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RESUMO 

 

Introdução: Considerando terapias anticâncer envolvendo alvos moleculares 
específicos, compostos miméticos de BH3 podem atuar de modo mais seletivo em 
células tumorais, minimizando possíveis efeitos adversos. Esses compostos podem, 
ainda, apresentar propriedades senolíticas e atuar em componentes do 
microambiente tumoral, tais como fibroblastos senescentes. Destaca-se que células 
senescentes podem acumular no organismo, resultando em efeitos deletérios. 
Objetivos: Revisar a literatura acerca dos efeitos anticâncer dos miméticos de BH3 
sobre carcinomas de cabeça e pescoço e avaliar, in-vitro, os efeitos biológicos de dois 
desses compostos (Navitoclax e Venetoclax) sobre células de carcinoma epidermoide 
bucal (CEB) e diferentes fenótipos de fibroblastos orais. Métodos: Uma revisão 
narrativa foi realizada com base em estudos que avaliaram miméticos de BH3 
(putativos ou validados) sobre linhagens celulares de carcinoma, modelos 
xenográficos e/ou participantes humanos. Ademais, o estudo in-vitro foi realizado com 
uma linhagem imortalizada de CEB (CAL27) e uma linhagem primária de fibroblastos 
gengivais humanos (HGF). Os efeitos biológicos dos compostos Navitoclax e 
Venetoclax sobre a linhagem de CEB foram investigados através dos ensaios de 
citotoxicidade, proliferação e migração. Para verificar se o efeito foi seletivo para 
células tumorais, esses mesmos ensaios foram realizados em células de HGF com 
fenótipo normal. Além disso, um ensaio para marcadores de morte celular (apoptose 
e necrose) foi realizado considerando células de CEB e células de HGF com fenótipo 
senescente. Resultados: Foram incluídos 40 estudos para análise na revisão, os 
quais demonstraram resultados promissores no que tange a indução de morte celular 
e inibição do crescimento tumoral. Os estudos também demonstraram que os 
miméticos de BH3 podem sensibilizar as células tumorais para estímulos apoptóticos, 
podendo aumentar a eficácia de outras terapias envolvendo quimioterápicos 
convencionais e/ou radiação ionizante. Considerando o estudo in-vitro realizado, foi 
observado que os compostos Navitoclax e Venetoclax apresentaram efeito citotóxico 
relevante e seletivo para células de CEB, especialmente em concentrações entre 10 
μM e 20 μM, além de apresentar uma importante inibição nas capacidades de 
proliferação e migração dessas células. Além disso, o composto Navitoclax aumentou 
significativamente a expressão de marcadores de apoptose em células de CEB. Não 
foram observados efeitos citotóxicos relevantes em HGF com fenótipo senescente, 
indicando que esse tipo celular não apresentou susceptibilidade aos miméticos de 
BH3 em concentrações citotóxicas para células de CEB. Conclusões: Os compostos 
miméticos de BH3 apresentaram resultados promissores no que tange o 
desenvolvimento de novas terapias anticâncer envolvendo alvos moleculares 
específicos. Estudos prévios e resultados do presente estudo in-vitro demonstraram 
efeitos biológicos seletivos para células tumorais. Entretanto, não foi observado um 
efeito senolítico relevante nas concentrações citotóxicas para células de CEB 
considerando os métodos e compostos utilizados no presente estudo. Desse modo, a 
realização de futuras pesquisas nesse contexto é encorajada, envolvendo a 
combinação de múltiplos miméticos de BH3 com alvos moleculares complementares 
e/ou com terapias convencionais, como quimioterápicos e radiação ionizante. 

 

Palavras-chave: Carcinoma Epidermoide; Proteínas BCL-2; Apoptose. 
Microambiente Tumoral. Fibroblastos. Senescência Celular.



 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: In the context of molecularly-targeted therapies, BH3 mimetic drugs may 
present biological effects that are selective to tumour cells, whilst also minimising 
potential adverse effects. These drugs can present senolytic properties and eliminate 
several cell types from the tumour microenvironment, such as senescent fibroblasts. 
These cells can accumulate in the organism and result in potential deleterious effects. 
Objectives: To review the literature concerning the anticancer effects of BH3 mimetic 
drugs on head and neck squamous cell carcinomas and also to evaluate the in-vitro 
biological effects of two BH3-mimetics (Navitoclax and Venetoclax) on oral squamous 
cell carcinoma (OSCC) cells and on different phenotypes of oral fibroblasts (non-
senescent and senescent). Methods: A narrative review was conducted based on 
studies that evaluated the effect of BH3-mimetics (putative or validated) on malignant 
cell lines, xenograft models and/or human participants. Moreover, the in-vitro study 
was conducted using an immortalized OSCC cell line (CAL27) and a primary cell line 
of human gingival fibroblasts (HGF). The biological effects of Navitoclax and 
Venetoclax on the OSCC cell line were assessed through the cytotoxicity assay, 
proliferation assay, and migration assay. To assess whether the effects were selective 
to tumour cells, these assays were also conducted on non-senescent HGF cells. In 
addition, a cell death assay (apoptosis and necrosis) was performed considering 
OSCC cells and HGF cells with senescent phenotype. Results: A total of 40 studies 
were included in the narrative review and promising results were found considering the 
BH3 mimetic capabilities considering cell death induction and tumour growth inhibition. 
Studies also showed that BH3-mimetics can sensitise tumour cells to apoptotic stimuli, 
thus enhancing the efficacy of other therapies such as chemotherapy and/or 
radiotherapy. Considering results from the present in-vitro study, it was found that both 
Navitoclax and Venetoclax presented relevant cytotoxic effects that were selective to 
OSCC cells (especially considering the 10 μM e 20 μM concentrations), and also 
presented inhibition capabilities considering OSCC cell proliferation and migration. In 
addition, the BH3-mimetic Navitoclax showed a significant increase in the expression 
of apoptosis markers considering OSCC cells. Concerning HGF with senescent 
phenotype, both Navitoclax and Venetoclax did not show relevant cytotoxic effects, 
indicating that this cell type was not susceptible to the investigated BH3-mimetic drugs 
considering doses that were otherwise cytotoxic for OSCC cells. Conclusions: BH3-
mimetic drugs showed promising results concerning the development of novel 
molecularly-targeted therapies for cancer management. Results from previous studies 
and from the present in-vitro study showed that these drugs can exert biological effects 
that are selective to malignant cells. Nonetheless, no relevant senolytic effects were 
found considering the methods and compounds used in the present research. 
Therefore, future research on this topic is encouraged, particularly considering the 
potential combination of multiple BH3-mimetic drugs with complementary molecular 
targets and also with conventional treatments, such as chemoterapy and/or 
radiotherapy. 

 

Keywords: Squamous Cell Carcinoma; BH3 Interacting Domain Death Agonist 
Protein; Apoptosis; Tumor Microenvironment; Fibroblasts; Cellular Senescence. 
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1 INTRODUÇÃO 

Dentre os cânceres que acometem a cavidade oral e a orofaringe, o carcinoma 

epidermoide bucal (CEB), também conhecido como carcinoma de células escamosas 

ou espinocelular, representa cerca de 90% de todas as lesões malignas (CHI, DAY e 

NEVILLE, 2015). O CEB é um tumor de origem epitelial que se desenvolve a partir 

dos queratinócitos, os quais, devido a uma gama de fatores como agentes químicos 

(p. ex. tabaco e/ou álcool), físicos (p. ex. radiação) ou biológicos (p. ex. infecções 

virais), podem acumular um número crítico de mutações gênicas do ácido 

desoxirribonucleico (DNA, do inglês deoxyribonucleic acid) e adquirir um fenótipo 

maligno. Esse fenótipo é caracterizado por uma proliferação celular desordenada e 

exacerbada, invasão tecidual e, em casos mais avançados, metástase para outros 

sítios anatômicos (SCULLY e BAGAN, 2009). 

No que tange as múltiplas alterações envolvidas no processo de 

carcinogênese, destaca-se a capacidade de evasão de apoptose, a qual é um dos 

mecanismos de morte celular mais alterados no desenvolvimento dos tumores 

malignos (MATSUURA et al., 2016). A apoptose é considerada essencial para a 

homeostase de células e tecidos, entretanto, têm-se demonstrado que diversos tipos 

de cânceres apresentam resistência a morte celular através de uma superexpressão 

de proteínas antiapoptóticas (especialmente as da família BCL-2) (ELMORE, 2007). 

A superexpressão de proteínas antiapoptóticas apresenta não somente um potencial 

oncogênico, mas também está associada a quimiorresistência e prognósticos menos 

favoráveis (D'AGUANNO e DEL BUFALO, 2020). 

O processo de carcinogênese não é determinado somente por alterações nas 

células tumorais, mas sim pelo resultado de uma complexa interação entre as células 

tumorais e do estroma. Dentre os componentes presentes no estroma tumoral, 

destaca-se a presença proeminente de fibroblastos, os quais exercem papel 

fundamental em processos de reparo e homeostase tecidual (KALLURI e ZEISBERG, 

2006). Em lesões malignas, entretanto, os fibroblastos adquirem um fenótipo de 

ativação persistente, os quais permanecem no tecido e passam a ser descritos como 

fibroblastos associados ao câncer (FAC) (CIRRI e CHIARUGI, 2012).  

A população de FACs é consideravelmente heterogênea e podem expressar 

diferentes fenótipos transcricionais, incluindo o fenótipo senescente, o qual é 

caracterizado por um estado de interrupção do ciclo celular, mas ainda 
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metabolicamente ativo (HASSONA et al., 2013). É proposto que a presença de 

fibroblastos senescentes no microambiente tumoral possa contribuir para a 

progressão do tumor através de um secretoma característico, constituído por diversas 

citocinas, fatores de crescimento e proteases (PRIME et al., 2017).  

De modo geral, células senescentes apresentam resistência a morte celular, 

podendo se acumular no organismo, resultando em efeitos deletérios não somente 

em neoplasias malignas, mas também em outros tipos de patologias, especialmente 

aquelas relacionadas ao envelhecimento (CAMPISI, 2013). Nesse contexto, é 

sugerido que os mecanismos de resistência a morte celular sejam similares para as 

células senescentes e para as células tumorais, envolvendo a superexpressão de 

proteínas antiapoptóticas da família BCL-2 (YOSEF et al., 2016).  

Apesar dos avanços em relação às terapias convencionais para o câncer de 

cabeça e pescoço (p. ex. cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia), as sequelas 

funcionais, estéticas e outras reações adversas podem ter um impacto físico e 

psicossocial significativo (SCULLY e BAGAN, 2009). Além disso, com as terapias 

atualmente disponíveis, é estimado que a taxa de sobrevida em cinco anos para 

pacientes com CEB ou de orofaringe seja em torno de 63% (CHI, DAY e NEVILLE, 

2015). Tendo em vista as limitações dos métodos convencionais e a insatisfatória taxa 

de sobrevida reportada, o desenvolvimento de novas terapias para o manejo de 

pacientes com CEB se faz necessário (ORD e BLANCHAERT, 2001). 

Estudos recentes têm apresentado efeitos anticâncer proeminentes em relação 

às terapias com alvos moleculares, especialmente compostos com capacidade de 

antagonizar a ação antiapoptótica de proteínas da família BCL-2, os quais são 

caracterizados pelo seu efeito mimético de proteínas BH3-exclusivas  (VELA e 

MARZO, 2015; YAMAGUCHI, LARTIGUE e PERKINS, 2019). Nesse contexto, 

determinados compostos miméticos de BH3 podem desempenhar função anticâncer 

diretamente nas células tumorais (YANG et al., 2019), mas também um efeito 

anticâncer indireto através de propriedades senolíticas, atuando através da eliminação 

de células senescente do microambiente tumoral (ZHU et al., 2016). 

Diversas pesquisas têm sido conduzidas visando identificar moléculas (tanto 

de origem natural quanto sintética) com capacidade de mimetizar o efeito das 

proteínas BH3-exclusivas. A partir disso, diversos compostos experimentais têm sido 

propostos, tais como Gossipol (OLIVER et al., 2004), ABT-737 (OLTERSDORF et al., 



31 

 

2005), Navitoclax/ABT-263/ (TSE et al., 2008) e Venetoclax/ABT-199 (SOUERS et al., 

2013). Entretanto, apesar desses compostos compartilharem a característica de 

mimetizar os efeitos das proteínas BH3, a literatura é consideravelmente heterogênea 

no que tange seus efeitos anticâncer uma vez que o padrão de expressão das 

proteínas BCL-2 antiapoptóticas é variável entre diferentes tipos de malignidades 

(TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019). Desse modo, uma revisão narrativa para 

identificar a abrangência e escopo da literatura atual sobre o efeito desses compostos 

sobre carcinomas de cabeça e pescoço, em particular, se faz necessária. 

Além disso, estudos têm sugerido que os compostos miméticos de BH3, 

Navitoclax e Venetoclax, possam apresentar ação antitumoral especialmente por meio 

da indução de morte celular por apoptose em diversas neoplasias malignas, tais como 

leucemias (TSE et al., 2008; SAMRA et al., 2020), câncer de mama (LEE et al., 2018), 

pulmão (SHOEMAKER et al., 2008; TSE et al., 2008) e cólon (EICHHORN et al., 

2014). Ainda, têm-se proposto que esses compostos possam apresentar propriedades 

senolíticas, ou seja, exibir capacidade de induzir a apoptose de células senescentes 

(ZHU et al., 2016). Até o presente momento, poucos estudos investigaram os efeitos 

biológicos dos compostos Navitoclax (YANG et al., 2019; GADSDEN et al., 2021) e 

Venetoclax (XIONG et al., 2016) sobre linhagens celulares de CEB, resultando em 

importantes lacunas no conhecimento. Além disso, potenciais efeitos senolíticos 

considerando componentes do microambiente tumoral, tais como fibroblastos 

senescentes, não foram investigados no contexto de CEB.  

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar, através de uma revisão 

narrativa, a abrangência da literatura atual sobre os efeitos dos miméticos de BH3 

sobre carcinomas de cabeça e pescoço e, também, investigar os efeitos biológicos de 

dois desses compostos (Navitoclax e Venetoclax) sobre a viabilidade, proliferação e 

migração de células de CEB, em comparação com fibroblastos orais não-

senescentes. Ainda, foi investigada a capacidade desses compostos em induzir a 

morte celular por apoptose de células de CEB e de fibroblastos orais com fenótipo 

senescente.  
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2 JUSTIFICATIVA 

O presente estudo se justifica tendo em vista a necessidade de aprofundar o 

conhecimento científico em relação aos efeitos anticâncer e senolíticos dos 

compostos investigados no contexto de câncer de boca. Ainda, espera-se estimular o 

desenvolvimento de novas linhas de pesquisas, contribuindo, portanto, para que 

novas alternativas terapêuticas para o tratamento de câncer de boca possam se tornar 

viáveis e disponíveis para a população.
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Identificar a abrangência da literatura atual sobre os compostos miméticos de 

BH3 e avaliar os efeitos biológicos de dois desses compostos (Navitoclax e 

Venetoclax) sobre células de carcinoma epidermoide bucal (CEB). Ainda, investigar 

os efeitos desses compostos sobre diferentes fenótipos de fibroblastos orais (não-

senescentes e senescentes). 

 

3.2 Objetivos específicos 

1) Revisar a literatura acerca dos efeitos dos compostos miméticos de BH3 sobre 

carcinomas de cabeça e pescoço; 

2) Avaliar o efeito citotóxico dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre células de 

CEB, fibroblastos orais não-senescentes e senescentes; 

3) Avaliar o efeito dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre a proliferação de 

células de CEB e comparar com fibroblastos orais não-senescentes; 

4) Avaliar o efeito dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre a migração de células 

de CEB e comparar com fibroblastos orais não-senescentes; 

5) Investigar a capacidade dos compostos Navitoclax e Venetoclax em induzir morte 

celular por apoptose de células de CEB e fibroblasto orais senescentes; 
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4 REFERENCIAL TEÓRICO 

4.1 Carcinoma epidermoide bucal 

De acordo com as estimativas mais recentes do Instituto Nacional do Câncer 

(INCA), a incidência de câncer da cavidade oral no Brasil é estimada em 11.180 novos 

casos em homens (ocupando a 5º posição entre os tipos de cânceres avaliados) e 

4.010 em mulheres (ocupando a 13º posição) para cada ano do biênio 2020-2022 

(INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 2020). Considerando o cenário global, as 

estimativas do projeto GLOBOCAN, que investiga taxas de incidência, prevalência e 

mortalidade relacionadas ao câncer em um grupo de 185 países, revelaram que a 

incidência de câncer de lábio e cavidade oral para o ano de 2020 seria de 377.713 

novos casos e 177.757 óbitos, considerando ambos os sexos (INTERNATIONAL 

AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2020; SUNG et al., 2021). 

O CEB é a neoplasia maligna mais proeminente dentre os cânceres da 

cavidade oral, sendo usualmente responsável por 93 a 96% dos casos diagnosticados 

(PAI e WESTRA, 2009). De um modo geral, o CEB é precedido por desordens orais 

potencialmente malignas (OPMD, do inglês oral potentially malignant disorders), tais 

como leucoplasias e eritroplasias (REGEZI, SCIUBBA e JORDAN, 2016; GANESH et 

al., 2018). Uma revisão sistemática (RS) demonstrou que a prevalência global de 

OPMD foi de 4,47%, entretanto, essa prevalência foi consideravelmente heterogênea 

entre as regiões geográficas investigadas, podendo atingir até 10% da população 

considerando apenas estudos de países asiáticos (MELLO et al., 2018). A taxa de 

transformação maligna dessas lesões é bastante variável, sendo estimado que, para 

leucoplasias, essa taxa pode variar de 0,13 a 34% (WARNAKULASURIYA e 

ARIYAWARDANA, 2016), enquanto que para eritroplasias, de 14 a 50% (REICHART 

e PHILIPSEN, 2005). 

A maioria dos casos de CEB é observado em indivíduos do sexo masculino a 

partir da quarta e quinta décadas de vida, tendo uma importante relação com 

determinados fatores etiológicos como: consumo de álcool e/ou tabaco e, também, 

com determinados tipos de infecção viral como, por exemplo, infecções pelo 

papilomavírus humano (HPV, do inglês human papilloma virus) (SCULLY e BAGAN, 

2009). Apesar da literatura atual não corroborar a hipótese de que o consumo isolado 

de álcool possa contribuir com o desenvolvimento de CEB, é proposto que o consumo 

de álcool concomitantemente ao de tabaco possa exibir um efeito sinergético, 
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resultando em uma razão de chances de ocorrência de CEB até 16 vezes maior 

comparada aos indivíduos abstêmios (MELLO et al., 2019). No que tange exposições 

ambientais como as infecções virais, uma RS concluiu que a presença de DNA viral 

relacionada ao vírus HPV-16, em particular, foi significativamente maior em indivíduos 

diagnosticados com CEB, indicando uma possível associação entre essas condições 

(SMITHA, MOHAN e HEMAVATHY, 2017). 

Considerando potenciais fatores etiológicos, é proposto que populações de 

países em desenvolvimento possam estar mais expostas a fatores de risco 

comparadas aos países desenvolvidos, afetando diretamente as taxas de ocorrência 

e, consequentemente, de mortalidade relacionadas ao câncer oral nessas regiões 

geográficas (WARNAKULASURIYA, 2009). Alguns estudos têm demonstrado uma 

correlação entre um baixo índice de desenvolvimento humano e uma maior incidência 

de câncer (FIDLER, SOERJOMATARAM e BRAY, 2016). Nesse contexto, do total de 

mortes ocasionadas por câncer da cavidade oral ao redor do globo, estima-se que em 

torno de 75% ocorram em países em desenvolvimento (DE CAMARGO CANCELA et 

al., 2010). Apesar da possibilidade de autoexame e visualização direta das lesões no 

caso particular de CEB, os pacientes frequentemente são diagnosticados em estágios 

avançados do desenvolvimento do câncer, sendo este um fator decisivo no que se 

refere ao tempo de sobrevida dos pacientes (MONTERO e PATEL, 2015). 

