAS é o mais antigo e o mais conhecido dos AINEs. 

Este fármaco inibe, de maneira irreversível, a atividade das enzimas COX-1 e COX-2 
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através de uma reação de acetilação com um resíduo serina, presente no canal de 

ligação da enzima com o ácido aracdônico (106, 107). Assim, tanto o AAS quanto 

várias outras drogas chamadas de “aspirin-like” inibem ambas as formas de COXs. 

Consequentemente, a produção das chamadas prostaglandinas constitutivas 

também é inibida e efeitos colaterais importantes como dano à mucosa gástrica, 

toxicidade hepática e inibição da agregação plaquetária podem surgir durante o uso 

desses fármacos (108).  

 

 

2.6.2 Celecoxibe (CLX) 

 

 

Vários estudos in vitro e in vivo, realizados no final dos anos 80, mostraram 

um aumento da expressão de COX-2 durante a inflamação (11). Essas evidências, 

combinadas com a aquisição do conhecimento sobre a estrutura química e as 

funções das COXs (109, 110) e com o desejo de desenvolver AINEs que não 

possuíssem os efeitos colaterais do AAS e das drogas “aspirin-like”, proporcionaram 

o direcionamento dos esforços para criar fármacos que fossem inibidores 

específicos de COX-2. Em 1998 o primeiro do grupo foi introduzido na prática 

clínica, o celecoxibe (Celebrex®) (111). Os estudos haviam mostrado que o fármaco 

apresentara efeitos anti-inflamatórios semelhantes aos de outros AINEs e menos 

efeitos gastointestinais (112). Assim como outros inibidores específicos de COX-2, a 

especificidade do celecoxibe se dá por conta da diferença de tamanho do canal que 

forma o sítio ativo das COXs. Como este canal é mais largo na COX-2, os AINEs 

que bloqueiam COX-2 não se encaixam no sítio da COX-1 e desta maneira não 

inibem está última, consequentemente as prostaglandinas constitutivas (11). 
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2.7 AAS, CLX e câncer 

 

 

O primeiro estudo a considerar a hipóstese de envolvimento das COXs  na 

carcinogênese foi realizado em 1976. Os pesquisadores mostraram, in vitro, qua o 

AAS foi capaz de inibir a atividade osteolítica de células de tumores de mama (12). 

Nas décadas seguintes acumularam-se trabalhos mostrando o aumento da 

expressão das COXs em vários tipos de tumores. A presença de grande quantidade 

dessas enzimas nos tecidos neoplásicos já foi relacionada ao aumento de 

proliferação celular, maior poder de invasividade e pior prognóstico (103).  

O estudo de Kune et al. de 1988 (13) foi o primeiro a mostrar o papel 

preventivo do AAS no carcinoma de cólon. Na década de 90 muitos outros trabalhos 

foram publicados confirmando que este anti-inflamatório era capaz de reduzir o risco 

de desenvolvimento de câncer colorretal (113, 114). Ainda na década de 90 ficou 

claro que a COX-2 era muito mais expressa por células do câncer colorretal do que 

a COX-1 (115, 116). O aumento de expressão dessa enzima leva à diminuição da 

apoptose, aumento da adesão das células com a matriz e aumento de expressão de 

Bcl-2 (117). Pesquisas posteriores mostraram que tanto a deleção do gene da COX-

2 quanto o tratamento com inibidores específicos de COX-2 reduziram fortemente o 

desenvolvimento de polipose intestinal em ratos com gene Apc mutante (118, 119). 

Observou-se que o CLX é capaz de reduzir o número de pólipos colorretais em 

indivíduos com polipose adenomatosa familiar (PAF), inclusive em pacientes 

pediátricos (120-122), e atualmente é tratamento padrão indicado pré e pós 

colectomia (123). Dentre as atividades antineoplásicas do CLX estão a capacidade 

de inibir ou reduzir a proliferação celular e induzir as células neoplásicas à apoptose. 

Os mecanismos pelos quais esses efeitos são atingidos podem ser tanto COX 

dependente como independente. De fato, nem toda atividade anti-tumoral dos AINEs 

é atribuída à inibição de COXs. Existem estudos mostrando efeitos independentes 

de COXs relacionados à inibição do desenvolvimento / crescimento tumoral (124).  
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O tratamento de linhagens celulares de CEO com AAS e CLX mostrou ser 

capaz de diminuir a proliferação e a capacidade de migração/invasão dessas células 

assim como induzir-las à apoptose (6, 125-127). Mecanismos relacionados com o 

aumento da expressão da proteína p27 e de MMPs parecem também estar 

envolvidos com a capacidade antineoplásica do CLX (125, 127).  

Drogas anti-inflamatórias podem reduzir o risco de alguns tipos de câncer por 

afetar a produção de citocinas inflamatórias e fatores de transcrição relacionados à 

inflamação. Meyer et al.  (2011) (128)  mostraram que tanto o AAS quanto o CLX 

foram capazes de diminuir a expressão das citocinas IL-6 e IL-8 por células de 

câncer de cabeça e pescoço, como consequência da inibição de NF-КB (128). 

Estudo clínico recente, com pacientes com câncer colorretal, revelou que o uso de 

CLX, durante um mês, causou alteração na expressão dos genes inflamatórios 

CXCL8 e CXCL14 (129). 

Tanto o AAS quanto o CLX foram capazes de diminuir os níveis de IL-8 em 

células de câncer de pulmão (130). O uso de CLX diminuiu os níveis das citocinas 

pró-inflamatórias IL-1β e IL-2 em um estudo de câncer de cólon em animais. A 

expressão dos fatores de transcrição antiapoptóticos Jak3 e Stat3, que são ativados 

por IL-2, também diminuiu. Neste mesmo trabalho o tratamento com CLX foi capaz 

de aumentar a expressão de IL-4, essa citocina parece ter um efeito inibitório em 

neoplasias humanas. Assim, os autores relataram que o efeito anti-neoplásico dos 

AINEs pode estar relacionado com o aumento de expressão dessa citocina (45). Em 

outra pesquisa, o uso de CLX em cultura de células de carcinoma hepatocelular 

diminuiu a sinalização na via da IL-6/STAT3 inibindo, dessa forma, a resistência das 

células às drogas anti neoplásicas (131). 

O tratamento com AAS foi importante para aumentar a liberação de CXCL10 

e CXCL9 por células de carcinoma mamário. Diminuindo a produção de PGs foi 

possível aumentar os níveis dessas citocinas relacionadas com atividade imune 

antitumoral (15). Bergman et al. (2011) constataram que os efeitos antineoplásicos 

do AAS também podem estar relacionados com a alteração da produção e liberação 

de citocinas pró e anti-inflamatórias por células neoplásicas e células do sistema 

imunológico, alterando a sinalização entre elas. Os autores encontraram diferenças 

na produção de citocinas por monócitos estimulados por células de câncer de cólon 

quando tratadas ou não com AAS (132). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Avaliar a expressão de citocinas inflamatórias em linhagens celulares de 

carcinoma epidermoide de boca após tratamento com os anti-inflamatórios ácido 

acetilsalicílico e celecoxibe. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da FOUSP - Parecer                

nº 224.084 (Anexo A). 

 

 

4.1 Linhagens celulares 

 

 

As linhagens celulares de carcinoma epidermoide de boca – squamous cell 

carcinoma (SCC4, SCC9, SCC25), provenientes da American Type Culture 

Colection (ATCC, Manassas, VA, EUA), foram cultivadas em frascos plásticos de 75 

cm2 e placas de 60 ou 100 mm (NUNC, Naperville, IL, EUA)  em meio de cultivo 

RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)  suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Invitrogen), 1% de L-glutamina e 1% de solução antimicótica e 

antibiótica (Sigma-Aldrich St Louis, MO, EUA) e mantidas a 37°C em atmosfera 

contendo 5% de CO2 e 95% de umidade até que atingissem confluência de 70-80%. 

O meio de cultivo foi trocado a cada dois ou três dias, de acordo com o metabolismo 

celular.  

 

 

4.2 Tratamento das linhagens com anti-inflamatórios 

 

 

4.2.1 Ácido acetilsalicílico (AAS) 

 

 

A partir de uma solução de estoque de 1000mM de AAS (Aspirin - Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA) dissolvido em etanol absoluto (Vetec, Caxias do Sul, RJ, 

Brasil) foram preparadas as soluções de tratamento em meio de cultivo RPMI 



31 

 

suplementado. Para controle foram preparadas soluções com as mesmas 

quantidades de etanol usadas nas soluções de tratamento.  

 

 

4.2.2 Celecoxibe 

 

 

Foi preparada uma solução de estoque de 100mM de celecoxibe (Pfizer, New 

York, NY EUA) em dimetilsulfóxido DMSO (Sigma- Aldrich). No momento do preparo 

das soluções de tratamento a solução de estoque foi diluída em meio RPMI 

suplementado. Para controle foram preparadas soluções com as mesmas 

quantidades de DMSO usadas nas soluções de tratamento. 

 

 

4.3 Ensaio imunoenzimático para IL-6 (ELISA) 

 

 

Este experimento foi realizado com o objetivo de observar em qual 

concentração e tempo de tratamento mínimos, os fármacos aqui empregados 

modificavam a quantidade de IL-6 produzida pela linhagem SCC9. A escolha da 

linhagem e citocina utilizada foi baseada em estudo prévio, através de ensaio 

imunoenzimático usando-se o sistema Luminex® xMAP™, que mostrou alta 

expressão de IL-6 por células da linhagem SCC9 (dado não mostrado). Foi utilizado 

o Human IL-6 ELISA Kit (NovexTM, Life Technologies, EUA). O experimento foi feito 

com 100µL do sobrenadante das amostras de SCC9 tratadas com AAS (1, 3 e 6mM) 

e CLX (1, 3 e 6µM) nos tempos de 1, 6 e 12 horas. Também foram testadas as 

amostras cultivadas com etanol (controle do AAS), DMSO (controle do CLX) e 

somente com o meio de cultivo. As concentrações para este experimento foram 

determinadas com base nas concentrações plasmáticas em humanos, quando os 

fármacos são utilizados como anti-inflamatórios (133, 134). As concentrações finais 

de etanol variaram de 0,1 à 0,6% e de DMSO de 0,01 à 0,06%. Todas as condições 

de concentração e tratamento foram feitas em triplicata e as etapas do experimento 

seguiram as recomendações do fabricante. 
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4.4 Ensaio de viabilidade celular 