O diagnóstico precoce de CEB e o início do tratamento em fases iniciais têm o 

potencial de reduzir sua morbidade e mortalidade; não obstante, é comum que 

pacientes com suspeita de lesões malignas se deparem com longos períodos de 

espera até a consulta com um especialista, enquanto aqueles diagnosticados com 

CEB em fase inicial possam enfrentar atrasos para o início do tratamento (OMAR, 

2015). O atraso no tratamento por períodos relativamente curtos, como 30 a 40 dias, 

tem o potencial de aumentar significativamente o risco de falha locorregional 

relacionada aos carcinomas de cabeça e pescoço (FORTIN et al., 2002). 

As modalidades convencionais de tratamento para o câncer oral são a cirurgia 

e a radioterapia, associadas ou não a agentes quimioterápicos (ORD e 

BLANCHAERT, 2001). Em geral, agentes quimioterápicos convencionais (como 

cisplatina ou 5-fluorouracil), de modo isolado, não constituem um tratamento de 

primeira linha para carcinomas de cabeça e pescoço, no entanto desempenham um 

importante papel adjuvante para os casos avançados (LARAMORE et al., 1992). 
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Apesar disso, os protocolos de tratamento disponíveis no contexto atual, 

principalmente aqueles que incluem procedimentos cirúrgicos envolvendo a língua e 

a mandíbula, podem resultar em sequelas funcionais e estéticas significativas para os 

pacientes, particularmente no que se refere à fala, eficiência mastigatória, deglutição 

e perdas dentárias (DAY et al., 2003). Terapias emergentes têm visado alvos 

moleculares específicos considerando os diferentes mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento e progressão tumoral, de modo a potencialmente promover um 

melhor prognóstico e qualidade de vida para os pacientes acometidos por lesões 

malignas (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011).  

 

4.2 Desenvolvimento e progressão tumoral 

As células tumorais adquirem capacidades peculiares e necessárias para que 

o câncer possa se estabelecer e desenvolver. Dentre elas, seis alterações essenciais 

na fisiologia celular regulam coletivamente o desenvolvimento de patologias malignas, 

sendo elas: 1) autossuficiência em fatores de crescimento; 2) insensibilidade a 

supressores do crescimento; 3) invasão tecidual e metástase; 4) capacidade 

replicativa ilimitada; 5) angiogênese sustentada; e 6) evasão dos mecanismos de 

morte celular (HANAHAN e WEINBERG, 2000) (Figura 1). Apesar das capacidades 

celulares envolvidas no potencial de malignização serem sintetizadas em seis 

alterações essenciais, existem múltiplas vias de sinalização através das quais a 

transformação maligna pode ocorrer (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011). 

As células tumorais podem adquirir a capacidade de autossuficiência em 

fatores de crescimento de modo autócrino, no qual elas mesmas produzem esses 

fatores, ou de maneira parácrina, na qual elas sinalizam para que células do tecido 

conjuntivo adjacente produzam esses fatores (BHOWMICK, NEILSON e MOSES, 

2004). A insensibilidade a inibidores do crescimento, por outro lado, está mais 

intimamente relacionada a disfunção da via de sinalização da proteína do 

retinoblastoma (pRb), a qual, quando hipofosforilada, bloqueia a proliferação celular 

através da inibição do fator de transcrição E2F, essencial para que ocorra a 

progressão da fase G1 para a fase S do ciclo celular (WEINBERG, 1995). Uma 

disrupção nessa via de sinalização resulta, portanto, na liberação de E2F, permitindo 

assim uma proliferação celular desordenada e desencadeando uma insensibilidade a 
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inibidores do crescimento que operam através desta via (HANAHAN e WEINBERG, 

2000). 

 

Figura 1 - Figura representativa das 6 principais alterações para o desenvolvimento e 

progressão do câncer, originalmente propostas no ano 2000, incluindo: 1) 

autossuficiência em fatores de crescimento; 2) insensibilidade a supressores do 

crescimento; 3) invasão tecidual e metástase; 4) capacidade replicativa ilimitada; 5) 

angiogênese sustentada; e 6) evasão dos mecanismos de morte celular. 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011). 

 

Ainda, a capacidade adquirida de invasão tecidual e metástase inevitavelmente 

ocorre na maioria dos tipos de câncer. Em nível de mecanismos celulares, esses 

eventos são intimamente inter-relacionados, uma vez que dependem da alteração de 

proteínas que regulam a adesão/interação célula-célula, notavelmente as moléculas 

da família das caderinas, e da interação célula-matriz extracelular, principalmente 

moléculas da família das integrinas (APLIN et al., 1998). No que se refere as 

caderinas, a proteína e-caderina desempenha um papel fundamental na manutenção 

do contato célula-célula, sendo proposto que a sua supressão (e portanto disfunção) 

no caso de tumores epiteliais represente uma etapa importante na aquisição da 

capacidade de invasão tecidual e metástase (HANAHAN e WEINBERG, 2000). 
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A capacidade replicativa ilimitada está intimamente relacionada as vias 

descritas previamente, no entanto, outro importante mecanismo envolvendo os 

telômeros pode desempenhar papel fundamental no processo de tumorigênese 

(SEBASTIAN, GRAMMATICA e PARADISO, 2005). O encurtamento dos telômeros é 

resultado de sucessivos ciclos celulares, sendo que, quando um comprimento crítico 

é atingido, a célula pode entrar em senescência ou em processo de apoptose (LU et 

al., 2013). Em células tumorais, no entanto, foi observado um aumento na atividade 

da enzima telomerase, a qual é responsável pela manutenção dos telômeros, 

promovendo, portanto, uma resposta celular inadequada a danos no DNA e, 

consequentemente, um fenótipo imortalizado (PARKINSON, FITCHETT e CERESER, 

2008). 

No que se refere a angiogênese sustentada, o principal mediador envolvido 

neste processo é o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglês vascular 

endothelial growth factor), membro da superfamília do fator de crescimento derivado 

de plaquetas (PDGF, do inglês platelet-derived growth factor). É proposto que a 

sinalização autócrina e parácrina de VEGF pelas células tumorais possa promover a 

neoformação vascular, proliferação celular, migração e invasão tecidual, além de 

exercer um importante papel de modular células do sistema imune no microambiente 

tumoral (VASSILAKOPOULOU, PSYRRI e ARGIRIS, 2015). Além disso, tem sido 

sugerido na literatura que o VEGF possa estar associado a resistência tumoral a 

quimioterapia, uma vez que modula o processo de autofagia, que consiste na 

eliminação de organelas danificadas para proteger a célula de eventos apoptóticos 

(STANTON et al., 2013). O VEGF também têm sido associado a resistência à 

radioterapia no caso de tumores epiteliais, sendo proposto que esses tumores exibem 

um aumento na expressão desse fator e, consequente, um aumento na proliferação 

celular como uma resposta à radiação  (BRIEGER et al., 2007). 

Por último, a apoptose é um mecanismo de defesa que os organismos 

desenvolveram para eliminar células em estágios avançados de desenvolvimento ou 

submetidas a algum tipo de estresse celular relevante. Esse fenômeno envolve uma 

série de eventos celulares que resultam na ativação de uma família de proteínas 

denominadas caspases, as quais podem efetuar a apoptose através de múltiplas rotas 

(ELMORE, 2007). Uma das rotas mais proeminentes é a mitocôndria-dependente, que 

ocorre através da permeabilização da membrana mitocondrial externa, que resulta na 

liberação de fatores proapoptóticos como o citocromo C, o qual, por sua vez, induz a 
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ativação das caspases (TROTTA e CHIPUK, 2017). Essa rota é ativada primariamente 

através do balanço entre proteínas proapoptóticas e antiapoptóticas da família BCL-2 

(MATSUURA et al., 2016). Nesse contexto, as células cancerígenas podem adquirir a 

capacidade de evadir a apoptose através de diversas vias, dentre elas destaca-se a 

superexpressão de proteínas antiapoptóticas da família BCL-2, induzida pela ativação 

de oncogenes e a inativação de genes supressores de tumor como o p53, o qual 

modula a apoptose através das proteínas BAX e NOXA (FERNALD e KUROKAWA, 

2013). 

Vale destacar que, no ano de 2011, foi sugerida a inclusão de outras quatro 

alterações essenciais para o desenvolvimento e progressão tumoral, sendo duas 

capacidades funcionais (desregulação do metabolismo energético e evasão do 

sistema imune) e duas características habilitantes (instabilidade e mutação genômica 

e inflamação como promotora do tumor) (HANAHAN e WEINBERG, 2011) (Figura 2). 

 

Figura 2 - Figura representativa das capacidades funcionais e habilitantes, propostas 

no ano de 2011, para o desenvolvimento e progressão do câncer. 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN e WEINBERG (2011). 

 

A aquisição das capacidades celulares envolvidas no processo de 

tumorigênese ocorre principalmente através de dois mecanismos promotores, sendo 
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a instabilidade genética o mais proeminente, uma vez que gera um número aleatório 

de mutações e rearranjos cromossômicos, muitos dos quais orquestram a aquisição 

dessas capacidades. O segundo envolve o estado inflamatório de lesões pré-malignas 

ou malignas guiado por células do sistema imune, das quais algumas atuam como 

promotoras da progressão tumoral através de múltiplas vias de sinalização celular 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

No que se refere a instabilidade genética, as aberrações observadas em células 

tumorais incluem mutações, amplificações e superexpressão de proteínas, que podem 

resultar na ativação de oncogenes, tais como RAS, PRAD-1 e BCL-1 (ALI et al., 2017). 

Determinados oncogenes podem desencadear uma produção excessiva de fatores de 

crescimento, uma superexpressão de seus receptores ou, ainda, um aumento na 

transdução de sinal para o interior da célula, que ocorre após a ligação da proteína 

com seu receptor (HUNTER, PARKINSON e THAKKER, 2011).  

Além dessas alterações, outras como a perda de heterozigose, hipermetilação 

de sequências promotoras e sequestro de DNA por proteínas carreadoras estão 

relacionadas a disfunção de genes supressores de tumor (como os genes p16INK4a e 

p53) (SCULLY, FIELD e TANZAWA, 2000). Esses genes participam da regulação da 

transição entre as fases do ciclo celular, que ocorre principalmente através da 

ativação/inibição de complexos ciclina/ciclina-quinases (FOSTER et al., 2010). A 

disfunção desses genes tem o potencial de desregular o controle do ciclo celular, 

especialmente entre a fase G1 e S, resultando em um crescimento seletivo vantajoso 

para células tumorais (PRIME et al., 1997). 

Além disso, considerando o estado inflamatório das lesões pré-malignas e 

malignas como uma das principais características promotoras da tumorigênese, tem 

sido proposto que os mecanismos envolvidos estejam relacionados a capacidade da 

inflamação em providenciar moléculas bioativas para o microambiente tumoral, 

incluindo fatores de crescimento que promovem uma sinalização de proliferação 

celular sustentada, fatores de sobrevivência que limitam a morte celular, fatores pro-

angiogênicos e enzimas modificadoras de matriz extracelular, que facilitam a invasão 

tecidual e metástase através da indução da transição epitélio-mesênquimal 

(KARNOUB e WEINBERG, 2006; QIAN e POLLARD, 2010; HANAHAN e WEINBERG, 

2011). 

Além das 8 capacidades funcionais e duas habilitantes propostas nas últimas 

décadas, foram propostas, no ano de 2022, outras quatro alterações potencialmente 



41 

 

relacionadas ao desenvolvimento e progressão do câncer, sendo duas funcionais 

(desbloqueio da plasticidade fenotópica e senescência celular) e duas habilitantes 

(reprogramação epigenética não-mutacional e microbiomas polimórficos) (HANAHAN, 

2022) (Figura 3). 

 

Figura 3 - Figura representativa das capacidades funcionais e habilitantes, propostas 

no ano de 2022, para o desenvolvimento e progressão do câncer. 

 

Fonte: Adaptado de HANAHAN (2022). 

 

O desbloqueio da plasticidade fenotípica refere-se a capacidade de diferenção, 

desdiferenciação ou mesmo de transdiferenciação celular, através da qual as células 

tumorais podem assumir características de tipos celulares heterogêneos, como nos 

casos de transição epitélio-mesênquimal ou de desdiferenciação em células 

progenitoras (YUAN, NORGARD e STANGER, 2019). Já a senescência, 

caracterizada por um estado fisiológico de interrupção do ciclo celular, é considerada 

como uma barreira natural para o desenvolvimento do câncer, entretanto, tem-se 

proposto que esse fenômeno possa estimular a sua progressão devido ao fenótipo 

secretor característico dessas células (HE e SHARPLESS, 2017). Além disso, células 

tumorais podem entrar em um estado de senescência reversível, ou seja, um período 
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de dormência transitório que contribui para a evasão de estratégias terapêuticas que 

têm como alvo mecanismos relacionados a proliferação celular (DE BLANDER et al., 

2021). 

No que tange as capacidades habilitantes, a reprogramação epigenética não-

mutacional refere-se a mudanças na expressão gênica que são reguladas 

exclusivamente por fatores epigenéticos, ou seja, ocorrem independentemende da 

presença de instabilidade genômica e mutação (BAYLIN e JONES, 2016); essa 

característica pode influenciar no comportamento de células do microambiente 

tumoral (HANAHAN e COUSSENS, 2012), além de facilitar a aquisição de outras 

capacidades funcionais pelas células cancerígenas, especialmente o desbloqueio da 

plasticidade fenotípica (SERRANO-GOMEZ, MAZIVEYI e ALAHARI, 2016).  

O papel dos microbiomas polimórficos em diferentes neoplasias ainda está 

sendo elucidado, entretanto, tem-se proposto que a presença de determinadas 

espécies bacterianas e/ou fúngicas tem a capacidade de contribuir ou interferir na 

aquisição de outras capacidades funcionais, além de exercer função 

imunomoduladora e/ou atuar na mutação do genoma (HELMINK et al., 2019). A 

presença de diferentes microorganismos comensais pode resultar tanto em 

microbiomas protetores quanto promotores de tumor, sendo alvos terapêuticos 

promissores considerando cânceres nos quais há presença relevante de espécies 

bacterianas e/ou fúngicas, tais como cânceres que acometem a cavidade oral, útero 

ou cólon (DZUTSEV et al., 2017). 

Como o desenvolvimento e progressão do câncer estão relacionados a 

mecanismos celulares heterogêneos, múltiplas terapias emergentes com alvos 

moleculares específicos têm sido propostas, tais como os inibidores de fator de 

crescimento epidérmico (EGF, do inglês epidermal growth factor) (MYERS et al., 

2002), inibidores de telomerase (PARKINSON, 2003), neutralizadores de resposta 

inflamatória (KIM et al., 2008), inibidores de angiogênese (LIN e SESSA, 2004) e, em 

especial, agentes senolíticos (ZHU et al., 2016) e indutores de apoptose 

(D'AGUANNO e DEL BUFALO, 2020). 

 

4.3 Apoptose 

 A morte celular regulada foi, historicamente, classificada em três grandes 

grupos com base em características morfológicas, sendo esses: 1) morte celular tipo 
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1 ou apoptose; 2) morte celular tipo 2 ou autofagia; 3) morte celular tipo 3 ou necrose 

(GALLUZZI et al., 2007). Entretanto, diferentes classificações e subclassificações têm 

sido propostas pelo Comitê de Nomenclatura de Morte Celular com base em critérios 

genéticos, bioquímicos, farmacológicos e funcionais, incluindo: 1) apoptose intrínseca; 

2) apoptose extrínseca; 3) necrose; 4) morte autofágica; 5) morte celular imonogênica; 

6) morte celular dependente de lisossomo; 7) netose; 8) entose; 9) parthanatos, 10) 

piroptose; 11) ferroptose e 12) necroptose (GALLUZZI et al., 2018). 

 A apoptose extrínseca é um tipo de morte celular iniciada a partir de 

perturbações no microambiente extracelular, sendo mediada por basicamente dois 

tipos de receptores de membrana, sendo eles 1) receptores de morte celular, nos 

quais a ativação depende da ligação com ligantes cognatos e 2) receptores de 

dependência, nos quais a ativação ocorre quando o nível de ligantes específicos reduz 

para além de um dado limiar (ASHKENAZI e DIXIT, 1998; FLUSBERG e SORGER, 

2015). Após a ativação dos receptores de membrana, ocorre o recrutamento de 

proteínas adaptadoras, as quais desencadeiam a formação do complexo de 

sinalização de indução de morte celular (DISC, do inglês death-inducing signaling 

complex); nesse ponto, ocorre a ativação da proteína caspase-8, a qual inicia a 

cascata de caspases que culmina na apoptose celular (ELMORE, 2007). 

 A apoptose intrínseca é originada a partir de estresses intracelulares, tais como 

dano ao DNA, estresse replicativo, estresse oxidativo, sobrecarga de espécies 

reativas de oxigênio, entre outros (GALLUZZI et al., 2018). Esse mecanismo é 

regulado majoritariamente pelo equilíbrio entre as proteínas antiapoptóticas e 

próapoptóticas da família BCL-2 e, uma vez que um estímulo apoptótico esteja 

presente, ocorre uma permeabilização da membrana mitocondrial externa, resultando 

na ativação da caspase-9 e, em última instância, na ativação da cascata de caspases 

responsável pela apoptose (CAVALCANTE et al., 2019). 

 Tanto a apoptose extrínseca quanto intrínseca convergem na ativação das 

caspases efetoras (caspase-3 e caspase-7), as quais resultam na ativação de 

enzimas como proteases e nucleases. Essas enzimas são responsáveis pela 

degradação de proteínas citoplasmáticas e material nuclear, o que culmina em 

alterações citomorfológicas como diminuição do tamanho celular, condensação da 

cromatina, formação de corpos apoptóticos e, consequentemente, na fagocitose por 

outras células (ELMORE, 2007; CAVALCANTE et al., 2019). 
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4.4 Proteínas da família BCL-2 

Considerando os principais mecanismos de regulação da apoptose, as 

proteínas da família BCL-2 desempenham um papel importante, uma vez que podem 

desempenhar tanto funções antiapoptóticas quanto proapoptóticas (PLACZEK et al., 

2010). As proteínas antiapoptóticas (BCL-2, BCL-XL, BCL-W e MCL-1) são 

consideradas multi-domínio, uma vez que compartilham homologia considerando 

quatro domínios estruturais (BH1 a BH4) (LETAI, 2003).  

Determinadas proteínas proapoptóticas da família BCL-2 (tais com BAX e BAK) 

também são consideradas multi-domínio, compartilhando homologia entre os 

domínios BH1 a BH3; entretanto, algumas proteínas proapoptóticas compartilham 

homologia somente com a região α-helicoidal BH3 (tais como BAD, BID, BIM, NOXA 

e PUMA), sendo consideradas proteínas BH3-exclusivas (DELBRIDGE e STRASSER, 

2015) (Figura 4). As proteínas BH3-exclusivas podem interagir com as proteínas da 

família BCL-2 (BCL-2, BCL-XL, BCL-W e MCL-1) no seu domínio hidrofóbico, 

apresentando capacidade de antagonizar suas funções antiapoptóticas (BILLARD, 

2013).  

As proteínas da família BCL-2 regulam o mecanismo de apoptose 

principalmente pela via mitocôndria-dependente (apoptose intrínseca), que envolve 

uma série de eventos celulares que resultam na ativação de uma família de proteínas 

denominadas caspases (ELMORE, 2007). A partir de estímulos apoptóticos (tais como 

radiação ionizante, estresse oxidativo, danos ao DNA, entre outros), ocorre uma 

indução das proteínas proapoptóticas (direta- ou indiretamente, através da proteína 

p53), as quais passam a inibir a ação das proteínas antiapoptóticas (CORY et al., 

2016). 
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Figura 4 - Proteínas antiapoptóticas e proapoptóticas da família BCL-2. Proteínas 

antiapoptóticas compartilham homologia entre os domínios BH1 a BH4. Algumas 

proteínas proapoptóticas podem compartilhar homologia entre os domínios BH1 a 

BH3, entretanto, determinadas proteínas proapoptóticas apresentam somente 

homologia com a região BH3, sendo consideradas proteínas BH3-exclusivas. 

 

Fonte: Adaptado de GIAM, HUANG e BOUILLET (2008). 