 

 

Com o objetivo de analisar a toxicidade dos fármacos utilizados neste estudo 

foi realizado um ensaio de viabilidade celular. A análise da toxicidade dos fármacos 

foi feita através da curva dose dependente de viabilidade celular, utilizando-se o 

MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio) (CellTiter 96® 

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay – Promega, Madison, Wiscosin, 

EUA). O experimento foi realizado em quadruplicata, para todas as linhagens, em 

placas de 96 poços. Em cada poço foram cultivadas 5 x 103 células em 100µl de 

meio por 24 horas. Posteriormente as células receberam três banhos de PBS 1X e 

foi adicionado meio sem soro, dessa maneira as células permaneceram em 

starvation por 24 horas. Em seguida, foi acrescentado novamente meio com soro por 

12 horas. As células receberam então as mesmas soluções de tratamento usadas 

no ensaio imunoenzimático descrito anteriormente. Após o tratamento foi adicionado 

o MTT em cada poço (20µl de MTT para cada 100 µl de meio de cultura) e as placas 

foram protegidas da luz com papel alumínio e mantidas em estufa de CO2 à 37°C 

por 240 minutos. As leituras foram feitas nos tempos de 1, 6 e 12 horas em 

espectofotômetro (ELX 800 Bio-Tek instruments Inc.) com filtro de 490 nm.  

 

 

4.5 Obtenção do RNA total 

 

 

As células foram lavadas com PBS 1X gelado e incubadas com 1,5 ml de 

TRIzol (Invitrogen) por cinco minutos. Posteriormente as células foram despregadas 

pela raspagem da placa com a parte de trás de uma ponteira de 1 ml, e coletadas 

em tubos de polipropileno livres de DNAse e RNAse. Para cada 1,5 ml de TRIzol de 

células coletadas foram adicionados 300 µl de clorofórmio P.A gelado. Os tubos 

foram agitados vigorosamente por 15 segundos e ficaram por três minutos em 

temperatura ambiente (TA). Posteriormente foi feita a centrifugação dos tubos a 

10.200 xg, durante 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi removida cuidadosamente e 

transferida para um novo tubo que recebeu 750 µl de isopropanol P.A gelado, 
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permanecendo em TA por 10 minutos. Foi realizada nova centrifugação, agora a 

10.200 xg por 10 minutos a 4°C. Neste momento foi possível observar a formação 

de precipitado de RNA no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado e 1 ml de 

etanol 70% gelado foi lentamente adicionado ao precipitado de cada tubo. Os tubos 

foram novamente levados à centrífuga a 8.400 xg por cinco minutos a 4°C. O etanol 

foi descartado e os tubos permaneceram abertos, em TA, para que o restante do 

etanol evaporasse. O precipitado foi ressuspenso em 20 µl de água livre de DNAse e 

RNAse. A concentração e a pureza do RNA foram determinadas em 

espectrofotômetro (NANODROP 2000 – Thermo Scientific), com comprimento de 

onda de 260 a 280 nm. Os tubos foram armazenados a -80°C. 

 

 

 

4.6 PCR array 

 

 

Todas as amostras foram submetidas a reação de RT-qPCR para o gene β-

actina, utilizado com controle endógeno, para avaliar a qualidade das amostras. 

Para confecção do cDNA para as reações de PCR Array foram utilizados os 

reagentes do RT2 First Strand Kit (QIAGEN), para 1µg de RNA. Para análise da 

expressão gênica foi utilizado o sistema RT2 Profiler PCR Array PAHS-022ZA 

(QIAGEN) com placas de 96 poços contendo pares de primers liofilizados de genes 

de 84 citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas, além de cinco diferentes 

genes de controle endógenos, um controle de contaminação por DNA genômico, 

controle da transcriptase reversa e controle positivo da reação de PCR. O desenho 

da placa utilizada neste experimento encontra-se no anexo B. Para cada reação 

foram utilizados 1.350 µl de RT2 SYBR Green ROXTM qPCR Mastermix (QIAGEN), 

102 µl de cDNA e 1.248 µl de água livre de RNAse. Em cada um dos 96 poços da 

placa foram adicionados 25 µl desta solução. Em seguida as placas eram levadas 

para termociclador 7.500 Real-Time PCR System (Applied Biosystesms Calsbad, 

CA, EUA) onde eram submetidas a um ciclo de 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 

minutos a 95°C e 1 minuto a 60°C (Tabela 4.1). 
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Tabela 4.1 - Relação dos ciclos dos experimentos de PCR array 

 

Termociclador 

7500 Real Time PCR System 

Applied Biosystems 

Ciclos Tempo Temperatura 

1 10 minutos 95°C 

40 

 

15 minutos 95°C 

1 minuto 60°C 

 

Os cálculos da expressão diferencial entre as amostras tratadas e controles 

foram realizados através do software RT2 Profiler PCR Array Data Analysis version 

3.5, fornecido pela próprio fabricante das placas, através do site 

www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php. A normalização foi feita de 

acordo com a média geométrica dos cinco genes de controle endógeno. A 

quantificação relativa da expressão gênica da amostra tratada em relação à amostra 

controle foi realizada pelo método 2-ΔΔCT.  

 

 

4.7 Análise dos dados e estatística 

 

 

Para análise estatística dos dados foi usado o software GraphPad Prism 6 

(GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA). No ensaio de viabilidade celular foi 

feita normalização dos dados para que os valores de absorbância pudessem ser 

escritos como porcentagem de células viáveis. Posteriormente foi utilizado o teste de 

análise de variância Two way ANOVA seguido pelo teste t de Tukey. Para análise 

dos valores de expressão de IL-6 no ensaio ELISA também foi usado o teste Two 

way ANOVA, seguido do teste de Sidak. Em todas as análises, p≤0,05 foi 

considerado como indicativo de diferença estatística significante.  

  

http://www.sabiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 O tratamento com AAS diminuiu e com CLX aumentou a expressão proteica 

de IL-6 por células da linhagem SCC9. 

 

 

De acordo com a figura 5.1 foi observado que a solução de AAS diminuiu a 

produção de IL-6 em todas as três concentrações nos tempos de 6 e 12 horas. No 

entanto, a solução de etanol, por si só, foi capaz de modificar a produção de IL-6 nas 

concentrações relativas de 1, 3 e 6mM em 6 horas e 6 mM em 12 horas. Dessa 

forma, a concentração e tempo escolhidos para tratamento com AAS, foram de 3mM 

por 12 horas. 

Para tratamento com CLX foi selecionada a concentração de 6mM por 6 

horas (Figura 5.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1 – Representação gráfica da concentração de IL-6, na linhagem SCC9, após 

tratamento com etanol ou AAS. Os asteriscos representam as diferenças 

estatísticas entre o grupo marcado e o grupo sem tratamento (s/ttto) para cada 

tempo. *p=0,0234; **p=0,0030; ***p=0,0002; ****p<0,0001 
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Figura 5.2 – Representação gráfica da concentração de IL-6, na linhagem SCC9, após 

tratamento com DMSO ou CLX. Os asteriscos representam as diferenças 

estatísticas entre o grupo marcado e o grupo sem tratamento (s/ttto) para cada 

tempo. *p=0,0234; **p=0,0030 

 

 

 

5.2 Os tratamentos com 3 mM de AAS por 12 horas e 6 µM de CLX por 6 horas 

não interferiram com a viabilidade celular das linhagens SCC4, SCC9 e SCC25. 

 

 

Este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar se as concentrações dos 

fármacos e tempos de tratamento escolhidos no ensaio imunoenzimático 

apresentavam toxicidade para as células das linhagens estudadas. De acordo com o 

que se pode observar nas figuras 5.3 e 5.4, as condições de concentração e tempo 

de tratamento escolhidos, não interferiram com a viabilidade celular em nenhuma 

das três linhagens. 
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Figura 5.3 – Representação gráfica da porcentagem de células viáveis, após tratamento com etanol 

ou AAS. As barras em preto representam as amostras que não receberam nenhum 

tratamento, esse grupo foi considerado como tendo 100% de células viáveis. Os 

asteriscos representam as diferenças estatísticas entre o grupo marcado e o grupo sem 

tratamento, para cada tempo. ***p<0,001 
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Figura 5.4 – Representação gráfica da porcentagem de células viáveis, após tratamento com DMSO 

ou CLX. As barras em preto representam as amostras que não receberam nenhum 

tratamento, esse grupo foi considerado como tendo 100% de células viáveis. Os 

asteriscos representam as diferenças estatísticas entre o grupo marcado e o grupo sem 

tratamento, para cada tempo. *p <0,05 
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5.3 Os tratamentos com AAS e CLX modularam a expressão de citocinas 

inflamatórias nas três linhagens estudadas 

 

 

O resultado da expressão gênica diferencial dos grupos tratados (AAS e CLX) 

foi dado pelo número de vezes (fold regulation) em que os genes apresentaram 

aumento ou diminuição de expressão em relação ao respectivo grupo controle 

(Etanol ou DMSO). Foram considerados somente os genes que mostraram 

expressão diferencial com fold regulation ≥ 2.0 ou ≤ -2.0. Os genes para citocinas e 

receptores de citocinas que apresentaram expressão diferencial após o tratamento, 

para mais ou para menos, estão listados na figura 5.5 para o AAS, e na figura 5.6 

para o CLX. Nas referidas figuras estão listados somente os genes que 

apresentaram, ou na amostra tratada ou na amostra controle ou em ambas, valor de 

Ct<30. São as categorias “A” e “OKAY” dadas quando da análise dos dados pelo 

software. 

Observa-se na figura 5.5 que o tratamento com AAS diminuiu a expressão 

dos genes ACKR4, CXCL10, CXCL11, CXCL3, CXCL6, IL8 e PF4V1 na linhagem 

SCC4. Na linhagem SCC9 esse tratamento também diminuiu a expressão de 

ACKR4 e CXCL10, porém aumentou a expressão de CCL20, CCL27, CCL28, CCL3, 

CCL4, IL1β e IL8. Com relação à linhagem SCC25, ocorreu aumento da expressão 

de CXCL3, IL1β e IL4.  