 

 A inibição das proteínas antiapoptóticas resulta na ativação das proteínas 

efetoras da apoptose BAX e BAK, resultando na permeabilização da membrana 

mitocondrial externa e, consequentemente, na liberação de citocromo C para o 

citoplasma; esse processo culmina na ativação da cascata de proteínas caspases, as 

quais são responsáveis pela indução da fragmentação do DNA e iniciação do 

mecanismo de apoptose (KANG e REYNOLDS, 2009) (Figura 5). 

Em células saudáveis, as proteínas antiapoptóticas da família BCL-2 mantém 

a viabilidade celular através da inibição das proteínas efetoras BAX e BAK, entretanto, 

uma vez que um estímulo apoptótico esteja presente, a iniciação do mecanismo de 

indução de apoptose através das proteínas efetoras transcorre normalmente (CORY 

et al., 2016). Em células cancerígenas, entretanto, pode ocorrer uma superexpressão 

de uma ou mais proteínas antiapoptóticas, o que resulta em uma resistência 

aumentada aos estímulos apoptóticos (DELBRIDGE e STRASSER, 2015). Além 

disso, mutações do gene que codifica a proteína p53 são eventos muito comuns em 

cânceres de cabeça e pescoço e podem resultar na inativação e perda de função 
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desta proteína (GASCO e CROOK, 2003), comprometendo ainda mais os 

mecanismos indutores de apoptose e contribuindo, assim, para a evasão da morte 

celular pelas células tumorais (DELBRIDGE e STRASSER, 2015). 

 

Figura 5 - Diagrama representativo do mecanismo de apoptose pela via mitocôndria-

dependente. A partir de estímulo apoptóticos, ocorre indução das proteínas 

proapoptóticas da família BCL-2 (direta- ou indiretamente, através da proteína p53). 

Essas proteínas antagonizam a ação das proteínas BCL-2 antiapoptóticas, resultando 

na ativação das proteínas efetoras BAX e BAK e liberação de citocromo C para o 

citoplasma. Subsequentemente, ocorre a iniciação da cascata de proteínas caspases, 

as quais são responsáveis pela iniciação do mecanismo de apoptose. 

 

Fonte: Elaborado pelo autor com base em CORY et al. (2016). 

 

4.5 Compostos miméticos de BH3 

Determinadas moléculas podem mimetizar o efeito das proteínas BH3-

exclusivas e desempenhar um papel importante como indutores de apoptose, 

representando agentes terapêuticos promissores no que tange o desenvolvimento de 

tratamentos anticâncer com alvos moleculares específicos (KANG e REYNOLDS, 

2009). Entretanto, o uso de moléculas com propriedades miméticas de BH3 somente 

foram propostas como potenciais estratégias terapêuticas no início dos anos 2000 

(LETAI, 2003). Nesse contexto, os compostos miméticos de BH3 de primeira geração 

descritos na literatura foram o gossipol (OLIVER et al., 2004) e o ABT-737 

(OLTERSDORF et al., 2005). 
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O composto gossipol e seus derivados, apesar de apresentarem ação 

anticâncer relevante em estudos pré-clínicos, também demonstraram importantes 

efeitos fora-do-alvo, tais como indução de autofagia, sendo, portanto, considerados 

compostos miméticos de BH3 putativos (VILLALOBOS-ORTIZ et al., 2020). Já o 

composto ABT-737, apesar de considerado como um mimético de BH3 validado e de 

ter demonstrado efeitos anticâncer relevantes em estudos in-vitro, também 

apresentou biodisponibilidade por via oral insatisfatória (TSE et al., 2008). Desse 

modo, a partir da estrutura molecular do ABT-737, foi desenvolvido o mimético de BH3 

de segunda geração Navitoclax (também denominado ABT-263), o qual se 

demonstrou um composto com melhores propriedades farmacocinéticas e 

farmacodinâmicas (VOGLER et al., 2009) 

O mecanismo de ação tanto do composto ABT-737 quanto do Navitoclax ocorre 

através de ligações de alta afinidade (Ki ≤ 1 nM) a múltiplas proteínas antiapoptóticas 

da família BCL-2, incluindo as proteínas BCL-2, BCL-XL e BCL-W. Entretanto, esses 

compostos não exibem afinidade pela proteína MCL-1 e, portanto, em tumores nos 

quais essa proteína é usualmente superexpressa (p. ex. determinados tipos de câncer 

de pulmão de células não-pequenas, mielomas múltiplos e determinados cânceres de 

mama), a resistência terapêutica é uma implicação frequente (CORY et al., 2016). 

Nesses casos, um regime combinado com outros agentes pode ser proposto (VELA e 

MARZO, 2015). 

Diversos estudos in-vitro e em modelos animais têm investigado o Navitoclax 

em neoplasias malignas como câncer de mama (LEE et al., 2018), cólon (EICHHORN 

et al., 2014), esôfago (LIN et al., 2017), ovário (WONG et al., 2012) e pulmão 

(SHOEMAKER et al., 2008; TSE et al., 2008), demonstrando resultados satisfatórios 

em termos de efeito antitumorigênico. Ademais, esse fármaco está em fase de testes 

clínicos para determinados tipos de câncer, incluindo cânceres hematológicos (como 

leucemias e linfomas) (KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015) e alguns tipos de 

tumores sólidos (GANDHI et al., 2011; RUDIN et al., 2012; TOLCHER et al., 2015b). 

De modo geral, o Navitoclax foi administrado em doses diárias de 100 mg 

(KIPPS et al., 2015), 150 mg (GANDHI et al., 2011; TOLCHER et al., 2015b); e 200-

325 mg (RUDIN et al., 2012; ROBERTS et al., 2015), sendo usualmente bem tolerado 

nas doses investigadas. O pico da concentração plasmática desse fármaco (como 

monoterapia) foi observado em aproximadamente 7 horas, sendo o período de meia 
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vida de 15 horas; dosagens iguais ou superiores a 225 mg resultaram em 

concentrações plasmáticas compatíveis com as determinadas em modelos animais 

para que o composto exiba efeito terapêutico (GANDHI et al., 2011). 

Um dos efeitos adversos consistentemente observados entre os estudos foi a 

ocorrência de trombocitopenia dose-dependente, que ocorre devido a inibição da 

proteína BCL-XL em plaquetas, no entanto, não foram observados eventos 

hemorrágicos clinicamente significativos nas doses avaliadas (RUDIN et al., 2012; 

ROBERTS et al., 2015). A efetividade desse composto foi variável entre os testes 

clínicos, apresentando resultados favoráveis em tumores linfoides e alguns tumores 

sólidos (tanto como monoterapia ou terapia combinada) (GANDHI et al., 2011; KIPPS 

et al., 2015; ROBERTS et al., 2015; TOLCHER et al., 2015b), porém pouco 

satisfatórios em tumores em estágios avançados ou recorrentes (RUDIN et al., 2012; 

TOLCHER et al., 2015a).  

Visando minimizar efeitos adversos, especialmente sobre as plaquetas, foi 

desenvolvido o composto de terceira geração Venetoclax (ou ABT-199), o qual exibe 

ligação de alta afinidade somente a proteína BCL-2, sendo considerado, portanto, um 

composto monoseletivo (SOUERS et al., 2013). Esse avanço foi particularmente 

importante para o seu uso em estudos clínicos para pacientes com cânceres 

hematológicos, como leucemias, nos quais uma trombocitopenia já está pré-

estabelecida (SAMRA et al., 2020).  

Em razão de seus efeitos anticâncer em diversos estudos pré-clínicos e 

clínicos, até o presente momento, o Venetoclax foi o único mimético de BH3 aprovado 

pela agência estadunidense Food and Drug Administration (FDA) para uso em larga 

escala, especificamente para o tratamento de leucemia mieloide aguda (REX et al., 

2022). Apesar disso, vale ressaltar que a efetividade do Venetoclax como monoterapia 

pode ser restrita em tumores malignos nos quais outras proteínas antiapoptóticas 

(como BCL-W, BCL-XL e MCL-1) estejam superexpressas (BOSE, GANDHI e 

KONOPLEVA, 2017). No que tange especificamente carcinomas de cabeça e 

pescoço, a expressão da proteína BCL-2 encontra-se aumentada em 

aproximadamente 15-25% dos tumores (PENA et al., 1999; TRASK et al., 2002; 

REDONDO et al., 2006), sugerindo que o Venetoclax pode apresentar eficácia 

limitada como monoterapia dependendo do tipo de malignidade presente (CARTER et 

al., 2019). 
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4.6 Microambiente tumoral 

O desenvolvimento de tumores não ocorre unicamente por um acúmulo de 

mutações genéticas nas células cancerígenas, mas também, por uma interação entre 

essas células e as células adjacentes, denominadas como células do microambiente 

do estroma tumoral (SUND e KALLURI, 2009). A coevolução do tumor e das células 

estromais pode ocorrer de duas maneiras: 1) as modificações no microambiente 

tumoral podem ocorrer primeiro e resultar na transformação maligna de células 

epiteliais; ou 2) as células epiteliais podem resultar na ativação de células estromais 

por meio de mecanismos parácrinos (POLYAK, HAVIV e CAMPBELL, 2009).  

Os componentes celulares do microambiente tumoral consistem de 

fibroblastos, células inflamatórias, vasos sanguíneos (constituídos de células 

endoteliais e pericitos), células neuronais e adipócitos; os componentes não-celulares 

incluem a matriz extracelular (composta de colágenos, proteoglicanos e 

glicoproteínas) e outros metabólitos como citocinas inflamatórias, enzimas, fatores de 

crescimento, hormônios, entre outros (SPAW, ANANT e THOMAS, 2017). Dentre os 

componentes celulares do estroma tumoral, é destacada a presença proeminente dos 

fibroblastos. Os fibroblastos são células alongadas e fusiformes, sendo responsáveis 

pela deposição de matriz extracelular, regulação de processos inflamatórios e de 

mecanismos de reparo tecidual (TOMASEK et al., 2002). 

Durante o processo de reparo tecidual, os fibroblastos saem de um estado 

quiescente (no qual as células se encontram "dormentes") e se tornam fibroblastos 

ativados (ou miofibroblastos), passando a adquirir um fenótipo secretor caracterizado 

pela secreção de constituintes de matriz extracelular, fatores de crescimento e fatores 

de diferenciação celular (KALLURI e ZEISBERG, 2006). Após o reparo, os fibroblastos 

ativados entram em processo de apoptose e são removidos do tecido. No entanto, em 

lesões malignas, e em condições de fibrose tecidual, esse processo é desregulado e 

os fibroblastos passam a adquirir um fenótipo de ativação persistente, permanecendo 

no tecido e, consequentemente, levando a desmoplasia através da deposição 

excessiva de matriz extracelular (CIRRI e CHIARUGI, 2012). A presença de 

fibroblastos ativados no estroma tumoral pode favorecer o desenvolvimento e 

progressão tumoral, uma vez que as células cancerígenas podem se utilizar dos 
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fatores de crescimento secretados pelos fibroblastos para sua própria sobrevivência 

e proliferação (LEBLEU e KALLURI, 2018). 

De um modo geral, as principais proteínas secretadas pelos fibroblastos 

associados ao câncer incluem: fatores de crescimento (p. ex. EGF, fator de 

crescimento de tecido conjuntivo e fator de crescimento insulínico), citocinas (p. ex. 

ciclooxigenase-2 e interleucina-6), vesículas extracelulares, metabólitos, 

componentes da matriz extracelular (particularmente colágenos, fibronectinas e 

glicoproteínas) e enzimas remodeladoras de matriz (p. ex. metalloproteinases da 

matriz, lisil oxidases e transglutaminases) (SANTI, KUGERATSKI e ZANIVAN, 2018). 

No entanto, vale ressaltar que, atualmente, não se é conhecido um marcador 

específico para fibroblastos associados ao câncer, sendo que os marcadores mais 

comumente utilizados para uma identificação inespecífica de fibroblastos ativados no 

estroma de tumores sólidos são α-actina de músculo liso (α-SMA, do inglês α-smooth 

muscle actin), proteínas ativadoras de fibroblastos (FAP, do inglês fibroblast activation 

protein) e vimentina (SHIGA et al., 2015). 

Ademais, é proposto ainda que mecanismos parácrinos das células tumorais 

possam influenciar a transdiferenciação de fibroblastos quiescentes em fibroblastos 

associados ao câncer através da secreção de fatores como o fator de crescimento 

tumoral β (TGF-β, do inglês tumour growth factor-β), fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF), e fator de necrose tumoral-α (TNF-α, do inglês tumor necrosis-α) 

(CIRRI e CHIARUGI, 2012). Em relação ao TGF-β em particular, além da capacidade 

de modificar o microambiente tumoral, essa proteína também regula a expressão de 

alguns fatores transcripcionais relacionados à transição epitélio-mesênquima, tais 

como Snail, Slug, Twist, entre outros (IKUSHIMA e MIYAZONO, 2010; DRABSCH e 

TEN DIJKE, 2012). A transição epitélio-mesênquima é caracterizada pela perda do 

fenótipo epitelial, com a consequente diminuição da expressão de marcadores 

epiteliais como a e-caderina e o aumento da expressão de marcadores mesenquimais 

como a vimentina (KALLURI e WEINBERG, 2009). Esse fenômeno tem o potencial de 

favorecer a invasão tecidual pelas células cancerígenas uma vez que elas adquirem 

um fenótipo de célula mesenquimal (CAJA et al., 2018). 

Nesse contexto, vale destacar que os fibroblastos do estroma tumoral podem 

ser originados a partir de células-tronco mesenquimais, células endoteliais, adipócitos 

e pericitos (ANDERBERG e PIETRAS, 2009; HAVIV et al., 2009). As diferentes 

origens celulares dos fibroblastos associados ao câncer podem estar relacionadas a 
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múltiplas alterações transcricionais que resultam, portanto, em uma população 

heterogênea de fibroblastos associados ao câncer e, consequentemente, fenótipos 

secretores distintos (PRIME et al., 2017). Dentre os fibroblastos presentes na 

heterogênea população do estroma tumoral, têm sido estudado o papel dos 

fibroblastos com fenótipo senescente, os quais podem exibir um secretoma 

diferenciado e, mesmo em reduzido número, podem estimular significativamente o 

crescimento de células epiteliais com mutações oncogênicas (KRTOLICA et al., 2001). 

 

4.7 Senescência celular e sua relação com o câncer 

A senescência celular foi primeiramente descrita por HAYFLICK (1965), o qual 

observou, in vitro, que células humanas podem se multiplicar por um número finito de 

vezes. Esse fenômeno é caracterizado por um estado de interrupção permanente do 

ciclo celular, o qual atua como um mecanismo de defesa, uma vez que estresses 

ambientais, metabolismo oxidativo e erros de replicação estão continuamente 

causando danos ao genoma das células (CAMPISI, 2001). Os sinais iniciadores de 

senescência incluem o encurtamento dos telômeros, ativação de oncogenes ou 

potencial disfunção de genes supressores de tumor, os quais atuam como 

mecanismos de segurança contra o câncer, sendo válido ressaltar que lesões 

malignas devem evadir esses pontos de checagem da senescência celular para que 

o seu desenvolvimento e progressão seja possível (DIMRI, 2005). 

Fisiologicamente, a senescência ocorre em paralelo ao fenômeno da apoptose, 

no entanto, o modo como as células respondem aos estresses ambientais (como 

radiação ionizante, estresse oxidativo, hipóxia, entre outros) é consideravelmente 

variável, sendo proposto que em situações nas quais a apoptose possa desencadear 

dano ou disfunção aos tecidos, a senescência seria a via de escolha das células 

(GEORGAKOPOULOU et al., 2016). De modo geral, a senescência é desencadeada 

por meio da ativação de vias de sinalização que culminam na ativação de genes 

supressores tumorais que codificam proteínas como a p16INK4a, p21 e p53, as quais 

induzem a interrupção permanente do ciclo celular (PARKINSON, 2010).  

Ainda, vale destacar que células senescentes apresentam um aumento 

expressivo do seu conteúdo lisossomal e expressão da enzima β-Galactosidase 

associada a senescência (SA-β-Gal), a qual é detectável em células senescentes 

considerando um pH subótimo de 6.0, sendo um marcador muito utilizado em estudos 
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in-vitro e in-vivo para quantificação de células senescentes (COLLADO e SERRANO, 

2006). 

Apesar da senescência atuar fisiologicamente como um mecanismo de 

supressão tumoral, esse mecanismo também pode, paradoxalmente, contribuir para 

o desenvolvimento e progressão de lesões malignas (CAMPO-TRAPERO et al., 

2008). Nesse contexto, tem-se proposto que células cancerígenas apresentem uma 

produção e secreção exacerbada de peróxido de hidrogênio e espécies reativas de 

oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen species), podendo ter consequências 

importantes para as células do microambiente tumoral, tais como alterações no 

metabolismo energético, autofagia e senescência celular (CAPPARELLI et al., 2012) 

Uma dessas consequências é o chamado "efeito Warburg reverso" (Figura 6), 

no qual as células cancerígenas induzem as células do estroma a alterar o seu 

metabolismo energético para retroalimentar a sua alta demanda energética (BENNY 

et al., 2020). O estresse oxidativo presente no microambiente tumoral causa uma 

disfunção mitocondrial e induz as células do estroma a realizar glicólise, mesmo na 

disponibilidade de oxigênio (LISANTI et al., 2011). O lactato produzido pelas células 

estromais através do processo de glicólise aeróbica é, então, utilizado pelas células 

cancerígenas, contribuindo para a progressão do tumor (WILDE et al., 2017). 

Entretanto, a produção exacerbada de peróxido de hidrogênio pelas células 

tumorais e a alteração do metabolismo energético das células do estroma podem 

contribuir para a que essas células entrem em um estado de senescência 

(CAPPARELLI et al., 2012). As células senescentes, apesar de não se replicarem, se 

mantém metabolicamente ativas e possuem um fenótipo secretor característico, 

denominado fenótipo secretor associado a senescência (FSAS), o qual é composto 

por numerosas citocinas, fatores de crescimento e proteases que apresentam uma 

ampla variedade de atividades autócrinas e parácrinas (CAMPISI, 2011).   
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Figura 6 - Efeito Warburg reverso. As células tumorais, através da produção e 

secreção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e espécies reativas de oxigênio (ROS), 

induzem estresse oxidativo em células do microambiente tumoral. Isso desencadeia 

uma disfunção mitocondrial e mudança no metabolismo energético nas células do 

estroma, as quais passam a produzir lactato a partir de glicólise aeróbia. O lactato 

produzido retroalimenta as células tumorais para suprir sua alta demanda energética. 

 

Fonte: Adaptado de BENNY et al. (2020). 

 

Além disso, células senescentes têm demonstrado resistência a estímulos 

apoptóticos, podendo acumular no organismo e resultar em efeitos deletérios em 

decorrência das proteínas e metabólitos provenientes do FSAS (CAMPO-TRAPERO 

et al., 2008). Vale ressaltar que a superexpressão de determinadas proteínas 

antiapoptóticas da família BCL-2 é um dos mecanismos pelos quais as células 

senescentes resistem a morte celular, de mesma forma que as células tumorais 

(YOSEF et al., 2016). 

Particularmente em tumores sólidos, a presença de fibroblastos senescentes 

no estroma tumoral constitui um fator importante no que tange o seu desenvolvimento 

e progressão, uma vez que o FSAS pode estimular a proliferação e invasão de células 
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malignas, além de poder contribuir para a resistência terapêutica (PRIME et al., 2017). 

Desse modo, tem-se sugerido que a eliminação de células senescentes do 

microambiente tumoral pode, portanto, ser um alvo terapêutico promissor (ZHANG e 

LIU, 2013). 