O tratamento com CLX (Figura 5.6) diminuiu a expressão do gene PF4V1 na 

linhagem SCC4. Na SCC9 diminuiu a expressão de XCL2 e aumentou a expressão 

de CCL28, CXCL16, CXCL3, CXCR6, ACKR3, IL1β e TNF. Na SCC25, aumentou a 

expressão de CCL20, CXCL16, CXCL9 e XCL2. 

No anexo C encontram-se as tabelas com os resultados de expressão 

diferencial (fold regulation) dos genes das três linhagens e dos dois tratamentos 

analisados, inclusive genes que apresentaram 35>Ct>30  (categoria B), mas que 

ainda assim tiveram sua expressão modificada pelos fármacos.  
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Figura 5.5 – Genes diferencialmente expressos por qPCR nas linhagens tratadas com AAS em 
relação ao controle (Etanol) 

 

  

Aumento de expressão 

 

Diminuição de expressão 

 

SCC4 

  

 PF4V1 

 

SCC9 

 

CCL28, CXCL16, CXCL3, 
CXCR6, ACKR3, IL1β, TNF 

 

XCL2 

 

SCC25 

 

CCL20, CXCL16, CXCL9, 
XCL2 

 

 

Figura 5.6 – Genes diferencialmente expressos por qPCR nas linhagens tratadas com CLX em 

relação ao controle (DMSO) 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

O presente trabalho mostrou que os AINEs AAS e CLX foram capazes de 

modular a expressão de mRNA de citocinas inflamatórias. Observou-se ainda que o 

comportamento das linhagens foi diferente com relação a essa expressão, tanto 

entre os tratamentos, quanto dentro do mesmo tratamento.  

Estima-se que o processo inflamatório crônico seja responsável por um em 

cada quatro casos de câncer (16) e segundo Balkwill e Mantovani (2001) (1), a 

liberação de citocinas e fatores de crescimento pelas células neoplásicas e células 

do estroma tumoral, é a chave da relação entre inflamação e câncer. A ciência tem 

mostrado que o uso de AINEs para prevenir e tratar vários tipos de neoplasia tem 

ratificado a importância de se considerar os efeitos da inflamação na terapia 

antitumoral. 

O CEO representa mais de 90% das neoplasias malignas que acometem a 

cavidade oral, por isso essa patologia já tornou-se praticamente sinônimo de câncer 

de boca. O diagnóstico geralmente tardio e a falta de terapias eficientes são as duas 

principais causas da grande morbidade relacionada a essa neoplasia. Há várias 

décadas o CEO tem representado grande desafio da saúde pública em muitos 

países em desenvolvimento, inclusive no Brasil.  

Alguns aspectos da relação entre inflamação e CEO vêm sendo 

desvendados. Sabe-se, por exemplo, que algumas citocinas inflamatórias como  IL-

1β, IL-6, TNF e quimiocinas como a IL-8, CCL5 e CXCL10 representam um papel 

importante nessa relação (6, 128). Sabe-se também que o tratamento com alguns 

AINEs, que já mostraram efeitos antitumorais importantes em outros tipos de 

neoplasia, tem indicado possíveis associações terapêuticas também para a 

prevenção e tratamento do CEO (135, 136). Apesar desses avanços, muito ainda 

precisa ser esclarecido sobre a possibilidade de encontrar, nas vias inflamatórias, 

aliados na luta contra o câncer de boca. 

O presente trabalho se propôs a avaliar os efeitos de dois AINEs, AAS e CLX, 

na modulação da expressão de mRNA de citocinas inflamatórias em três linhagens 

celulares de CEO.  
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Umas das principais preocupações neste estudo foi a de trabalhar com 

concentrações que fossem próximas às concentrações plasmáticas dos AINEs, 

como anti-inflamatórios, em humanos. Apesar dos fármacos, em um organismo vivo, 

estarem constantemente sujeitos à degradação metabólica, o uso de concentrações 

mais próximas das concentrações plasmáticas parece mais razoável no que se 

refere à aplicabilidade clínica de resultados obtidos in vitro. Meyer et al. (2011) (128) 

também colocam esse ponto em questionamento, para eles é bastante difícil 

determinar a verdadeira dose terapêutica tecidual. Stark et al. (137), realizaram 

estudo prévio para determinação das concentrações plasmáticas do AAS para 

estudar seus efeitos em células de câncer de cólon. Em pesquisa à literatura foram 

encontradas variações referentes às concentrações plasmáticas dos AINEs 

utilizados neste estudo. As concentrações pesquisadas foram aquelas responsáveis 

por efeitos anti-inflamatórios das drogas. Para o AAS essa variação foi de 1 a 5 mM 

(133, 138, 139) e para o CLX de 1 a 5 µM (140, 141).  

Este estudo teve como objetivo verificar se os AINEs AAS e CLX eram 

capazes de modular a expressão de citocinas inflamatórias por linhagens celulares 

de CEO. Assim, antes de realizar o ensaio de viabilidade celular, foi realizado ensaio 

imunoenzimático (ELISA) para IL-6. A escolha da realização deste ensaio foi feita 

para que, dentro da faixa de concentração plasmática máxima dos fármacos, fosse 

possível escolher a concentração e tempo de tratamento mínimo necessário para 

mudar a expressão de IL-6 pelas células neoplásicas. A escolha da citocina IL-6 

baseou-se em resultados de ensaio prévio, realizado através do sistema Luminex® 

xMAP™, no qual a linhagem SCC9 mostrou alta expressão dessa citocina (dado não 

mostrado). As doses de 3 mM de AAS, durante 12 horas e 6 µM de CLX por 6 horas 

foram capazes de modular a expressão de IL-6, no primeiro caso para menos, no 

segundo para mais (Figuras 5.1 e 5.2). Por ser a IL-6 uma citocina pró-inflamatória, 

esperava-se que ambos os AINEs fossem capazes de diminuir sua expressão, assim 

como mostraram Meyer et al. (2011) (128), trabalhando com células de câncer de 

cabeça e pescoço. No entanto, apesar dos autores terem usado a concentração de 

2mM de AAS, usaram 25 µM de CLX, ou seja, quase cinco vezes a concentração de 

CLX usada no presente trabalho. O CLX, no que se refere à modulação de citocinas, 

por vezes tem mostrado efeito paradoxal quando usado em dossgens muito baixas 

ou muito altas (15). 
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Para saber se as doses e tempos de tratamento, escolhidos no ensaio de 

ELISA, afetavam a viabilidade celular a ponto de prejudicar a análise de produção de 

citocinas, foi realizado ensaio de viabilidade celular (MTT) para as três linhagens. As 

doses e tempos de tratamento escolhidos não interferiram com a viabilidade das 

células em relação ao controle, representado por células tratadas somente com 

veículo (Figuras 5.3 e 5.4). Realmente, a literatura tem mostrado que são condições 

de doses mais altas e tempos de tratamento mais longos que os utilizados neste 

estudo que afetam a viabilidade celular. Yang et al. (2003) (126) mostraram que o 

AAS não foi capaz de inibir o crescimento de células de câncer de boca, no entanto, 

a concentração máxima utilizada foi de 30 µM. Resultados opostos foram 

encontrados para o CLX, porém em concentrações bastante altas de 10 a 40 µM e 

tempos de tratamento de 4 a 6 dias.  No trabalho de Rao et al. (2010) (6), o AAS foi 

capaz de diminuir consideravelmente a viabilidade celular nas linhagens SCC9 e 

SCC25 na concentração de 5mM, no entanto no tempo de 72 horas.  

Até o momento, o que se tem na literatura sobre os efeitos do AAS e CLX no 

CEO são estudos sobre os efeitos desses AINEs em características de 

comportamento celular como proliferação, apoptose, migração, invasão e metástase 

(6, 126, 127, 142, 143). Também foram realizados importantes estudos clínicos de 

fase I e II, onde o CLX mostrou-se promissor como terapia adjuvante no tratamento 

de CEO quando administrados 400mg/dia durante 6 e 12 meses, respectivamente 

(8, 136).  No entanto, apenas o trabalho de Meyer et al. (128), procurou estudar os 

efeitos desses AINEs na modulação de citocinas inflamatórias. O estudo aqui 

apresentado realizou um screening, através da técnica de PCR array, da expressão 

de citocinas inflamatórias e seus receptores, após tratamento com AAS e CLX. Os 

resultados deste screening revelaram que cada linhagem respondeu de maneira 

diferente a cada um dos tratamentos, e mesmo dentro do mesmo tratamento, as 

respostas na expressão de citocinas e receptores foi diferente para cada linhagem 

celular (Figuras 5.5 e 5.6). De uma maneira geral, a linhagem SCC9 foi a mais 

responsiva à modulação de citocinas por ambos os AINEs. E diante de ambos os 

tratamentos mostrou mais aumento do que diminuição de expressão de citocinas. A 

linhagem SCC4 só mostrou diminuição e a SCC25 somente aumento de expressão, 

diante de ambos os tratamentos. É interessante que, em resposta ao tratamento 

com AAS, a linhagem SCC4 mostrou diminuição de expressão da família CXCL e a 

SCC9 aumento de expressão da família CCL. Infelizmente, não foi possível fazer 
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qualquer relação deste último resultado com efeitos dos fármacos. Mukaida et al. 

(2014) (144), em recente revisão sobre o assunto, considera que é possível observar 

funções diferentes para ambos os grupos de quimiocinas, e até mesmo funções 

antagônicas para a mesma citocina. Adicionalmente, houve aumento de expressão 

de citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β, a IL-8 e o TNF, pelas linhagens SCC9 e 

SCC25. A modulação dessas moléculas por esses dois AINEs é bastante 

interessante em função de que o aumento de sua expressão está relacionado a um 

comportamento mais agressivo do CEO (49, 72, 88, 91).  

Em comum, tanto a SCC4 quanto a SCC9 mostraram diminuição de 

expressão de ACKR4 e CXCL10 quando tratadas com AAS.  