Nesse contexto, destacam-se os indutores de apoptose miméticos de BH3, os 

quais atuam principalmente nas vias apoptóticas relacionadas a família de proteínas 

BCL-2 (TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019). Além desses agentes poderem 

apresentar um efeitos anticâncer direto através da indução de apoptose de células 

tumorais e sinergia com agentes quimioterápicos convencionais (CHEN et al., 2015), 

determinados miméticos de BH3 também têm mostrado um potencial senolítico, 

podendo apresentar um efeito anticâncer indireto por meio da eliminação de células 

senescentes do microambiente tumoral (ZHU et al., 2016).
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5 CAPÍTULO I 

REVISÃO DA LITERATURA ACERCA DOS EFEITOS ANTICÂNCER DE 

COMPOSTOS MIMÉTICOS DE BH3 SOBRE CARCINOMAS DE CABEÇA E 

PESCOÇO
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5.1 Apresentação 

 Visando identificar a abrangência da literatura científica sobre o tema, foi 

realizada uma revisão narrativa em relação aos estudos que avaliaram o efeito 

anticâncer de compostos miméticos de BH3 sobre carcinomas de cabeça e pescoço. 

Foram considerados estudos que investigaram linhagens tumorais, modelos 

xenográficos e/ou participantes humanos acometidos por carcinomas de cabeça e 

pescoço. Os resultados obtidos nesta primeira fase da pesquisa foram compilados em 

formato de artigo, o qual foi aceito para publicação no periódico Oral Oncology. O 

manuscrito foi formatado de acordo com as normas do periódico, acessadas em 

fevereiro de 2022. 
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HIGHLIGHTS 

 

 BH3-mimetics showed capabilities of inducing cell death in malignant cell 

lines 

 BH3-mimetics presented tumour growth inhibition capabilities in xenograft 

models 

 Response to BH3-mimetics is related to tumour expression of BCL-2 family 

proteins  

 Combination with other drugs or ionising radiation promoted enhanced 

efficacy  

 Available clinical data is incipient and further research is highly encouraged 
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Figura 7 - (do artigo publicado em língua inglesa) - Graphical abstract. 
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ABSTRACT 

 

The purpose of this review was to summarise available literature concerning the 

anticancer effects of both putative and validated BH3-mimetics in head and neck 

squamous cell carcinomas. A literature search was performed and studies 

assessing malignant cell lines, xenograft models, and/or humans were 

considered eligible. A total of 501 studies were identified, of which 40 were 

included. One phase-II clinical trial assessing gossypol (combined with 

docetaxel) was found. The remaining 39 preclinical studies investigated cell lines 

and/or xenograft models involving the use of six validated BH3-mimetics (A-

1210477, A-1331852, ABT-737, navitoclax, S63845, venetoclax) and six putative 

BH3-mimetics (ApoG2, gossypol, obatoclax, sabutoclax, TW-37, and YC137). In 

preclinical settings, most validated BH3-mimetics were capable of inducing 

apoptosis (in-vitro) and tumour growth inhibition (in-vivo). The majority of putative 

BH3-mimetics were also capable of inducing cell death, although important off-

target effects, such as autophagy induction, were also described. Combinations 

with conventional anticancer drugs, ionising radiation, or multiple BH3-mimetics 

generally resulted in enhanced anticancer effects, such as increased sensitivity 

to apoptotic stimuli, especially considering some cell lines that showed resistance 

to either treatment alone. In conclusion, although clinical data are still insufficient 

to evaluate the anticancer effects of BH3-mimetics in head and neck squamous 

cell carcinomas, promising results in preclinical settings were observed 

concerning induction of cell death and inhibition of tumour growth. Therefore, 

further clinical trials are highly encouraged. 

 

Keywords (MeSH Terms): "Head and Neck Neoplasms"; "Head and Neck 

Cancer"; "Drug Therapy"; "Apoptosis"; "BCL-2"; "BCL-XL"; "BCL-W"; "MCL-1"; 

"BH3"; "Targeted Therapy". 
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INTRODUCTION 

 Head and neck cancers comprise a heterogeneous group of malignancies. 

Most cancers in the head and neck are histologically characterised as squamous 

cell carcinomas, which can arise from the epithelium of the oral and nasal 

cavities, pharynx, and larynx [1]. Although available treatments can improve 

survival rates, serious consequences including disruption of vital anatomy, 

aesthetic impairments, and associated psychosocial issues may arise [2]. 

Aiming to improve treatment effectiveness and diminish complications, 

novel anticancer strategies are being developed, such as gene therapy, 

immunotherapy, and targeted therapy [3]. Molecularly targeted therapies focus 

on specific cancer-associated molecules (which are highly expressed in certain 

types of tumours) to disrupt cancer survival mechanisms and selectively induce 

malignant cell death [4]. 

Apoptosis inhibition is considered an essential step in the transition of 

normal to malignant cells. Amongst key regulators of apoptosis, the B-cell 

lymphoma 2 (BCL-2) family proteins play an important role [5]. The prosurvival 

BCL-2 family proteins (such as BCL-2, BCL-XL, BCL-W, and MCL-1) are 

considered multidomain, sharing homology throughout all four BCL-2 homology 

domains (BH1 to BH4) [6]. Several proapoptotic BCL-2 proteins are also 

considered multidomain, sharing homology within the BH1 to BH3 domains (such 

as BAX and BAK), although others only share homology with the α-helical BH3 

region (such as BAD, BIM, NOXA, and PUMA) and are considered BH3-only 

proteins [7].  

In otherwise healthy cells, BH3-only proteins can inhibit prosurvival BCL-

2 family proteins if an apoptotic stimulus is present; this results in the release of 

signalling molecules that induce apoptosis through the mitochondrial pathway in 

a BAX/BAK dependant manner [8]. However, prosurvival BCL-2 family proteins 

were found to be strongly upregulated in many types of malignant tumours, which 

can contribute to their apoptosis evasion capabilities [9]. 

Extensive research has been conducted to identify molecules with BH3-

mimetic capabilities, such as naturally occurring gossypol [10], ABT-737 [11], and 

venetoclax (or ABT-199) [12]. ABT-737 showed promising antitumour activities in 

preclinical settings, but it presented poor oral absorption, resulting in the 

development of the orally available second-generation navitoclax (or ABT-263) 
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[13]. Although these drugs share BH3-mimetic characteristics, the literature is 

considerably heterogeneous regarding their anticancer effects since the 

expression pattern of prosurvival BCL-2 proteins varies greatly across different 

types of cancers [14].  

Notwithstanding their capability to bind to BCL-2 proteins, several 

compounds often considered as BH3-mimetics present relevant off-target effects. 

Obatoclax, gossypol and derivatives, for example, should be considered as 

putative BH3-mimetics since their off-target effects can induce cell death 

independently of BAX/BAK and caspase activation. On the other hand, ABT-737 

and derivatives can be considered validated BH3-mimetic drugs since cell death 

induction occurs primarily through a BAX/BAK-dependent manner [15]. 

Some BH3-mimetic drugs are considered pan-inhibitors since they bind to 

a broad range of antiapoptotic BCL-2 family proteins (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, 

and MCL-1). Nonetheless, several compounds bind to subsets of BCL-2 proteins 

and some newer drugs are considered monoselective, with high binding affinity 

to a single BCL-2 protein (Table 1/Tabela 1) [16]. Although monoselective 

compounds can result in lower toxicity, they can also present limited anticancer 

activity in tumours in which untargeted BCL-2 proteins are highly expressed [17]. 

In HNSCC, in particular, it is proposed that the BCL-XL and MCL-1 

proteins are consistently upregulated [35]. Moreover, although the BCL-2 protein 

is not usually upregulated, it can be overexpressed in around 15-25% of HNSCC 

tumours [18-20]. In this regard, summarising currently available evidence can 

guide future studies concerning promising drugs for HNSCC treatment, thus 

contributing to novel therapeutic strategies to be made available for individuals 

with HNSCC in which BCL-2 family proteins are overexpressed. Therefore, this 

study aimed to provide an overview of available literature considering the 

anticancer effects of putative and validated BH3-mimetic drugs in HNSCC. 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Search strategy 

 Search strategies were elaborated and adapted for each of the following 

electronic databases: Embase, PubMed, Scopus, and Web of Science. Searches 

were simultaneously performed across all databases and encompassed 
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publications from the initial coverage date through October 05, 2021. In addition, 

the domain ClinicalTrials.gov was screened through the search engine of The 

Cochrane Library for relevant ongoing trials. Further details regarding the search 

strategies are provided in Supplementary Table 1. The "AND" operator was used 

according to the following structure: (BH3-mimetic synonyms) AND (HNSCC 

synonyms). The field related to HNSCC synonyms also included HNSCC cell 

lines. EndNote 20 was used for reference management (Clarivate Analytics, 

Pennsylvania, United States of America).  

 

Study selection and data collection 

After a pre-selection of articles by titles and abstracts, a full-text reading 

was conducted. Moreover, the following eligibility criteria were applied: articles 

published in the English language that evaluated the anticancer effects of BH3-

mimetic drugs in HNSCC cell lines, xenograft models, and/or human participants. 

The main outcomes of this review were the effects of BH3-mimetic drugs on cell 

death mechanisms (in-vitro), tumour growth inhibition (in-vivo), and treatment 

efficacy considering clinical variables such as tumour regression or patient 

survival. 

The data collection encompassed the following key features: author, year, 

BH3-mimetic drugs, tumour characteristics (such as type and original site); study 

sample (including cell lines and xenograft models), combined therapies (if any), 

assessment methods, treatment dose and duration, and main findings. Moreover, 

for each included study, detailed information concerning the origin of malignant 

cell lines (such as nasopharynx, larynx, and oral cavity), cell line identification 

(such as CAL27 and SCC9), and xenograft model characteristics (such as 

BALB/c and SCID mice) were extracted. 

 

Validation status of BH3-mimetic drugs 

Compounds must have been previously tested according to the following 

criteria to be considered as a validated BH3-mimetic drug: 1) Selective induction 

of mitochondrial outer membrane permeabilisation (MOMP) of cells with known 

dependence on the anti-apoptotic protein target; 2) Selective killing of cells with 

known dependence on the anti-apoptotic protein target; and 3) Absence of 
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MOMP induction and lack of killing of cells with BAX/BAK deficient mitochondria 

[21]. 

 

Validation status of malignant cell lines 

The International Cell Line Authentication Committee (ICLAC) has 

developed an openly published database and, considering the latest report as of 

June 2021 (version 11) (iclac.org/databases/cross-contaminations/), a total of 

576 misidentified cell lines were registered, of which reliable stocks of reference 

cell lines are not known to exist for 531 of these cell lines. The malignant cell lines 

used across HNSCC studies were cross-checked with the ICLAC database to 

verify their validation status.  

 

RESULTS 

 

Study selection 

 A total of 782 studies were identified from database searches (Embase: 

123, PubMed: 308, Scopus: 312, Web of Science: 39), of which 608 remained 

following duplicates removal. After screening titles and abstracts, 62 studies 

remained for full text reading (reasons for exclusion available in Supplementary 

Table 2/Tabela 2). Thereafter, 40 articles met the eligibility criteria and were 

included in this review. In addition, as of April 2022, no records of ongoing clinical 

trials investigating the effects of BH3-mimetic drugs on HNSCC were found. 

 

Validation status of BH3-mimetic drugs 

Considering the 12 identified compounds across included HNSCC studies, 

only 6 can be considered as validated BH3-mimetic drugs according to the criteria 

previously described (ABT-737, navitoclax, venetoclax, A-1331852, A-1210477, 

and S63845) [21]. The remaining 6 drugs (ApoG2, gossypol, obatoclax, 

sabutoclax, TW-37, and YC137) should be considered as putative BH3-mimetics, 

with potential off-target effects. 

 

Validation status of malignant cell lines 

Seven of the 40 included studies investigated malignant cell lines that were 

listed as potentially misidentified or cross-contaminated by the ICLAC report, 
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namely the 5-8F, CNE-1, CNE-2, HEp-2, HONE-1, SUNE-1, and Tca8113 cell 

lines [22-28]. These cell lines were referred to as potentially HeLa contaminated 

and, since HeLa originated from human cervix carcinoma [29], these studies 

might present discrepancies compared to validated HNSCC cell lines. A summary 

of studies investigating cell lines listed as potentially cross-contaminated or 

misidentified is presented in Table 2. 

 

Main findings 

A summary of descriptive characteristics and main findings of included 

studies is presented as follows: validated BH3-mimetics (Table 3/Tabela 3 and 

Table 4/Tabela 4) and putative BH3-mimetics (Table 5/Tabela 5 and Table 

6/Tabela 6). Moreover, only one clinical trial on HNSCC assessing the effects of 

gossypol was found [30]. 

 

Validated BH3-mimetic drugs 

 

ABT-737 (single-agent or combined with chemotherapy/ionising radiation [IR]) 

Single-agent ABT-737 did not present remarkable cell death induction 

capabilities in several included studies [31-34], although mild [35] to favourable 

anticancer effects [36, 37] were found depending on the cell lines investigated. 

Nonetheless, anticancer effects in combination with chemotherapy/IR were more 

consistent across studies. Synergistic or additive effects were observed when 

ABT-737 was combined with cisplatin and etoposide (anticancer drug) [31], 

meayamycin B (modulator of the splicing factor 3b subunit 1) [37], AZD-2014 (a 

mTOR inhibitor) [35], fenretinide (retinoid derivative) [34], or IR [32].  

 

Navitoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

Single-agent navitoclax showed prominent anticancer effects both in-vitro 

[38, 39] and in-vivo [38]. Similar to ABT-737, the combination with 

chemotherapy/IR often showed improved anticancer effects. Gadsden et al. [39] 

reported that the combination of navitoclax with palbociclib (CDK 4/6 inhibitor) 

resulted in lower cell viability (around 10-25%) compared to either drug alone 

(around 50-90%). Furthermore, Tuomainen et al. [40] reported that navitoclax 

showed moderate to strong synergy with IR, regardless of the p53 status of 
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investigated HNSCC cell lines. Lastly, Britt et al. [41] assessed navitoclax 

combined with either ectopic NOXA or fenretinide, reporting that apoptosis was 

potentiated compared to either treatment alone, regardless of the p53 status of 

HNSCC cell lines investigated. 

 

Venetoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

Although venetoclax is currently the sole BH3-mimetic drug approved by 

the U.S. Food and Drug Administration (FDA) [42] and has been extensively 

studied in drug combination trials for the treatment of acute myeloid leukaemia 

[43], only two preclinical studies were found concerning its effects on HNSCC. 

One showed that single-agent venetoclax presented apoptosis induction and 

tumour growth inhibition capabilities and that the combination with cisplatin 

resulted in augmented anticancer effects [22]. It is worth noting that 1 of the 4 cell 

lines used in this study (Tca8113) was found to be potentially HeLa contaminated 

by an earlier report, which stated that it is unclear whether an alternative 

authenticated stock ever existed [44]. In this context, although venetoclax 

showed anticancer effects in all 4 cell lines, Tca8113 was particularly more 

susceptible, which can be related to its higher expression of the BCL-2 protein 

compared to the validated HNSCC cell lines.  

The second study found that single-agent venetoclax showed prominent 

anticancer capabilities concerning proliferation inhibition of SQ20B cancer stem 

cells; the combination with cetuximab and IR was particularly effective for this cell 

population [45]. Controversially, no relevant anticancer effects on SQ20B cells of 

the tumour bulk, possibly due to a lower BCL-2 protein expression. Nonetheless, 

the combination with cetuximab presented enhanced anticancer effects in SQB20 

compared to either drug alone. 

 

Combination of multiple BH3-mimetic drugs 

  Wang et al. [27] reported that venetoclax (BCL-2 inhibitor) and S63845 

(MCL-1 inhibitor) were capable of inhibiting malignant cell proliferation as single-

agents, although the combination of both BH3-mimetics was more effective, 

reducing the required concentration and time to achieve a similar effect compared 

to either drug alone. Moreover, the authors also reported that, in-vivo, venetoclax 

alone regressed tumour volumes by about 30% compared to controls. Of note, 
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the combination of venetoclax with S63845 was not assessed in-vivo. There are 

major concerns considering the cell lines used in this study. Growth inhibition was 

measured in three cell lines, and the two most sensitive cell lines were selected 

for further study of apoptosis (5-8F and CNE2). These two cell lines were found 

to be HeLa contaminated by three previous reports [44, 46, 47], which suggested 

that contamination likely occurred early in the cell line establishment. Therefore, 

these findings might not be representative of potential anticancer effects on 

HNSCC cells. 

Carter et al. [48] assessed venetoclax, S63845, and A-1331852 (BCL-XL 

inhibitor) in the cell lines UM-SCC-1, -11B, -17A, -17AS, 74A, and -81B. As 

single-agents, none of these BH3-mimetics induced pronounced apoptosis in-

vitro. Moreover, only in one cell line (UM-SCC-1) did these drugs synergise with 

cisplatin or IR in reducing the clonogenic potential. On the other hand, the 

combination of the BH3-mimetics A-1331852 and S63845 induced marked 

apoptosis in all six cell lines. Furthermore, in-vivo, the same combination resulted 

in dose-dependent reduction in the tumour size. Interestingly, this study also 

investigated the exposure of tumour tissues surgically resected from HNSCC 

patients to A-1331852 and S63845, reporting that although these drugs did not 

effectively induce apoptosis as single-agents (around 10% cleaved poly[ADP-

ribose] polymerase [PARP]-positive tumour cells), significant apoptosis induction 

was obtained using the combination (around 40% cleaved PARP-positive tumour 

cells). Of note, although no prominent apoptosis induction effects were found 

considering BH3-mimetics as single-agents, the authors investigated 

concentrations up to 100 nM and exposure times up to 24h, which are amongst 

the lowest ranges across included studies. 

The remaining two studies were conducted by Ow and collaborators, who 

assessed the effects of both navitoclax and A-1210477 [49, 50]. The first study 

reported that the combination of navitoclax with either IR or cisplatin did not 

increase treatment responses in the majority of cell lines, although combining 

navitoclax with A-1210477 resulted in an average 7-fold reduction in the IC50 

(dose needed for a 50% inhibitory effect) of navitoclax across all cell lines 

investigated [49]. The second study reported that the combination of navitoclax 

with A-1210477 or bortezomib resulted in apoptosis responses that approached 
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or exceeded treatment with staurosporine (positive control for apoptosis due to 

its potent inhibition of capability of different kinases) [50]. 

 

Summary of findings of validated BH3-mimetic drugs 

Most studies assessing validated BH3-mimetic drugs often performed 

multiple assays to determine not only its cytotoxic effects but also the type of cell 

death, including evaluation of cleaved-caspase activity and/or annexin-V binding. 

In this regard, although ABT-737 showed inconsistent results as a single-agent, 

remarkable anticancer effects were found when combined with chemotherapy/IR. 

Both navitoclax and venetoclax showed more consistent anticancer effects as 

single-agents compared to ABT-737 and the combination with chemotherapy/IR 

once more resulted in enhanced effects, possibly due to a drug induced 

sensitisation to apoptotic stimuli. The combination of multiple BH3-mimetics was 

particularly useful for cancer cell lines that showed resistance to either drug 

alone, which is likely related to the wider range of targeted BCL-2 family proteins. 

 

Putative BH3-mimetic drugs 

 

Gossypol (clinical trial) 

 Only one phase-II clinical trial [30] was found. This was a randomised, 

open-label trial that assessed the effects of docetaxel alone or with the addition 

of (-)-gossypol (considering both pulsed and metronomic dosing strategies) for 

the treatment of unresectable, recurrent, or distantly metastatic HNSCC. A total 

of 35 individuals were enrolled and treatment response was evaluated primarily 

based on radiologic evidence of tumour status. Overall, although a favourable 

toxicity profile was reported, the addition of (-)-gossypol to docetaxel did not 

demonstrate evidence of incremental efficacy. 

 

Gossypol (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

The (-)-gossypol (or AT-101), that is the isolated (-)-enantiomer of the (±)-

gossypol, was the most investigated drug across included preclinical studies 

(n=7). Of these, 5 assessed its effects exclusively in cell lines, reporting apoptosis 

induction capabilities either as a single-agent [10] or combined with cisplatin 

(anticancer drug) [51], N-acetyl-cysteine (antioxidant) [52], particles loaded with 
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anti-BCL-2 siRNA [53], or IR [54]. Two studies assessed both cell lines and 

xenograft models: one found that single-agent (-)-gossypol inhibited cell growth 

at IC50 of 3-6 μM, whilst also increasing the percentage of apoptotic cells in 

tumours of xenograft models [55]. The second reported that the IC50 for (-)-

gossypol was around 2.5 μM and combination with docetaxel produced additive 

toxicity in-vitro; daily therapy in xenograft models also showed increased mouse 

survival and decreased tumour mitotic index compared to weekly therapy [56]. 