O ACKR4 que também pode ser denominado CCRL1, CCR11 e CCX-CKR é 

membro do grupo de receptores atípicos de quimiocinas, do inglês atypical 

chemokine receptors (ACRs). Esses receptores ligam-se com alta afinidade a seus 

ligantes, porém, são estruturalmente incapazes de gerar os sinais necessários para 

que ocorra quimiotaxia. Funcionam, dessa forma, como “sequestradores” de 

quimiocinas, regulando o gradiente de concentração dessas moléculas e assim, o 

tráfego de leucócitos e maturação de órgão linfoides. Os ligantes de ACKR4 são a 

CCL19, a CCL21, a CCL25 e com menor afinidade a CXCL13 (145, 146). De acordo 

com a literatura, pelo menos as primeiras duas quimiocinas parecem estar 

relacionadas com aumento do potencial metastático de algumas neoplasias, 

inclusive do CEO (100, 147). Assim, o aumento de expressão deste receptor tem 

sido relacionado como regulador negativo de crescimento tumoral e metástase em 

câncer de mama, de pulmão, gástrico e hepático (148-151), no entanto, nunca 

houve um estudo sobre a expressão deste receptor no CEO.  

Com relação a quimiocina CXCL10, foi realizado estudo mostrando que a 

concentração da proteína está aumentada no fluido oral de pacientes com câncer de 

cabeça e pescoço (91). Outro trabalho demonstrou que o aumento de expressão 

gênica dessa molécula está relacionado a pior resposta ao tratamento radioterápico 

em pacientes com CEO (92). 

Este é o primeiro trabalho a realizar um screenning, através da técnica de 

PCR array, de citocinas inflamatórias, em células de CEO tratadas com AAS e CLX. 

Como os resultados mostraram que ambos os AINEs modificam a expressão gênica 

dessas moléculas, acredita-se que seria pertinente a realização de estudos que 

pudessem validar, a nível de proteína, a modulação de expressão aqui observada. 
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Após a verificação de quais citocinas ou receptores estão realmente tendo sua 

expressão modulada pelos fármacos, estudos de silenciamento, seguidos de 

ensaios funcionais seriam relevantes para verificar quais as consequências da 

modificação de expressão dessas moléculas para o comportamento das células de 

CEO.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Os tratamentos com AAS e CLX foram capazes de modular a expressão de 

citocinas inflamatórias nas três linhagens celulares estudadas. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade 
de São Paulo 
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ANEXO B – Desenho da placa utilizada nos experimentos de PCR array  (RT
2
 Profiler PCR Array 

PAHS-022ZA (QIAGEN) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A C5 C5AR1 ACKR2 CCL1 CCL11 CCL13 CCL14 CCL15 CCL16 CCL17 CCL18 CCL19 

B CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL23 CCL24 CCL25 CCL26 CCL27 CCL28 CCL3 CCL4 

C CCL5 CCL7 CCL8 CCR1 CCR10 CCR2 CCR3 CCR4 CCR5 CCR6 CCR7 CCR8 

D CCR9  ACKR4 CCRL2 CKLF CMKLR1 CMTM1 CMTM2 CMTM3 CMTM4 CX3CL1 CX3CR1 CXCL1 

E CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL13 CXCL14 CXCL16 CXCL2 CXCL3 CXCL5 CXCL6 CXCL9 CXCR1 

F CXCR2 CXCR3 CXCR4 CXCR5 CXCR6 ACKR3 DARC FPR1 GPR17 HIF1A IL16 IL1B 

G IL4 IL8 PF4V1 PPBP SLIT2 TLR2 TLR4 TNF TYMP XCL1 XCL2 XCR1 

H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC 
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ANEXO C – Tabelas com os genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC4, 

SCC9 e SCC25 tratadas com AAS ou CLX em relação ao respectivo controle. 

 

 

Tabela 1 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC4 tratadas 

com AAS em relação ao controle. 

Gene Fold regulation Categoria Função 

C5AR1 6.92 B outro 

CCL15 2.01 B quimiocina 

CCL22 2.48 B quimiocina 

CCL3 3.48 B quimiocina 

CCL4 2.97 B quimiocina 

CXCR5 2.17 B receptor de quimiocina 

GPR17 8.16 A outro 

IL16 2.91 B quimiocina 

    

CCL17 -3.79 B quimiocina 

CCL25 -2.61 B quimiocina 

CCR8 -2.28 B receptor de quimiocina 

CCR9 -3.11 B receptor de quimiocina 

ACKR4 -2.41 OK receptor de quimiocina 

CCRL2 -2.84 B receptor de quimiocina 

CXCL10 -2.46 OK quimiocina 

CXCL11 -2.13 OK quimiocina 

CXCL14 -2.65 B quimiocina 

CXCL3 2.22 OK quimiocina 

CXCL6 -2.08 OK quimiocina 

IL4 -2.28 B interleucina 

IL8 -2.41 OK quimiocina 

PF4V1 -3.53 OK quimiocina 

PPBP -3.37 B quimiocina 

XCL2 -2.06 B quimiocina 
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Tabela 2 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC9 tratadas 

com AAS em relação ao controle. 