A total of 5 studies assessed (±)-gossypol (also described as racemic 

gossypol or naturally occurring gossypol), which is a mixture of (+)- and (-)-

enantiomers [28, 57-60]. Konac et al. [28] reported an 23-26% increase in 

apoptotic cells using 50-75 μM of (±)-gossypol. Nonetheless, the authors 

investigated a single cell line (HEP2) that was found to be cross-contaminated 

with HeLa cells by early reports [61, 62], which assessed HEP2 cell lines from 

several sources [62]. Therefore, these findings might not be applicable to HNSCC 

cells. Benvenuto et al. [57] assessed single-agent (±)-gossypol, reporting IC50 

values of 4.75 μM for the FaDu and 5.02 μM for the CAL27 cell line; the authors 

suggested that this drug inhibited proliferation and induced both apoptosis and 

autophagy of HNSCC cells. 

Two studies assessed (±)-gossypol combined with other drugs: Boehm et 

al. [58] reported that, compared with either treatment alone, (±)-gossypol 

presented additive/synergistic effects in inducing apoptosis when combined with 

STAT3 decoy (oncogenic transcription factor), which was further enhanced with 

the addition of erlotinib (anticancer drug). Wong et al. [59] investigated the 

combination of (±)-gossypol with gemcitabine, reporting additive/synergistic 

effects in HONE1 and CNE2 cell lines, although also describing antagonistic 

effects in CNE1 and HK1 cell lines. From cell lines investigated by Wong et al. 

[59], the CNE1/CNE2 [44] and HONE1 cell lines [47] were found to be HeLa 

contaminants by independent reports, with contamination likely occurring during 

initial establishment or subsequent cell passages. Thus, only the findings of the 

HK1 cell line might represent the effects on HNSCC cells, which indicated 

antagonistic effects of (±)-gossypol with gemcitabine. Lastly, Kasten-Pisula et al. 

[60] assessed the effects of (±)-gossypol combined with IR, reporting that this 

drug inhibited the proliferation of FaDu cells, also resulting in pronounced 

radiosensitisation. 
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TW-37 (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

 TW-37 is a gossypol derivative investigated in four included studies. Ahn 

et al. [63] reported that, as a single-agent, TW-37 showed inhibition of cell 

proliferation and tumour growth. The remaining three studies assessed TW-37 in 

combination with other drugs:  Ashimori et al. [64] reported that TW-37, combined 

with cisplatin, showed enhanced cytotoxic effects in-vitro, as well as the ability to 

inhibit tumour angiogenesis and induce tumour apoptosis in-vivo, highlighting that 

combination with cisplatin extended the time for tumour failure (defined as a 4-

fold increase of tumour volume compared with pre-treatment); Lu et al. [65] 

assessed TW-37 combined with cisplatin and 5-fluorouracil (anticancer drug), 

reporting that, in-vitro, TW-37 prominently promoted malignant cell apoptosis 

under chemotherapeutics treatments, whilst in vivo, TW-37 increased 

chemosensitivity of malignant tumours; and Yang et al. [66] found that the 

combination of TW-37 with cryptotanshinone (a cell-permeable diterpene 

quinone) inhibited the growth of HSC-3 cells more efficiently compared to either 

treatment alone. 

 

ApoG2 

ApoG2, which is another gossypol derivative, was assessed by three 

studies. Zheng et al. [25] investigated ApoG2 as a single-agent, reporting that 

this drug induced apoptosis in CNE2 cells and suppressed tumour growth in 

xenograft models [25]. Hu et al. [23] assessed ApoG2 combined with cisplatin, 

reporting that proliferation was inhibited in most cell lines, except for HONE1; this 

study also reported effective tumour growth suppression in xenograft models. 

The study of He et al. [24] assessed ApoG2 combined with IR, indicating that this 

drug induced cell death of the NPC cell line and radiosensitised the CNE1 and 

CNE2 cell lines. Major concerns were present in all studies assessing ApoG2, 

since all investigated cell lines (CNE1, CNE2, and HONE1) were found to be 

cross-contaminated with HeLa cells by two previous reports [46, 47]. 

 

Obatoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

From two studies assessing obatoclax (or GX15-070), Yazbeck et al. [67] 

assessed its effects exclusively in-vitro, reporting that all cell lines investigated 
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were highly sensitive to this drug as a single-agent; nonetheless, the combination 

with chloroquine enhanced obatoclax cytotoxicity. Furthermore, Sulkshane and 

Teni [68] showed that obatoclax induced necroptosis in-vitro and that the 

combination with IR promoted higher clonogenic inhibition as opposed to either 

treatment alone; moreover, xenograft models treated with obatoclax presented a 

reduced tumour mean volume compared to controls. 

 

Sabutoclax (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

 Sabutoclax was assessed by Maji et al. [34], who reported that this drug 

resulted in a decrease in cell viability as a single-agent and suggested that it 

promoted cell death through activation of autophagy signalling pathways. 

Moreover, the authors reported that the combination of sabutoclax with celecoxib 

(nonsteroidal anti-inflammatory drug) resulted in synergistic inhibition of cell 

growth of the H357 cell line. 

 

YC137 (single-agent or combined with chemotherapy/IR) 

 The effects of YC137 were investigated by Low et al. [26]. In HK1 and 

CNE1 cell lines, YC137 reduced cell proliferation as a single-agent and presented 

a synergistic effect when combined with cisplatin. In TW01 and SUNE1 cells, 

YC137 had no obvious synergistic effects with cisplatin, although it reduced the 

proliferation of SUNE1 cells as a single-agent. The combination of YC137 with 

paclitaxel (anticancer drug) did not present synergistic effects in any cell lines. 

Only the findings related to HK1 and TW01 cell lines should be considered 

representative of the anticancer effects of YC137 on HNSCC cells as there is the 

possibility of CNE1 and SUNE1 to be HeLa contaminated [44, 47].  

 

Summary of findings of putative BH3-mimetic drugs 

Although putative BH3-mimetics showed promising anticancer effects, 

either as single-agents or combined with other therapies, a large number of these 

studies did not perform assays to confirm cell death by the mitochondrial pathway 

of apoptosis (Table 7/Tabela 7). In this context, the results were often based on 

cell viability or DNA degradation assays, which are non-specific for the 

assessment of the type of cell death [69, 70]. In addition, some off-target effects 

were also described, including caspase-independent induction of cell death, such 
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as necroptosis or autophagy [24, 25, 34, 68]. There were also several concerns 

regarding the use of potentially cross-contaminated or misidentified cell lines. 

Results from ApoG2, for instance, might not be representative of the effects on 

HNSCC cells since all cell lines used across studies might be potentially HeLa 

contaminated. 

 

DISCUSSION 

 The findings from studies included in this review support that both 

validated and putative BH3-mimetic drugs are capable of inducing cell death and 

inhibiting tumour growth of HNSCC in preclinical settings. The use of BH3-

mimetics in cancer therapy is promising since these drugs directly engage 

mechanisms of mitochondrial-mediated apoptosis and act downstream of the p53 

pathway. In this context, HNSCC might be particularly susceptible to BH3-

mimetics compared to anticancer drugs acting upstream of the p53 pathway since 

the inactivation of one or more components of the p53 network is considered an 

extremely common event in HNSCC [71]. This was supported by two included 

studies in this review, which showed that the BH3-mimetics investigated showed 

relevant anticancer effects regardless of p53 status [40, 41]. Moreover, unlike IR 

and several chemotherapeutics, BH3-mimetics are not mutagenic, thus the 

likelihood of treatment-induced cancers is considerably mitigated [72]. 

Since cell death mechanisms are impaired in malignant tumours, cancer 

cells may evade apoptosis even when exposed to potentially lethal doses of 

chemoradiotherapy, which leads to treatment resistance and poorer patient 

survival [4]. Novel therapies targeting apoptosis have shown promising results on 

HNSCC as they can sensitise cancer cells to apoptotic stimuli. This was recently 

demonstrated in a phase-2 clinical trial, which showed that the addition of Debio 

1143 (antagonist of inhibitor of apoptosis proteins) to conventional 

chemoradiotherapy resulted in a superior efficacy for the treatment of 

locoregionally advanced HNSCC [73]. In this context, BH3-mimetic drugs are 

promising treatment strategies as they can either sensitise cancer cells to 

apoptotic stimuli or directly activate apoptosis [74]. 

The susceptibility of different malignant tumours to BH3-mimetic drugs is 

suggested to be closely related to the expression pattern of BCL-2 family proteins 

[75]. By contrast to haematological malignancies, solid tumours often rely on 
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multiple BCL-2 proteins for survival and a heterogeneous BCL-2 expression 

pattern was found concerning HNSCC. Although BCL-XL and MCL-1 appear to 

be consistently upregulated [48], conflicting results were found for BCL-2, which 

was found to be upregulated in only 15-25% of patient tumours [18-20], as 

opposed to studies assessing cell lines, which often showed high BCL-2 

expression [76, 77]. In this context, conducting BH3 profiling (i.e. an assay aiming 

to identify cellular dependence on prosurvival BCL-2 family proteins) for patients 

with malignant tumours might be useful to predict treatment responses 

considering different BH3-mimetics and, therefore, optimise the treatment 

planning [78]. 

Monoselective agents targeting the BCL-2 protein, such as venetoclax, 

might only be effective in a smaller number of patients with HNSCC. On the other 

hand, BH3-mimetics targeting BCL-XL and MCL-1 could also present dose-

limiting side effects. BCL-XL inhibitors, for example, are likely to result in platelet 

death and an impaired haemostatic function [71]. Moreover, MCL-1 was also 

found to be essential for haemostasis of cardiac cells and its depletion leads to 

rapid cardiomyopathy, which raises concerns about the potential cardiotoxicity of 

MCL-1 inhibitors [79]. In this context, the combination with conventional 

chemotherapeutics or IR would allow the use of lower doses and not deny 

patients potentially beneficial treatments. In addition, since the efficacy of 

monoselective BH3-mimetics alone might be limited due to upregulation of 

untargeted BCL-2 family proteins or dose-limiting side effects, the combination of 

two or more monoselective BH3-mimetic drugs can also be considered as a 

viable treatment strategy. 

The anticancer effects of both validated and putative BH3-mimetics were 

often dose and time-dependent. Overall, most in-vitro studies assessed final drug 

concentrations of 1-15 μM and cells were commonly exposed to BH3-mimetics 

from 8h up to 6 days. In xenograft models, treatment doses usually ranged from 

10 mg/kg to 200 mg/kg (depending on the administration regimen, such as daily 

or weekly) and were administered over a course of 14 to around 40 days, 

although follow-up after pharmacological treatments could be longer. BH3-

mimetics were usually more effective at higher doses and longer treatment 

durations, however, the risk of cytotoxicity to normal cells, such as fibroblasts [10] 

and keratinocytes [55], is also augmented. Therefore, further preclinical studies 
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and clinical trials are recommended to determine the efficacy and safety of 

promising BH3-mimetic drugs at clinically achievable plasma levels. 

For solid tumours, the use of novel drug-delivery approaches might help 

to limit toxicity to healthy tissues and optimise treatment efficacy. Polymeric 

devices with drug-releasing capabilities, for example, constitute a viable 

alternative to the oral route, with the benefit of sustaining a local and prolonged 

release of the loaded drug to the targeted tissue [80]. Considering BH3-mimetics, 

the efficacy of polymeric nanovesicles loaded with navitoclax and doxorubicin 

was recently investigated for endometrial carcinoma; the encapsulated drugs 

were stably retained under neutral pH conditions (such as the blood circulation) 

but resulted in a rapid drug-release in the acidic condition of the 

endosome/lysosome compartment after uptake by cancer cells, potentially 

minimising the toxicity to healthy cells [81]. Another study used polymeric 

nanocarriers loaded with anti-BCL-2 siRNA and temozolomide, which specifically 

targeted glioma cells overexpressing folate receptors by incorporating folate to 

the nanocarrier surface, thus substantially improving drug-delivery [82]. 

Therefore, further studies assessing novel drug-delivery approaches for BH3-

mimetic drugs are highly encouraged. 

Understanding tumour heterogeneity might also help to improve treatment 

regimens. In this regard, two of the included studies assessed the effects of BH3-

mimetics on tumour bulk and tumour stem cells. Gilormini et al. [32] reported that 

ABT-737 eliminated tumour stem cells more efficiently compared to tumour bulk 

cells, showing preferential cytotoxicity towards cancer stem cell sub-populations. 

Similarly, Guy et al [45] found that venetoclax inhibited the proliferation of tumour 

stem cells, arguing that this cell sub-population presented higher levels of BCL-2 

compared to the cell population of the tumour bulk. Interestingly, the authors also 

reported an opposite effect considering treatment with cetuximab, in which 

tumour stem cells were found to be more resistant compared to bulk tumour cells. 

It is proposed that most cancer stem cell subpopulations are resistant to 

conventional treatments and that they might play pivotal roles in cancer 

metastasis and recurrence due to their self-renewal and tumourigenic capacity 

[83]. 
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Therefore, further research on the effects of BH3-mimetics targeting stem 

cell subpopulations is recommended as these drugs might constitute an 

important treatment strategy in improving patients' survival and prognosis. 

Some putative BH3-mimetics have been reported to induce autophagic cell death 

rather than apoptosis [67, 68], which is hypothesised to be related to a BCL-

2/BECLIN-1 interaction in the endoplasmic reticulum [25]. Some compounds, 

such as ApoG2, may even induce cell cycle arrest by suppressing the c-Myc 

pathway, independently of BCL-2 binding. Although anticancer effects are 

ultimately achieved by putative BH3-mimetics, an in-depth understanding of the 

mechanisms by which these drugs induce cell death is necessary for them to be 

validated and also to optimise their use in therapeutic strategies. 

Moreover, it is worth noting that both validated and putative BH3-mimetics 

can act as senolytic drugs [84], a mechanism that was not explored in-depth 

across included studies. In this context, the drug induced clearance of senescent 

cells from the tumour microenvironment may have contributed to some extent for 

the anticancer effects observed in xenograft models [85]. Since BH3-mimetics 

directly engage apoptotic pathways in HNSCC cells but also target components 

of the tumour microenvironment, further exploration of in-vivo models are highly 

encouraged to lead to informed clinical studies. 

 

CONCLUSION 

Validated BH3-mimetic drugs exhibited promising anticancer effects in-

vitro, either as single-agents or combined with chemotherapy/IR, which often 

showed improved efficacy due to sensitisation of tumour cells to apoptotic stimuli. 

In xenograft models, marked reduction of tumour volume was also consistently 

observed. The combination of multiple BH3-mimetics generally presented 

superior effects in inducing apoptosis in-vitro (even in HNSCC resected tissue 

samples) and also in inhibiting tumour growth in-vivo. Most putative BH3-

mimetics presented relevant anticancer effects, although some of these might be 

off-target, such as induction of autophagy. In addition, despite the lack of clinical 

data to evaluate possible therapeutic effects against HNSCC in human 

participants, further exploring animal models and refining treatment strategies 

using BH3-mimetics may allow clinical translation to improved outcomes for 

HNSCC patients.  
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TABLES 

 

Tabela 1 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 1 - BH3-mimetic drugs found 
across HNSCC studies. Validation status and molecular targets. 

BH3-mimetic drug Validation status Molecular targets References 

A-1210477 Validated MCL-1 [16, 21] 

A-1331852 Validated BCL-XL [21, 48] 

ABT-737 Validated BCL-2, BCL-XL, BCL-W [16, 21] 

Navitoclax (ABT-263) Validated BCL-2, BCL-XL, BCL-W [16, 21] 

S63845 Validated MCL-1 [21, 48] 

Venetoclax (ABT-199) Validated BCL-2 [16, 21] 

Apogossypolone 
(ApoG2) 

Putative BCL-2, BCL-XL, MCL-1 [16] 

Gossypol (AT-101) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21] 

Obatoclax (GX15-070) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21] 

Sabutoclax (BI-97C1) Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21] 

TW-37 Putative BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1 [16, 21] 

YC137 Putative BCL-2, MCL-1 [26] 
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Tabela 2 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 2 - Validation status of head 
and neck squamous cell carcinomas cell lines assessed across included studies, 
according to the latest report (June 2021, v11) of the International Cell Line 
Authentication Committee (ICLAC). 

Study 
[reference] 

BH3-
mimetics 
assessed 

Cell lines 
investigated 

Problematic 
cell lines 

[reference] 
Issue reported 

Critical 
considerations 

Hu et al. 
(2008) [23] ApoG2 

CNE1, CNE2, 
HONE1, and 

C666-1 

CNE1 [46] 
CNE2 [46] 

HONE1 [47] 

HeLa cross-
contamination 

Major concerns 

He et al. 
(2014) [24] ApoG2 

CNE1, CNE2, 
NPC, SUNE1 

CNE1 [46] 
CNE2 [46] 

HONE1 [47] 

HeLa cross-
contamination 

Major concerns 

Zheng et al. 
(2017) [25] 

ApoG2 CNE2 CNE2 [46] 
HeLa cross-

contamination 
Major concerns 

Konac et al. 
(2005) [28] 

(±) 
Gossypol 

HEP2 HEP2 [62] 
HeLa cross-

contamination 
Major concerns 

Wong et al. 
(2012) [59] 

(±) 
Gossypol 

CNE1, CNE2, 
HONE1, HK1 

CNE1 [46] 
CNE2 [46] 

HONE1 [47] 

HeLa cross-
contamination 

Major concerns 

Xiong et al. 
(2016) [22] Venetoclax 

SCC9, SCC25, 
Tca8113, 
CAL27 

Tca8113 
[44] 

HeLa cross-
contamination 

Minor concerns 

Low et al 
(2012) [26] 

YC137 
HK1, CNE1, 

TW01, SUNE1 
CNE1 [46] 

SUNE1 [47] 
HeLa cross-

contamination 
Moderate 
concerns 

Wang et al. 
(2018) [27] 

Venetoclax 
S63845 

5-8F, CNE2 
5-8F [44] 

CNE2 [46] 
HeLa cross-

contamination 
Major concerns 

 

Legend: Minor concerns (results potentially biased for less than 25% of investigated cell lines); 

Moderate concerns (results potentially biased for 25-50% of investigated cell lines); Major concerns 

(results potentially biased for more than 50% of investigated cell lines).  
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Tabela 3 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 3 Validated BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of 
preclinical studies assessing ABT-737 and derivatives (navitoclax and venetoclax) in head and neck squamous cell carcinomas (either 
as single-agents or combined with chemotherapy/ionising radiation). 

Study 
Conditio

n 
Combined 

therapy 
Study sample Assessment methods 

BH3-mimetic 
dose 

(duration) 
Main findings 

ABT-737 

Li et al. 
(2009) 
[31] 

HNSCC Cisplatin 
Etoposide 

Cell-lines: UM-22A, 

UM-22B, 1483 
In-vitro: Trypan blue assay 

(viability); annexin V-PI 
through flow cytometry 
(apoptosis); cleaved 
caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis) 

In-vitro: 1 to 30 

μM (up to 48h) 
In-vitro: - Single-agent ABT-737 was largely ineffective 

against HNSCC cell lines, exhibiting IC50 values ranging 
from 13.8 to 53.6 μM. 
- Nonetheless, ABT-737 strongly synergized with 
cisplatin and etoposide to promote cell death and loss of 
clonogenic survival. 
- The combination of ABT-737 with either chemotherapy 
drugs induced synergistic activation of apoptosis 
signaling. 

Gao et al. 
(2014) 
[37] 

HNSCC Meayamyci
n B 

Cell-lines 
HPV positive (p53-
inactive): UD-

SCC2, UM-SCC47, 
93-VU-147T, 
UPI:SCC90 
HPV negative (p53-
wild-type): PCI-13, 

PCI-15B, UM-
SCC22B 

In-vitro: MTS assay 

(viability); annexin-FITC/PI 
through FACS analysis 
(apoptosis); caspase-3 and 
caspase-7 activity through 
Caspase-Glo™ kit 
(apoptosis) 

In-vitro: 0.05 to 

50 μM (up to 
72h) 

In-vitro: - IC50 values for ABT-737 as a single-agent 

ranged from 4.3 to 28 μM in HPV-16 positive cell lines 
and from 11 to 19 μM in HPV-16 negative cell lines. 
- IC50 values for meayamycin B as a single-agent 
ranged from 0.025 to 0.074 nM in HPV-16 positive cell 
lines and from 0.14 to 0.60 nM in HPV-16 negative cell 
lines. 
- The combination ABT-737 with meayamycin B 
triggered apoptosis in HNSCC cells and lowered the 
IC50 of ABT-737 by 1-2 orders of magnitude. 
- The IC50 values of ABT-737 with meayamycin B 
ranged from 0.14 to 0.50 μM in HPV-16 positive cell 
lines and from 0.19 to 0.84 μM in HPV-16 negative cell 
lines. 

Maji et al. 
(2015) 
[34] 

HNSCC Fenretinide Cell-lines: H357 In-vitro: MTT assay, trypan 

blue assays (viability); 
cleaved caspase-3, cleaved 
caspase-9, and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis) 

In-vitro: 1 up to 

50 μM (up to 
48h) 

In-vitro:  - At 8h, ABT-737 did not decrease cell viability, 

even at 50 μM. 
- At 48h, considering the concentration of 10 μM of ABT-
737, a 30% induction of cell death was observed, as 
measured by the trypan blue assay. 
- Combination with fenretinide resulted in a synergistic 
effect, resulting in approximately 80 to 90% cell death at 
48h considering the concentrations of 10 and 15 μM. 
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Shin et 
al. (2015) 
[36] 

OSCC No Cell-lines: HN22 In-vitro:  MTS assay, trypan 

blue assay, and live/dead 
assays (viability); cleaved 
caspase-3, cleaved caspase-
9, and cleaved PARP 
through WB (apoptosis); 
FITC and DAPI through IF 
(nuclear condensation and 
fragmentation) 

In-vitro: 2.5 to 

22.5 μM (up to 
24h) 

In-vitro: - ABT-737 inhibited the growth of oral cancer 

cells by inducing caspase-mediated apoptosis. 
- At 24h, cell viability was significantly lower than control 
in all doses tested. 
- Cell viability was reduced to approximately 80% at 2.5 
μM, 50% at 7.5 μM, and 40% at 22.5 μM. 

Gilormini 
et al. 
(2016) 
[32] 

HNSCC Ionising 
radiation 

Cell-lines: SQ20B, 

SCC61, CAL27, 
CAL33 
Xenograft model: 

NODE-SCID mice 
w/ SQ20B 

In-vitro:  Crystal violet assay 

(cell growth); activated 
caspases assay through 
CaspACE™ kit (apoptosis); 
subG1 DNA content through 
flow cytometer (cell cycle); 
and TUNEL assay 
(apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vitro: 2 to 20 

μM (up to 72h) 
In-vivo: 20 

mg/kg (treated 
for 5 days and 
followed up to 
40 days) 

In-vitro: - ABT-737, as a single-agent, was considered 

ineffective at promoting HNSCC cell death.  
- All the cell lines had IC50 values ranging from 2 µM to 
14 µM. 
- Combining ABT-737 with ionising radiation resulted in a 
strong synergistic apoptosis induction in HNSCC cell 
lines. 
In-vivo: - As single therapies, ABT-737 had a similar 

effect as radiation on tumour growth inhibition.  
- On the other hand, the combination of ABT-737 with 
radiation was more effective than either treatment alone. 

Li et al. 
(2016) 
[35] 

HNSCC AZD-2014 Cell-lines: SQ20B, 

A253, and SCC9; 
primary epithelial 
cells 
Xenograft model: 

Immunodeficient 
(SCID) mice w/ 
SQ20B 

In-vitro:  MTT assay 

(proliferation); caspase-3 
activity assay (apoptosis), 
histone DNA ELISA assay 
(apoptosis); and TUNEL 
assay (apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vitro: 100 nM 

(up to 72h) 
In-vivo: 25 

mg/kg (up to 28 
days) 

In-vitro: - Inhibition of BCL-2 by ABT-737 dramatically 

potentiated AZD-2014 lethality against HNSCC cells. 
In-vivo: - AZD-2014 anti-HNSCC activity in-vivo was 

potentiated with co-administration of ABT-737. 

Kim et al. 
(2017) 
[33] 

OSCC Sorafenib Cell-lines: HSC3 In-vitro: Trypan blue assay 

(growth inhibition); live/dead 
assays (cytotoxity/viability); 
cleaved caspase-3 and 
cleaved PARP through WB 
(apoptosis); DAPI staining 
through IF (nuclear 
condensation and 
fragmentation) 

In-vitro: 5 μM 

(up to 48h) 
In-vitro: - Although ABT-737 induced a significant 

reduction in cell viability at 48h, the cell growth was 
reduced to approximately 80% compared to control. This 
indicate that ABT-737 at 5 μM presents limited effect as 
single-agent. 
- Combined use of ABT-737 and sorafenib 
synergistically suppressed cell viability and induced 
apoptosis compared with either compound individually. 
The combined therapy reduced cell growth to 
approximately 10% compared to control. 

Navitoclax (ABT-263) 

Britt et al. 
(2019) 
[41] 

HNSCC Ectopic 
NOXA 
Fenretinide 

Cell-lines: HN8, 

HN12, HN30, 
UMSCC1, 

In-vitro: WST-1 assay 

(viability); annexin V-FITC/PI 
through FACS analysis 
(apoptosis); cleaved 

In-vitro: 1 μM 

(up to 72h) 

In-vitro: - The combination of either ectopic NOXA 

expression or fenretinide with navitoclax significantly 
enhanced apoptosis in HNSCC cells, regardless of p53 
status. 
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UMSCC47, 
UMSCC104 

caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis) 

 

Yang et 
al. (2019) 
[38] 

OSCC No Cell-lines: HSC3, 

HSC4 
Xenograft model: 

Female nude mice 
w/ HSC4 

In-vitro:  Live/dead assay kit 

(citotoxity/viability); cleaved 
caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis); FITC and DAPI 
through IF (nuclear 
condensation and 
fragmentation) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: 1.5 to 

24 μM (up to 
24h) 
In-vivo: 100 

mg/kg (up to 21 
days) 
 

In-vitro: - Navitoclax significantly reduced the growth of 

both cell lines in a concentration- and time-dependent 
manner  
- The IC50 values in HSC3 and HSC4 cells were 10.17 
and 5.01 μM, respectively. 
- Results indicate that navitoclax may function as an 
apoptosis induction agent. 
In-vivo:  - Navitoclax exhibited significant inhibition of 

tumour growth from day 19 forward. 
- Number of TUNEL positive cells in the tumour tissues 
were markedly increased in the navitoclax group. 

Gadsden 
et al. 
(2020) 
[39] 

HNSCC Palbociclib Cell-lines: CAL27, 

HN31, PCI15B 
 

In-vitro:  Cresyl violet 

(viability); annexin V-FITC/PI 
through FACS analysis 
(apoptosis) 
 

In-vitro: 1 μM 

(up to 72h) 
 

In-vitro: - At 72h, 1 μM of navitoclax alone decreased 

viability to around 95% in CAL27, 85% in HN31, and 
45% in PCI15B. 
- In comparison to either agent alone, the combination of 
navitoclax with palbociblib led to lower levels of viable 
cells. 

Tuomain
en et al. 
(2021) 
[40] 

HNSCC Ionising 
radiation 

Cell-lines: OU-

SCC9B; UT-
SCC42A; UT-
SCC42B; UT-
SCC24A; UT-
SCC24B 
 

In-vitro:  CellTiter-Glo 

(viability); CellTrace Far Red 
and IncuCyte caspase-3/7 
assay (apoptosis) 
 

In-vitro: 100 to 

10000 nM (up to 
80h) 
 

In-vitro: Navitoclax exhibited a strong synergy with 

ionising radiation in three of five cell lines (UT-SCC42A, 
UT-SCC42B and UT-SCC24B) and moderate synergy in 
two other cell lines (UT-SCC-24A and UT-SCC-9B). 
- Combination of navitoclax and irradiation exhibited a 
strong synergy regardless of the p53 mutation status. 
- The live cell apoptosis assay on two cell lines (UT-
SCC42A and UT-SCC24B) showed that navitoclax 
substantially increased irradiation-induced apoptosis. 

Venetoclax (ABT-199) 

Xiong et 
al. (2016) 
[22] 

OSCC 
(tongue)* 

Cisplatin Cell-lines: SCC9, 

SCC25, Tca8113*, 
and CAL27; primary 
epithelial cells 
(NTEC) 
Xenograft model: 

SCID mice w/ SCC9 

In-vitro:  CellTiter 96R 

(proliferation); annexin V-
FITC through Beckman 
Coulter (apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vitro: 0.5 to 5 

μM (up to 72h) 
In-vivo: 20 

mg/kg (up to 30 
days) 
 

In-vitro:  - Venetoclax inhibited proliferation, induced 

apoptosis and mitochondrial dysfunctions to a greater 
extent in OSCC cell lines compared to normal epithelial 
cells.  
- Venetoclax augmented the effects of cisplatin in 
eliminating OSCC cells. 
In-vivo:  - Venetoclax or cisplatin alone caused tumour 

growth inhibition of approximately 30 and 40%, 
respectively. When combined, almost complete tumour 
irradication was achieved. 
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Guy et al. 
(2021) 
[45] 

HNSCC Cetuximab 
Ionising 
radiation 

Cell-lines: SQ20B 
Xenograft model: 

NODE-SCID mice 
w/ SQ20B 

In-vitro:  IncuCyteZOOM® 

live-cell imaging system 
(proliferation); activated 
caspase-3/7 apoptosis assay 
through IF (apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vitro: 10 μM 

(up to 120h) 
In-vivo: 50 

mg/kg (up to 14 
days) 
 

In-vitro:  - After 120h, venetoclax did not decrease 

confluence of SQ20B cells (93.9±9.7%), whereas it 
decreased it in SQ20B stem cells (19.7±7.2%) 
- In both cell populations, the combination with 
cetuximab drastically decreased proliferation, although 
the addition of radiation did not significantly reduced 
proliferation. 
- Venetoclax significantly increased apoptosis for SQ20B 
(51.5±0.4%) and SQ20B stem cells (69.2±6.6%). 
Cetoximab and radiation did not provide relevant 
additional benefits (except for SQB20 stem cells). 
In-vivo: Radiation alone had no inhibitory effect on 

tumour growth, venetoclax and cetuximab combination 
decreased tumour growth and increased life (D50: 28 
days), while triple therapy yielded the same results 
considering tumour growth, although significantly 
increased life span (D50: 34 days). 

 
Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA: 

Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration; 
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal 
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL: 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting. 
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Tabela 4 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 4 - Validated BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of 
preclinical studies assessing the combination of multiple BH3-mimetic drugs in head and neck squamous cell carcinomas. 

Study Condition 
BH3-

mimetic 
drugs 

Combined 
therapy 

Study sample 
Assessment 

methods 

BH3-mimetic 
dose 

(duration) 
Main findings 

Wang et 
al. 
(2018) 
[27] 

NPC* Venetoclax 
(ABT-199) 
S63845 

- Multiple BH3 
mimetics 

Cell-lines: 5-8F*, 

CNE2*; NP69 
(immortalised 
epithelial cells) 
Xenograft 
model: BALB/c 

nude mice w/ 
CNE2* 

In-vitro:  CCK8 assay 

(proliferation); annexin 
V-FITC/PI through 
FACS analysis 
(apoptosis) 
In-vivo: Tumour 

volume 
measurements; 
cleaved caspase-3 
and Ki67 expression 
through IF (apoptosis); 
DAPI staining (nuclear 
condensation and 
fragmentation) 

In-vitro: 0.25 to 

20 μM (up to 
48h) 
In-vivo: 50 

mg/kg (up to 21 
days) 
 

In-vitro:  -  In both CNE2 and 5-8F, 

venetoclax alone significantly decreased cell 
viability after 48h at a concentration of 10 μM, 
resulting in a 15 to 20% viability compared to 
control. 
- After 48h at a concentration of 10 μM, a mild 
decrease in cell viability was also observed 
considering epithelial cells, resulting in 
approximately 80% of viability compared to 
control.  
- S63845 alone also inhibited malignant cells 
(IC50: 6 μM), while the combination of 
venetoclax with S63845 (molar ratio of 1:1) 
was more effective than either alone, with an 
IC50 of about 1.8 μM after 24h of treatment. 
In-vivo: - After 21 days, venetoclax 

significantly regressed tumour volumes by 
about 30% compared to controls. 
- Venetoclax promoted an elevated expression 
of cleaved caspase-3 and decreased Ki67 
expression, suggesting that venetoclax 
effectively induces CNE2 cell apoptosis in-
vivo. 

Carter 
et al. 
(2019) 
[48] 

HNSCC Ventoclax 
(ABT-199) 
A-1331852 
S63845 

- Multiple BH3 
mimetics 
- Cisplatin 
 

Cell-lines: UM-

SCC1, UM-SCC-
11B, UM-SCC-
17A, UM-SCC-
17AS, UM-SCC-
74A, UM-SCC-
81B 
Xenograft 
model: NC3Rs-

compliant 
zebrafish w/ UM-
SCC-81B 

In-vitro: 

Phosphatidylserine 
externalization 
(apoptosis); BH3 
profiling 
In-vivo: Tumour 

measurements 
through Leica MZ16F 
microscope and H2B-
mRFP staining (red 
fluorescence) 

Human tissues: 

Exposure to BH3 

In-vitro: 100 nM 

(up to 24h) 
In-vivo: 0 to 10  

μM (NR) 

In-vitro: - No BH3 mimetic drug induced 

pronounced apoptosis as single-agents. 
- No BH3 mimetic drug synergized with 
cisplatin or radiation in reducing the 
clonogenic potential of the cell lines tested, 
except for UM-SCC-1. 
- A combination of A-1331852 and S63845 
induced marked apoptosis in all cell lines. 
In-vivo: A combination of A-1331852 and 

S63845 resulted in a significant dose-
dependent reduction in tumour size compared 
to controls. 
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Human tissues: 

Tumour tissues 
surgically 
resected from 
HNSCC patients 

mimetics for 48h, 
followed by 
embedding in paraffin 
and 
immunohistochemistry 
staining with cleaved 
PARP antibody 

Human tissue: Exposure of tumour explants 

to either A-1331852 or S63845 alone did not 
induce apoptosis, whereas the combination 
resulted in a significant induction of apoptosis. 

Ow et 
al. 
(2019) 
[49] 

HNSCC Navioclax 
(ABT-263) 
A-1210477 

- Multiple BH3 
mimetics 
- Cisplatin 
- Radiation 
 

Cell-lines: 

HN30, HN31, 
PCI15A, PCI15B, 
UMSCC6, 
MDA686LN, 
HN5, Detroit562 

In-vitro:  MTT and 

Cell Tilter-Glo assays 
(viability); clonogenic 
survival 

In-vitro: 1 to 20 

μM (up to 48h) 
 

In-vitro:  Consistent responses to navitoclax 

were noted in all cell lines tested at relatively 
high doses for each line.  
- The IC50 of navitoclax ranged from 4.77μM 
±1.66 μM (HN31) to 13.85μM ±1.95 μM 
(MDA686LN), with an average overall IC50 of 
8.9 μM. 
- Adding A-1210477 to navitoclax treatment 
resulted in an average 7-fold reduction in the 
IC50 of navitoclax when measured across all 
8 cell lines. 
- Combining ABT-263 with 2 Gy radiation or 
cisplatin did not increase treatment responses 
in the majority of cell lines. 
- In general, navitoclax did not appear to 
radiosensitize HNSCC cells, and combining 
radiation with ABT-263 yielded only modest 
benefit in two lines (HN30, PCI15A) 

Ow et 
al. 
(2020) 
[50] 

HNSCC Navitoclax 
(ABT-263) 
A-1210477 

- Multiple BH3 
mimetics  
- Bortezomib 
 

Cell-lines: 

HN30, HN31, 
Hn5, MDA686LN, 
UMSCC47 

In-vitro:  MTT and 

Cell Tilter-Glo assays 
(viability); annexin V 
through flow cytometer 
(apoptosis) 

In-vitro: 5 μM 

(up to 48h) 
 

In-vitro:  Treatment with combined navitoclax 

/ A-1210477 or with bortezomib demonstrated 
apoptosis responses that approached or 
exceeded treatment with staurosporine 
(positive control for apoptosis). 

 
Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein 

isothiocyanate; IC50: half maximal inhibitory concentration; IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; NPC: nasopharyngeal carcinoma; NR: not reported; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; SCC: squamous cell carcinoma; 
OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: western blotting. 
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Tabela 5 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 5 - Putative BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of 
preclinical studies assessing Gossypol and derivatives (TW-37 and ApoG2) in head and neck squamous cell carcinomas (either as 
single-agents or combined with chemotherapy/ionising radiation). 

Study 
Conditio

n 
Combined 

therapy 
Study sample Assessment methods 

BH3-mimetic 
dose 

(duration) 
Main findings 

(-) Gossypol (AT-101) 

Oliver et 
al. (2004) 
[10] 

HNSCC No Cell-lines: UM-

SCC1, UM-SCC-6, 
UM-SCC12, UM-
SCC14A, UM-
SCC17B, UM-
SCC22A, UM-
SCC23, UM-
SCC25, UM-
SCC74B, UM-
SCC81B; primary 
fibroblasts, primary 
keratinocytes 

In-vitro: MTT assay (growth 

inhibition); TUNEL assay 
(apoptosis) 

In-vitro: 5 to 80 

μM (up to 6 
days) 

In-vitro: - The mean IC50 was 5.30±1.55 μM for the 

HNSCC cell lines. 
- Primary fibroblasts showed significantly higher 
resistance, with mean IC50 of 20.31±9.20 μM. 
- Primary keratinocytes also showed significant greater 
resistance, with a mean IC50 of 15.36±0.28. 
- (-)-Gossypol induces apoptosis more efficiently in 

HNSCC cell lines with wild-type p53 status (UM-SCC1 
and UM-SCC6) compared to those with mutant p53 
status. 

Bauer et 
al. (2005) 
[51] 

HNSCC Cisplatin Cell lines: UM-

SCC-5, UM-SCC-
10B, UM-SCC-5PT 
(cisplatin resistant 
subline), UM-SCC-
10BPT (cisplatin 
resistant subline) 

In-vitro: MTT assay (growth 

inhibition); TUNEL assay 
(apoptosis) 

In-vitro: 5 to 25 

μM (up to 5 
days) 

In-vitro: - All four cell lines exhibit growth inhibition at 

physiologically achievable (-)-gossypol concentrations 
(less than 10 μM). 
- (-)-Gossypol induced apoptosis in 70% to 80% of the 
cisplatin-resistant cells but only in 25% to 40% of the 
parental cells. 
- (-)-Gossypol, may be useful adjunct to overcome 
cisplatin resistance 

Wolter et 
al. (2006) 
[55] 

HNSCC No Cell-lines: 

UM-SCC17B, UM-
SCC1, primary 
keratinocytes 
Xenograft model: 

NCr-nu/nu mice w/ 
UM-SCC-17B and 
UM-SCC1 

In-vitro: MTT assay (growth 

inhibition) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: 5 to 30 

μM (up to 6 
days) 
In-vivo: 5 to 15 

mg/kg (up to 43 
days with drug 
and up to 91 
days after 
cessation of 
drug) 

In-vitro:  - Both tumour lines and normal keratinocytes 

showed dose-dependent inhibition of cell growth. 
- IC50 values for UM-SCC-1 (3 μM) and UM-SCC17B 
(6μM), were considerably lower compared to 
keratinocytes (17 μM), indicating selective cell growth 
inhibition. 
In-vivo:  - Tumours grew progressively in controls, 

whereas growth was significantly suppressed in (-)-
gossypol group.  
- The mitotic rate in tumours from the (-)-gossypol group 
was significantly lower than in controls. 
- An increase in the percentage of apoptotic cells was 
observed in treated tumours vs. controls.  
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- Residual tumours remained growth-suppressed for 2 
weeks after cessation of (-)-gossypol treatment. 