Gene Fold regulation Categoria Função 

CCL17 3.82 B quimiocina 

CCL19 2.16 B quimiocina 

CCL20 5.01 OK quimiocina 

CCL26 2.80 B quimiocina 

CCL27 2.09 OK quimiocina 

CCL28 4.13 OK quimiocina 

CCL3 4.61 A quimiocina 

CCL4 5.93 A quimiocina 

CCR10 3.75 B receptor de quimiocina 

CCR3 2.52 B receptor de quimiocina 

CCR7 2.27 B receptor de quimiocina 

CKLF 3.01 OK outro 

CMTM3 2.03 OK outro 

CMTM4 3.23 OK outro 

CXCR2 7.07 B receptor de quimiocina 

CXCR5 2.35 B receptor de quimiocina 

FPR1 2.23 B outro 

IL16 3.06 B quimiocina 

IL1β 13.30 OK interleucina 

1L8 2.05 OK quimiocina 

    

C5 -3.35 B outro 

CCR4 -2.35 B receptor de quimiocina 

CCR9 -2.12 B receptor de quimiocina 

ACKR4 -2.31 A receptor de quimiocina 

CX3CL1 -2.36 B quimiocina 

CXCL10 -2.04 OK quimiocina 

CXCL9 -5.52 B quimiocina 

CXCR4 -3.24 B receptor de quimiocina 
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Tabela 3 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC25 tratadas 

com AAS em relação ao controle. 

Gene Fold regulation Categoria Função 

CCL13 8.26 B quimiocina 

CCL17 3.03 B quimiocina 

CCL4 3.23 B quimiocina 

CCR4 2.05 B receptor de quimiocina 

CCR6 2.08 B receptor de quimiocina 

CCR7 6.67 B receptor de quimiocina 

CMTM3 2.54 OK outro 

CMTM4 2.51 OK outro 

CXCL3 3.27 OK quimiocina 

CXCR5 10.86 B receptor de quimiocina 

IL16 2.50 B quimiocina 

IL1β 2.72 OK interleucina 

IL4 3.80 OK interleucina 

TLR4 2.46 OK outro 

    

ACKR2  -2.71 B receptor de quimiocina 

CCL11 -2.48 B quimiocina 

CCL25 -2.40 B quimiocina 

CCR1 -2.41 B receptor de quimiocina 

CCR3 -2.22 B receptor de quimiocina 

CKLF -2.25 OK outro 

CXCL13 -4.59 B quimiocina 

FPR1 -2.07 OK outro 

TLR2 -2.26 OK outro 
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Tabela 4 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC4 tratadas 

com CLX em relação ao controle. 

Gene Fold regulation Categoria Função 

ACKR2 2.2081 B receptor de quimiocina 

CCL3 2.6993 B quimiocina 

CCR10 6.009 B receptor de quimiocina 

CCR2 3.7823 B receptor de quimiocina 

CCR9 3.1551 B receptor de quimiocina 

CCRL2 3.6582 B receptor de quimiocina 

CMKLR1 2.2766 B outro 

CMTM1 2.5351 OK outro 

CMTM2 2.9405 B outro 

CXCL14 4.5883 B quimiocina 

CXCR3 8.7942 B quimiocina 

FPR1 2.6728 B outro 

GPR17 2.1587 B outro 

    

CCL18 -2.6234 B quimiocina 

CCL27 -7.8979 B quimiocina 

CCR4 -2.8614 B receptor de quimiocina 

CCR6 -2.7447 B receptor de quimiocina 

PF4V1 -2.4801 OK quimiocina 
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Tabela 5 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC9 tratadas 

com CLX em relação ao controle. 

Gene Fold regulation Categoria Função 

CCL28 3.3116 OK quimiocina 

CCR1 3.3391 B receptor de quimiocina 

CCR6 2.2502 B receptor de quimiocina 

CMTM1 4.8777 OK outro 

CMTM3 32.1133 A outro 

CMTM4 3.5264 OK outro 

CXCL16 2.2470 OK quimiocina 

CXCL3 2.2427 A quimiocina 

CXCL5 4.7060 B quimiocina 

CXCR6 7.4021 A quimiocina 

ACKR3 2.2336 A receptor de quimiocina 

IL1β 2.4705 OK interleucina 

SLIT2 3.2246 OK outro 

TLR2 2.8493 OK outro 

TLR4 5.3284 A outro 

TNF 6.7651 A citocina 

TYMP 21.321 A outro 

    

HIF1A -2,0371 OK outro 

XCL2 -2.1784 OK quimiocina 

 

Tabela 6 – Genes diferencialmente expressos pelas células da linhagem SCC25 tratadas 

com CLX em relação ao controle 

 

Gene Fold regulation Categoria Função 

CCL20 2.4794 A quimiocina 

CCL22 2.1002 B quimiocina 

CCL25 4.7699 B quimiocina 

CCL3 2.1542 B quimiocina 

CCR1 4.1161 B receptor de quimiocina 

CCR4 2.5335 B receptor de quimiocina 

CXCL16 2.3239 OK quimiocina 

CXCL9 2.0068 A quimiocina 

IL16 4.0865 B quimiocina 

SLIT2 2.6069 B outro 

XCL1 8.9935 B quimiocina 

XCL2 

 

2.1727 OK 

 

quimiocina 

CXCR5  -3.5256 B receptor de quimiocina 

 