Sikora et 
al. (2008) 
[52] 

HNSCC Antioxidant 
N-acetyl-
cysteine 
(NAC) 

Cell-lines: UM-

SCC5, UM-
SCC74B, UM-SCC-
74BxL, Pt-R; 
immortalised 
keratinocytes 
(HOK16B) 

In-vitro: Trypan blue 

assay(viability); SubG1 DNA 
content (apoptosis) 

In-vitro: 10 μM 

(up to 96h) 

 

In-vitro:  - Progressive loss of viability was observed for 

UM-SCC5 (~6% viability), UM-SCC74B (~6% of 
viability), and UM-SCC-74BxL (~54% of viability) over 
96h. 
- In Pt-R (a subpopulation of cells that does not undergo 
apoptosis) no additional loss of viability over 96 hours 
was found. 
- Treatment with NAC alone did not adversely affect cell 
viability in any of the cell lines, although concurrent 
treatment with (-)-gossypol enhanced cytotoxicity in UM-
SCC5 (~1% of viability), UM-SCC-74-BxL (~45% of 
viability), and Pt-R (~16%). 
- Normal keratinocytes were resistant to the combination 
of (-) -gossypol with NAC and to either treatments alone. 

Imai et al. 
(2012) 
[56] 

HNSCC Docetaxel Cell-lines: UM-

SCC17B, UM-
SCC74A 
Xenograft model: 

Immunodeficient 
SCID mice w/ UM-
SCC17B 

In-vitro: Sulforhodamine B 

assay (cytotoxicity); PI 
through flow cytometry 
(apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and mice 
survival time. 

In-vitro: 1.7 to 

3.4 μM (up to 
72h) 
In-vivo: 10 

mg/kg daily or 
70mg/kg weekly 
(up to 50 days) 

In-vitro: The IC50 for (-)-gossypol ranged from 2.13 to 

2.54 μM for HNSCC cell lines. 
 - Combinations of (-)-gossypol and docetaxel produced 
additive toxicity in HNSCC tumour cells. 
- The use of both drugs at the same time induced more 
apoptosis than any other experimental condition tested. 
In-vivo: - Daily (-)-gossypol therapy increased mouse 

survival, decreased tumour mitotic index, and decreased 
tumour microvessel density, compared with weekly 
therapy.  

Lin et al. 
(2013) 
[53] 

HNSCC "Smart" 
particles 
loaded with 
anti-Bcl-2 
siRNA 

Cell-lines: UM-

SCC17B 

 

In-vitro: Sulforhodamine B 

assay (cell survival); PI 
staining (apoptosis) 

 

In-vitro: 0.1 to 8 

μM (up to 72h) 

 

In-vitro:  - (-)-Gossypol caused a dose-dependent 

inhibition in cell viability and an increase in the fraction of 
apoptotic cells.  
- The IC50 value for UM-SCC-17B was 2.51 μM at 72h. 
- The combination of low-dose (-)-gossypol with "smart" 
particles loaded with anti-BCL-2 siRNA caused a 
substantial reduction in cell viability and an increase in 
apoptosis, indicating a synergistic therapeutic effect. 

Zerp et 
al. (2015) 
[54] 

HNSCC Ionising 
radiation 

Cell-lines: UM-

SCC14C, UM-
SCC22A, UM-
SCC11B, VU-SCC-
OE 

In-vitro: Crystal violet assay 

(clonogenic survival); bis-
benzimide staining (nuclear 
morphology); PI through 
FACS analysis (apoptosis) 

 

In-vitro: Up to 

100 μM (up to 
72h) 

 

In-vitro:  - All four cell lines showed responsiveness to 

both radiation and (-)-gossypol, with IC50 values 
between 16 μM and 44 μM. 
- (-)-Gossypol synergistically enhances radiation-induced 
apoptosis at clinically attainable plasma levels (0.6-1.35 
μM) 

(±)-Gossypol 
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Konac et 
al. (2005) 
[28] 

LEC* No Cell-lines: HEP2* In-vitro: Trypan blue assay 

(cytotoxicity); Giemsa 
staining (nuclear 
morphology); DNA laddering 
(apoptosis) 

In-vitro: 25 to 

150 μM (up to 
6h) 
 

In-vitro:  - The cell viability according to (±)-gossypol 

doses were: 80±2.9% for 25 μM; 84±2.4% for 50 μM; 
78±2.4% for 75 μM; 50±5.4% for 100 μM; 25±3.7% 150 
µM. 
- The rates of apoptosis according to (±)-gossypol doses 
were: 12±1.4% for 25 μM; 26±1.5% for 50 μM; 23±1.3% 
for 75 μM; 10±1.4% for 100 μM; and 8±1.8% for 150 µM. 
- (±)-Gossypol at concentrations of 50 µM and 75 µM 
resulted in the highest rates of apoptosis, by 26% and 
23%, respectively. 

Kasten-
Pisula et 
al. (2007) 
[60] 

HNSCC Ionising 
radiation 

Cell-lines: FaDu 
 

In-vitro: DAPI staining 

through IF (nuclear 
condensation and 
fragmentation); formation of 
cH2AX-foci through IF 
(double-strand break repair 
capacity) 

In-vitro: 1 μM 

(up to 4 days) 
 

In-vitro:  - (±)-Gossypol at 1 μM significantly affected the 

proliferation of FaDu cells. 
- FaDu cells treated with (±)-gossypol at 1 μM showed a 
pronounced radiosensitisation 
- (±)-Gossypol at 1 μM resulted in a clear increase in the 
number of residual double-strand break already with low 
doses of irradiation, indicating a reduction in repair 
capacity  

Boehm et 
al. (2008) 
[58] 

HNSCC Erlotinib 
STAT3 
decoy 

Cell-lines: UM-22B, 

PCI-15B, 1483 

In-vitro: MTT assay 

(citotoxity); trypan blue 
assays (viability); annexin V 
binding through IF 
(apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: Dose 

range not 
reported (up to 
72h) 
In-vivo: 120 

mg/kg (up to 21 
days) 

In-vitro:  - The IC50 values for (±)-gossypol at 72h were 

2.669 μM for UM-22B, 2.968 μM for PCI-15B, and 2.135 
μM for 1483 cell lines 
- Compared to either treatment alone, the combination of 
the STAT3 decoy and (±)-gossypol significantly 
enhanced the inhibition of cell proliferation in PCI-15B 
cells, but not in UM-22B cells (note: the 1473 cells were 
not included in this assay). 
- Triple combination of erlotinib, STAT3 decoy, and (±)-
gossypol further enhanced cell growth inhibition and 
apoptosis in UM-22B cells (note; the PCI-15B and 1473 
cells were not included in this assay). 

Wong et 
al. (2012) 
[59] 

NPC* 
 

Gemcitabin
e 

Cell-lines: CNE1*, 

CNE2*, HONE1*, 
HK1 

In-vitro:  MTS assay 

(viability and proliferation) 

In-vitro: 0.1 to 

100 μM (up to 
72h) 
 

In-vitro:  - The IC50 value for (±)-gossypol at 72h were 

8.15 μM for CNE1, 16.7 μM for CNE2, 36.46 μM for 
HONE1, and 18.71 μM for HK1. 
- (±)-Gossypol presented antagonism with gemcitabine 
in CNE1 and HK1 cell lines, whilst exhibiting additive 
effect in HONE1 and synergistic effect in CNE2 cell 
lines. 

Benvenut
o et al. 
(2017) 
[57] 

HNSCC No Cell-lines: CAL27, 

FaDu 

In-vitro:  Sulforhodamine B 

assay (cytotoxicity); PI 
through flow cytometry 
(apoptosis); cleaved 
caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 

In-vitro: 1.25 to 

80 μM (up to 
72h) 

In-vitro: - The IC50 values for (±)-gossypol at 72h were 

4.75 μM for FaDu cells and 5.02 μM for CAL27. 
- (±)-Gossypol inhibited cell proliferation and induced 

apoptosis and autophagy of CAL27 and FaDu cells. 
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(apoptosis); autophagic 
vacuoles formation observed 
through an electron 
microscope (autophagy); 
LC3-II expression through 
WB (autophagy) 

TW-37 

Ashimori 
et al. 
(2009) 
[64] 

HNSCC Cisplatin Cell lines: OSCC3, 

UM-SCC1, UM-
SCC74A 
Xenograft model: 

Immunodeficient 
mice (CB.17.SCID) 
w/ OSCC3 

In-vitro: Sulforhodamine B 

assays (cytotoxicity); subG1 
DNA content and PI through 
flow cytometry (apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: 0.1 to 

100 μM (up to 
96h) 
In-vivo: 15 

mg/kg (up to 20 
days) 
 

In-vitro: -The IC50 value for TW-37 at 72h was 

approximately 0.3 μM in the three HNSCC cell lines. 
- Combination of TW-37 and cisplatin showed enhanced 
cytotoxic effects for endothelial cells and HNSCC in-
vitro, compared with single-drug treatment. 
In-vivo: - TW-37 inhibited tumour angiogenesis and 

induced tumour apoptosis without significant systemic 
toxicities. The combination of TW-37 and cisplatin 
enhanced the time to tumour failure (4-fold increase in 
tumour volume compared with pretreatment tumour 
volume) 

Lu et al. 
(2017) 
[65] 

NPC Cisplatin 
5-
Fluorouracil 

Cell-lines: HNE1 

and CNE-LMP1; 
immortalised 
epithelial cells 
(NP69) Xenograft 
model: BALB/c 

mice w/ HNE1 or 
CNE-LMP1 

In-vitro: CCK8 (viability); 

annexin V-FITC/Ptdlns 
through FACS analysis 
(apoptosis) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: 0.5 to 4 

μM (pre-
treatment for 
24h) 
In-vivo: 15 

mg/kg (up to 20 
days) 
 

In-vitro: - TW-37 alone at 2 μM led to the reduction of 

NPC cell viabilities. 
- Both 1 and 2 μM of TW-37 significantly enhanced the 
effect of cisplatin on NPC cell viabilities. 
- Although 4 μM TW-37 could also decrease cell 
viabilities of cisplatin-treated normal epithelial cells, both 
2 and 3 μM of TW-37 had no prominent impact. 
- Both 1 and 2 μM of TW-37 brought about a remarkable 
reduction of the IC50 value of 5-Fluoracin in the NPC 
cells, but not in NP69 cells. 
- TW-37 pre-treatment aggravated chemotherapeutics-
induced apoptosis of NPC cells but not that ofNPE cells  
In-vivo: TW-37 observably increases chemosensitivity of 

NPC tumours, with increased tumour cell apoptosis and 
reduced tumour volume, but had no marked influence on 
the normal tissues in mice. 

Ahn et al. 
(2019) 
[63] 

OSCC No Cell lines: HSC3 
Xenograft model: 

BALB/c nu/nu male 
mice w/ HSC3 

In-vitro: Trypan blue 

(proliferation); live/dead 
assay (citotoxity); annexin V-
FITC through FACS analysis 
(apoptosis); cleaved 
caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis). 

In-vitro: Up to 5 

μM (up to 48h) 
In-vivo: 15 

mg/kg (up to 21 
days) 
 

In-vitro: -Treatment with TW-37 significantly reduced 

cell proliferation by more than 50% compared with the 
control. 
- The percentage of apoptotic cell population in TW-37- 
treated group (37%) dramatically increased compared 
with in control-treated group (13.54%) 
In-vivo: TW-37 inhibited tumour growth without any 

significant liver and kidney toxicities. 
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In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

Yang et 
al. (2020) 
[66] 

OSCC Cryptotansh
inone 

Cell lines: HSC3, 

Ca9.22, HSC4, 
HN22 

In-vitro: Trypan blue 

(proliferation); cleaved 
caspase-3 and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis); annexin V-
FITC/PI through FACS 
analysis 

In-vitro: Up to 5 

μM (up to 48h) 
 

In-vitro: - At 48h, TW-37 exhibited a concentration-

dependent cytotoxic effect on HSC3, decreasing viability 
to around 40% at 2.5 μM and to around 30% at 5 μM. 
Similar effects were observed considering the remaining 
cell lines. 
- The rate of annexin V-positive cell lines was increased 

from 11.29% in the vehicle control group to 22.78 to 
42.15% in the TW-37 treatment group 
- The combined treatment of TW-37 and 
cryptotanshinone potently decreased the growth of HSC-
3 cell lines compared with either TW-37 or 
cryptotanshinone alone 

Apogossypolone (ApoG2) 

Hu et al. 
(2008) 
[23] 

NPC* Cisplatin Cell-lines: CNE1*, 

CNE2*, HONE1*, 
and C666-1 
Xenograft model: 

Athymic nude 
(nu/nu) mice w/ 
CNE1* and CNE2* 

In-vitro: MTT assay 

(viability); total caspase 
activity through 
spectrophotometry 
(apoptosis), DAPI staining 
through IF (nuclear 
condensation and 
fragmentation); PI through 
flow cytometry (cell cycle). 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements and TUNEL 
assay (apoptosis) 

In-vitro: 0.625 

to 20 μM (up to 
72h) 
In-vivo: 200 

mg/kg (up to 14 
days) 

In-vitro: - At 72h, the IC50 values in C666-1, CNE1, 

CNE2 and HONE1 cells were 1.7±0.792, 2.055±0.711, 
4.915±2.044, and 50.178±15.832 lM, respectively 
-ApoG2 had no obvious inhibitory effects on HONE1 
(low expression of BCL-2 family proteins). 
In-vivo: - Antitumour activity measurements for cisplatin 

alone and ApoG2 alone, as measured by T/C % ratios, 
were 54% and 78%, respectively, for CNE1 xenograft-
bearing mice and 48% and 69%, respectively, for CNE2 
xenograft-bearing mice. 
- When combined with cisplatin, ApoG2 showed greater 
antitumour activity, with T/C % ratios of 46% in CNE1 
xenograft-bearing mice and 29% in CNE2 xenograft-
bearing mice. 

He et al. 
(2014) 
[24] 

NPC* Ionising 
radiation 

Cell-lines: CNE1*, 

CNE2*, NPC, 
SUNE1*; 
immortalised 
epithelial cells 
(NP69) 
Xenograft model: 

Athymic nude nu/nu 
mice nude w/ CNE-
2 
 

In-vitro: MTT assay 

(viability); autophagic 
vacuoles formation observed 
through an electron 
microscope (autophagy); 
LC3-II expression through 
WB (autophagy) 

In-vitro: 0.20 to 

100 μM (up to 
48h) 
In-vivo: 120 

mg/kg (up to 20 
days) 

In-vitro: - At 72h, the IC50 values of ApoG2 acting on 

CNE1, CNE2, and SUNE1 cells were 2.84±0.19, 
2.18±0.38 and 5.64±0.65 µM, respectively. 
- ApoG2 had no obvious effect on normal NP69 cells. 
In-vivo: Antitumour activity (inhibitory rate) 

measurements for the ApoG2 alone, ionising radiation 
alone, and the combined therapy were 46.89, 19.34, and 
61.64%, respectively (measured by calculation of (C-
T)/C percentage ratios). 

Zheng et 
al. (2017) 
[25] 

NPC* No Cell-lines: CNE2* In-vitro: Cell counting kit 

(viability); annexin-FITC/PI 
through FACS analysis 

In-vitro: 5 to 80 

μM (up to 72h) 

In-vitro: - ApoG2 significantly decreased CNE2 cell 

viability. The IC50 for ApoG2 after a 72h exposure was 
23.61 μM. 
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Xenograft model: 

BALC/c nude mice 
w/ CNE-2 

(apoptosis); uranyl acetate 
and lead citrate staining 
through IF (autophagy); 
acridine orange staining 
through FACS analysis 
(autophagy) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vivo: 120 

mg/kg (up to 21 
days) 

- ApoG2 was capable of inducing cell death through both 
apoptosis and autophagy. 
In-vivo: - ApoG2 suppressed tumour growth in the 

BALB/c‑nu mice by 64.49%. 

 
Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA: 

Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration; 
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal 
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL: 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting. 
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Tabela 6 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 6 - Putative BH3-mimetic drugs. Characteristics and main findings of 
preclinical studies assessing obatoclax, sabutoclax, and YC137 on head and neck squamous cell carcinomas (either as single-agents 
or combined with chemotherapy/ionising radiation). 

Study 
Conditio

n 
Combined 

therapy 
Study sample Assessment methods 

BH3-mimetic 
dose 

(duration) 
Main findings 

Obatoclax (GX15-070) 

Yazbeck 
et al. 
(2014) 
[67] 

HNSCC Cloroquine Cell-lines: UMSCC-

1, CAL33, 1483, 
UMSCC-22A 
 

In-vitro: MTT assay 

(viability/proliferation); 
annexin V staining through 
flow cytometry (apoptosis); 
cleaved-PARP through WB 
(apoptosis); Hoechst 33258 
stained autophagic vacuoles 
through an electron 
microscope (autophagy); 
LC3-II expression through 
WB (autophagy) 

In-vitro: Up to 

200 nM (up to 
48h) 
 

In-vitro:  - All cell lines were highly sensitive to single-

agent obatoclax, with IC50 ranging from 46 to 177 nM. 
- The impact of obatoclax was dose-dependent, and 
UMSCC-22A cells, with the lowest MCL-1 expression 
levels, were found to be the least sensitive. 
- Obatoclax induced apoptosis in all cell lines as 
evidenced by increases in subG1 DNA content, Annexin-
V staining, and PARP cleavage. 
- Treatment with Obatoclax (100 or 200 nM) for 24 or 48 
h resulted in relocalization of the GFP-LC3 protein to 
punctate cytoplasmic dots, an indicator of 
autophagosome formation. 
- Treatment with the autophagy inhibitor chloroquine 
potentiated the cytotoxicity of obatoclax, demonstrating 
that the induced autophagy exerts a pro-survival effect. 

Sulkshan
e et al. 
(2017) 
[68] 

OSCC Ionising 
radiation 

Cell-lines: 

AW13516, AW8507, 
SCC29B 
Xenograft model: 

BALB/c nude mice 
w/ SCC29B 
 

In-vitro: MTT and 

sulforhodamine B assays 
(viability); annexin V-FITC 
through FACS analysis 
(apoptosis); cleaved 
caspase-3, cleaved caspase-
8 and cleaved PARP through 
WB (apoptosis); autophagic 
vacuoles formation observed 
through an electron 
microscope and (autophagy); 
LC3-II expression through 
WB (autophagy) 
In-vivo:  Tumour volume 

measurements 

In-vitro: Up to 

1000nM (up to 
72h) 
In-vivo: 1.25 

mg/kg, 
2.5mg/kg, and 5 
mg/kg (up to 5 
days) 
 

In-vitro: -The IC50 values for Obatoclax at 72h were 

110 nM for AW8507, 101 nM for AW13516, and 94.5 nM 
for SCC29B. 
- Obatoclax treated cells showed absence of caspase-3, 

caspase-8, and PARP cleavage, indicating a caspase-
independent, nonapoptotic form of induced cell death  
- Obatoclax exhibited a significant clonogenic inhibition 
in combination with ionizing radiation as opposed to 
either treatment alone. 
In-vivo:  Obatoclax resulted in a significant reduction in 

the mean tumour volume without a significant decrease 
in the weight of the animals. 

Sabutoclax (BI-97C1) 
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Maji et al. 
(2015) 
[34] 

HNSCC Celecoxib Cell-lines: H357, 

SCC4, SCC9, 
FaDu; primary 
keratinocytes 

In-vitro:  MTT assay; trypan 

blue assays (viability); 
cleaved caspase-3, cleaved 
caspase-9, and cleaved 
PARP through WB 
(apoptosis); autophagic 
vacuoles formation observed 
through an electron 
microscope and (autophagy); 
LC3-II expression through 
WB (autophagy); 
monodansylcadaverine 
through flow cytometry 
(autophagy) 

In-vitro: 1 up to 

10 μM (up to 
48h) 
 

In-vitro:  At 48h considering the concentration of 2 μM 

of sabutoclax, cell viability decreased to around 45 to 
50% for SCC4 and SCC9 and around 15 to 20% for 
H357 and FaDu. 
- No significant decrease in cell viability was observed 
considering primary keratinocytes.  
- At 48h considering the concentration of 10 μM of 
Sabutoclax, a 30% induction of cell death was observed, 
as measured by the trypan blue assay. 
- Sabutoclax resulted in formation of autophagic 
vacuoles, induced monodansylcadavering staining and 
increased the conversion of LC3-I to LC3II, suggesting 
that this drug induced cell death by autophagy. 
- Sabutoclax and celecoxib synergistically inhibited the 
growth of H357 cells 

YC137 

Low et al. 
(2012) 
[26] 

NPC* Cisplatin 
Paclitaxel 

Cell-lines: 

HK1, CNE1*, TW01, 
SUNE1*; 
immortalised 
epithelial cells 
(NP69 and NP460) 

In-vitro: MTT assay 

(viability); annexin V-PE 
through FACS analysis 
(apoptosis); caspase 3/7, 
caspase-8, and caspase-9 
activity through 
spectrophotometry 
(apoptosis), histone/DNA 
ELISA assay kit (apoptosis) 
 

In-vitro: Up to 

100 μM (up to 
72h) 
 

In-vitro: - The IC50 values for YC137 at 72h were  

36.78±68.9 μM for HK1, 54.92±6.14 μM for CNE1, >100 
μM for TW-01, and 69.86±6.14 μM for SUNE1. 
- YC137 potentiates cisplatin (but not paclitaxel) 
sensitivity in HK1 and CNE1 (NPC cells that overexpress 
BCL-2). 
- YC137 had no obvious inhibitory or synergistic effects 
on cisplatin in the TW01 and SUNE1 NPC cells (NPC 
cells that underexpress BCL-2). 

 
Legend: *Cell lines listed as potentially HeLa contaminated (originated from human cervix carcinoma); ApoG2: Apogossypolone; D50: time to 50% survival; DNA: 

Deoxyribonucleic acid; FACS: fluorescence-activated single cell sorting; FITC: fluorescein isothiocyanate; GAA: gossypol acetic acid; IC50: half maximal inhibitory concentration; 
IF: immunofluorescence; HNSCC: head and neck squamous cell carcinoma; HPV: human papillomavirus; LEC: larynx epidermoid carcinoma; MTS: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NAC: N-acetyl-cysteine; NPC: Nasopharyngeal 
carcinoma; PARP: poly(ADP-ribose) polymerase; PI: propidium iodide; RNA: Ribonucleic acid; SCC: squamous cell carcinoma; OSCC: oral squamous cell carcinoma; TUNEL: 
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling; WB: Western Blotting. 



104 

 

Tabela 7 - (do artigo publicado em língua inglesa). Table 7 - Methods used for 
detection of cell death across included studies assessing the effects of validated and 
putative BH3-mimetics in head and neck squamous cell carcinomas. 

BH3-mimetic Study [reference] 
Cell death assessment 

In vitro In vivo 

(-) Gossypol Oliver et al. (2004) [10] DNA degradation NA 

Bauer et al. (2005) [51] DNA degradation NA 

Wolter et al. (2006) [55] Viability assay DNA degradation 

Sikora et al. (2008) [52] DNA degradation NA 

Imai et al. (2012) [56] Viability assay Tumour volume 

Lin et al. (2013) [53] Propidium iodide NA 

Zerp et al. (2015) [54] Propidium iodide NA 

Swiecicki et al. (2016) [30] NA NA 
(±) Gossypol Konac et al. (2005) [28] DNA degradation NA 

Kasten-Pisula et al. (2007) [60] Multiple assays NA 

Boehm et al. (2008) [58] Multiple assays NA 

Wong et al. (2012) [59] Multiple assays NA 

Benvenuto et al. (2017) [57] DNA degradation NA 
TW-37 Ashimori et al. (2009) [64] Propidium iodide DNA degradation 

Lu et al. (2017) [65] Multiple assays DNA degradation 

Ahn et al. (2019) [63] Multiple assays Tumour volume 

Yang et al. (2020) [66] Multiple assays NA 
ApoG2 Hu et al. (2008) [23] Multiple assays Tumour volume 

He et al. (2014) [24] NA NA 
Zheng et al. (2017) [25] Multiple assays Tumour volume 

ABT-737 Li et al. (2009) [31] Multiple assays NA 

Gao et al. (2014) [37] Multiple assays NA 

Maji et al. (2015) [34] Multiple assays NA 

Shin et al. (2015) [36] Multiple assays DNA degradation 

Gilormini et al. (2016) [32] Multiple assays Tumour volume 

Li et al. (2016) [35] Multiple assays Tumour volume 

Kim et al. (2017) [33] Multiple assays NA 

Navitoclax Britt et al. (2019) [41] Multiple assays NA 

Yang et al. (2019) [38] Multiple assays DNA degradation 

Gadsden et al. (2020) [39] Multiple assays NA 

Tuomainen et al. (2021) [40] Multiple assays NA 

Venetoclax Xiong et al. (2016) [22] Multiple assays Tumour volume 

Guy et al. (2021) [45] Multiple assays Tumour volume 

Obatoclax Yazbeck et al. (2014) [67] Multiple assays NA 

Sulkshane et al. (2017) [68] Multiple assays 
 Tumour volume 

Sabutoclax Maji et al. (2015) [34] Multiple assays NA 
YC137 Low et al. (2012) [26] Multiple assays NA 

Multiple BH3 Wang et al. (2018) [27] Multiple assays No 

Carter et al. (2019) [48] Multiple assays Tumour volume 

Ow et al. (2019) [49] Viability assay NA 

Ow et al. (2020) [50] Viability assay NA 

 
Legend: NA: not applicable. 
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5.3 Considerações finais (Capítulo I) 

Os estudos analisados a partir da revisão da literatura indicaram um relevante 

efeito anticâncer dos compostos miméticos de BH3, tanto putativo quanto validados, 

sobre carcinomas de cabeça e pescoço. Esses compostos apresentaram capacidade 

de induzir morte celular por apoptose de células tumorais, exibindo pouco ou nenhum 

efeito citotóxico sobre células normais. Além disso, os estudos também demonstraram 

uma substancial redução do volume tumoral em modelos animais. Vale ressaltar, 

entretanto, que os efeitos anticâncer observados em miméticos de BH3 putativos 

podem estar relacionados, em maior ou menor extensão, a determinadas interações 

fora-do-alvo, tais como a indução de morte celular por autofagia.
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6 CAPÍTULO II 

ESTUDO IN-VITRO ACERCA DOS EFEITOS BIOLÓGICOS DOS COMPOSTOS 

MIMÉTICOS DE BH3, NAVITOCLAX E VENETOCLAX, SOBRE CÉLULAS DE 

CARCINOMA EPIDERMOIDE BUCAL E FIBROBLASTOS ORAIS 
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6.1 Apresentação 

 Neste capítulo, são apresentados a metodologia e os resultados do estudo in-

vitro, no qual foram investigados os efeitos biológicos de dois compostos miméticos 

de BH3 (Navitoclax e Venetoclax) sobre células de CEB e diferentes fenótipos de 

fibroblastos orais. De maneira geral, fibroblastos e outras células em estado de 

normalidade não dependem da superexpressão de proteínas da família BCL-2 para 

manterem-se viáveis (LAGARES et al., 2017), desse modo, é proposta uma ação 

seletiva de compostos miméticos de BH3 sobre células que superexpressam 

proteínas da família BCL-2 para sua sobrevivência, tais como células tumorais 

(FERNALD e KUROKAWA, 2013). Assim, os ensaios realizados visaram investigar os 

efeitos desses compostos sobre a viabilidade, proliferação e migração de células de 

CEB. Para verificar se os efeitos foram seletivos às células tumorais nas 

concentrações e tempos avaliados, esses mesmos ensaios foram realizados em 

fibroblastos orais não-senescentes. 

Além disso, também foi avaliada a capacidade desses compostos em induzir 

morte celular pelo mecanismo de apoptose em células de CEB e fibroblastos orais 

senescentes. Células senescentes são consideradas resistentes a morte celular, 

podendo se acumular no organismo e resultar em efeitos deletérios devido ao seu 

fenótipo secretor característico, especialmente quando presentes no microambiente 

tumoral (CAMPISI, 2011). Similarmente às células tumorais, o aumento da expressão 

de proteínas da família BCL-2 pode ser um dos mecanismos pelos quais as células 

senescentes podem evadir a morte celular (YOSEF et al., 2016). Assim, determinados 

miméticos de BH3 podem exibir propriedades senolíticas e induzir apoptose de células 

senescentes presentes no microambiente tumoral (ZHU et al., 2016), podendo 

desempenhar um efeito anticâncer indireto e impactar positivamente no prognóstico 

de diversos tipos de câncer de origem epitelial (ZHANG e LIU, 2013).
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6.2 Material e Métodos 

 

6.2.1 Aquisição da linhagem permanente de CEB 

A linhagem tumoral CAL27 foi adquirida através do Banco de Células do Rio de 

Janeiro (BCRJ) e cultivada de acordo com as recomendações propostas pela 

American Type Culture Collection (ATCC). A linhagem CAL27 foi estabelecida em 

1982 por J. Gioanni (Centre Antoine Lacassagne, Nice Cedex, França), sendo 

originada de um paciente doador diagnosticado com um carcinoma epidermoide no 

terço médio da língua (GIOANNI et al., 1988). As células da linhagem CAL27 são 

poligonais e com um citoplasma altamente granular (Figura 8). 

 

Figura 8 - Fotomicrografia das células de CEB em cultivo (linhagem permanente 

CAL27). Observa-se células com fenótipo epitelial, morfologia poligonal, citoplasma 

granular e variados tamanhos (Zeiss AxioVert 40C, 10x, Zeiss, Oberkochen, 

Alemanha). a) Filtro de campo claro e b) filtro de contraste de fase. 

 

Fonte:  Fotomicrografias obtidas pelo autor. 
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6.2.2 Aquisição da linhagem primária de fibroblastos orais 

 

6.2.2.1 Aspectos éticos 

Um projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH-UFSC), com a 

finalidade de obtenção de fibroblastos gengivais humanos (HGF) para 

estabelecimento de cultura primária (Número do Parecer: 3.700.997; CAAE: 

22712619.5.0000.0121) (Anexo A). 

 

6.2.2.2 Obtenção das amostras de tecido gengival 

A linhagem primária de HGF foi obtida pela técnica de explante de tecido 

gengival, o qual foi removido durante procedimento cirúrgico de cunha distal (com 

necessidade previamente estabelecida) realizado em pacientes atendidos no Centro 

de Ensino e Pesquisa em Implantes Dentários da Universidade Federal de Santa 

Catarina (CEPID-UFSC). Aos pacientes que optaram por contribuir com os estudos, 

foi fornecido um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice A), 

autorizando, por escrito, a utilização do tecido removido para fins de pesquisa. 

 

6.2.2.3 Isolamento dos fibroblastos orais e estabelecimento da cultura primária 

A linhagem primária de HGF utilizada no presente estudo foi estabelecida a 

partir de tecido gengival de um paciente doador com indicação para cirurgia de cunha 

distal. O tecido removido (explante) durante cirurgia foi acondicionado em um tubo 

tipo Falcon estéril de 15 mL, contendo 10 mL de solução salina de fosfato tamponada 

(PBS, do inglês phosphate-buffered saline) (Sigma-Aldrich, Missouri, Estados Unidos 

da América [EUA]) e 4% de antibióticos e antifúngico (PSA, do inglês penicillin-

streptomycin-amphotericin) (LGC Biotecnologia, São Paulo, Brasil), mantida em 

temperatura entre 4ºC e 8ºC.  

O explante foi transportado em recipiente com gelo ao Laboratório de Virologia 

Aplicada da Universidade Federal e Santa Catarina (LVA-UFSC), na área de cultivo 

celular, sendo processado em condições assépticas em uma cabine de fluxo laminar. 

Em seguida, o tecido foi lavado 2 vezes com PBS e a porção epitelial do explante foi 
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removida com o auxílio de um cabo de bisturi e lâmina número 15C. 

A porção conjuntiva do explante foi fragmentada em porções com 

aproximadamente 1 mm2. Subsequentemente, foram utilizados frascos de 25 cm2 para 

o cultivo celular. Em cada frasco, foram inseridos cerca de 3 fragmentos do explante, 

além de 5 mL de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, do inglês Dulbecco's 

Modified Eagle Medium) (LGC Biotecnologia) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Sigma-Aldrich) e 1% de PSA (LGC Biotecnologia). Os frascos contendo 

os explantes foram armazenados em estufa a temperatura de 37ºC, em atmosfera 

úmida contendo 95% de ar e 5% de dióxido de carbono (CO2). O crescimento celular 

no interior dos frascos foi observado a cada 1-2 dias com auxílio de um microscópio 

invertido (Olympus IX71, 40x, Tóquio, Japão). 

O meio de cultivo foi trocado a cada 2-3 dias. Após atingirem a subconfluência, 

que ocorre quando as células ocupam 70% da área cultivável do frasco, o fragmento 

de tecido gengival foi descartado e as células foram  enzimaticamente removidas pela 

adição de tripsina (Sigma-Aldrich). Para isso, cada frasco foi lavado 3 vezes com 2 

mL de PBS. Posteriormente, foi acrescentado 500 μL de tripsina, a qual foi mantida 

em contato com as células durante aproximadamente 5 min a uma temperatura de 

37ºC. A tripsina foi neutralizada pela adição de 5 mL de DMEM suplementado com 

10% de SFB e 1% de PSA. Cada frasco de cultura primária deu origem a uma nova 

subcultura na proporção de 1:1. O cultivo celular ocorreu até a #6 passagem para 

garantir que o único tipo celular presente nos frascos fossem fibroblastos (Figura 9), 

sendo posteriormente realizado o teste para avaliação de infecção por micoplasma e, 

subsequentemente, o congelamento celular.  
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Figura 9 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 10x) dos fibroblastos gengivais 

humanos (linhagem primária HGF) em cultivo. Observa-se células com fenótipo 

mesenquimal, morfologia dendrítica, estrelada e/ou fusiforme, apresentando ainda 

diversos prolongamentos citoplasmáticos. a) Filtro de campo claro e b) filtro de 

contraste de fase. 

 

Fonte:  Fotomicrografias obtidas pelo autor. 

 

6.2.3 Aquisição dos compostos experimentais 

 Os compostos Navitoclax e Venetoclax foram adquiridos da empresa 

MedChemExpress (Nova Jersey, EUA) através da representante local Veritas (São 

Paulo, Brasil). Seguindo as recomendações do fabricante, os compostos foram 

diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) a uma concentração máxima de 10 mM (solução 

de estoque), sendo então armazenados em ultrafreezer -80ºC. Após a diluição para 

as concentrações de trabalho, as soluções foram filtradas com auxílio de um filtro para 

seringa (membrana de polietersulfona de 0,22 µm) e armazenadas em freezer -20ºC 

por até um mês. 

 

6.2.4 Procedimentos e protocolos 

 

6.2.4.1 Procedimentos e protocolos de rotina 

Todos os procedimentos e protocolos foram realizados em cabines de fluxo 

laminar vertical (classe II) para manutenção da esterilidade dos materiais e das 

substâncias utilizadas. Uma descrição detalhada dos procedimentos de rotina como 
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contagem celular, avaliação de infecção por micoplasma, congelamento e 

descongelamento celular pode ser encontrada na seção de metodologia expandida, 

ao final deste capítulo. Além disso, as células não foram tratadas com antibióticos ou 

antifúngicos durante o período do estudo (com exceção dos HGF durante o período 

de estabelecimento da cultura primária, até a passagem #5). 

 

6.2.4.2 Protocolo de indução da senescência (H2O2) 

Para experimentos nos quais foram utilizados HGF com fenótipo senescente, 

foi realizada a indução prematura da senescência por meio de estresse oxidativo. Para 

isso, foi utilizada uma solução de peróxido de hidrogênio 30% (H2O2) (Sigma-Aldrich), 

conforme protocolo previamente descrito na literatura (CHEN, OZANNE e HALES, 

2007). 

As células de HGF foram cultivados em garrafas de 75 cm2 e, ao atingirem 

aproximadamente 70% de confluência, o meio foi aspirado, as células foram lavadas 

3 vezes com PBS e, em seguida, foi adicionado 10 mL de solução de meio DMEM 

completo contendo uma concentração subtóxica de H2O2 (400 µM). As células foram 

expostas a solução de H2O2 durante um período de 2h, sendo mantidas em estufa a 

37ºC e 5% de CO2. Após esse período, foram realizadas 3 lavagens com PBS e, em 

seguida, acrescentado o meio DMEM completo, sendo as células mantidas em estufa 

de CO2 durante 72h.  

Para garantir uma população mais homogênea de células senescentes e inibir 

a sua reentrada no ciclo celular, foi realizado um segundo tratamento com H2O2, 

seguindo todas as etapas descritas anteriormente. Após 72h da segunda exposição, 

as células foram, então, utilizadas para os experimentos previstos (Figura 10). Ainda, 

para inibir a proliferação da fração de células que não entraram em senescência, um 

tratamento prolongado com H2O2 (20 µM) foi realizado a cada troca de meio de cultivo 

(2-3 dias). 
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Figura 10 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 10x, contraste de fase) 

demonstrando (a) HGF não-senescentes entre a #6 e #10 passagem (morfologia 

fusiforme e alongada) e (b) HGF com fenótipo senescente, após 72h do segundo 

tratamento com peróxido de hidrogênio (morfologia irregular e achatada, com aumento 

do tamanho do citoplasma e do número de prolongamentos citoplasmáticos). 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 

 

6.2.4.3 Quantificação das células com fenótipo senescente (SA-β-Gal) 

Para confirmação de que as células passaram a adquirir um fenótipo 

senescente após os tratamentos com H2O2, foi utilizado um kit comercial para 

detecção da atividade da enzima SA-β-Gal (Biovision, Califórnia, EUA). As células de 

HGF tratadas com H2O2 foram semeadas em uma densidade de 0,25x104 

células/cavidade em placas de 96 cavidades. Como controle negativo, foram utilizadas 

células de HGF com baixo número de passagens (entre #6 e #10), as quais foram 

semeadas paralelamente e em igual densidade. As células foram mantidas em estufa 

a 37ºC e 5% de CO2 para garantir a adesão celular.  

Após esse período, as células foram fixadas durante 10 min com o fixador 

disponibilizado pelo fabricante. Após a fixação, uma solução de X-Gal (20 mg/mL), 

preparada conforme as recomendações do fabricante, foi acrescentada nas cavidades 

e as placas foram mantidas em estufa a 37ºC (dentro de embalagens hermeticamente 

fechadas e protegidas de fontes luminosas), durante um período de 24h. Ainda, como 

a marcação SA-β-Gal ocorre em um pH subótimo de 6,0 (GARY e KINDELL, 2005), 

após cada preparo da solução de X-Gal, o pH foi aferido e ajustado com solução de 

ácido cítrico, conforme necessário. Subsequentemente, foram realizadas 
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fotomicrografias com auxílio de microscópio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 5x) e 

sistema de captura (câmera CMOS 5MP, ZZCAT).  

Para cada amostra, foram realizadas duas fotomicrografias de campos 

distintos. O software ImageJ foi utilizado para a contagem de células e, 

subsequentemente, foi calculado o percentual de células positivas para a atividade da 

enzima SA-β-Gal. A linhagem foi considerada senescente quando pelo menos 50% 

das células apresentassem expressão positiva de SA-β-Gal. 

 

6.2.5 Experimentos 

Todos os experimentos descritos a seguir foram realizados em três repetições 

independentes, cada uma delas em triplicata. 

 

6.2.5.1 Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B) 

Este ensaio colorimétrico tem como base a capacidade do corante 

Sulforrodamina B (Sigma-Aldrich) em se ligar a aminoácidos presentes nas proteínas 

celulares. Em placas de 96 cavidades, esse ensaio exibe uma faixa linear dinâmica 

em densidades entre 7,5x103 e 1,8x105 células por cavidade, representando entre 1% 

e 200% de confluência. A leitura das placas foi realizada através da mensuração da 

absorbância, a qual representa a quantidade de componentes proteicos presentes em 

cada cavidade. Uma vez que a ligação da Sulforrodamina B é estequiométrica, a 

quantidade de corante extraído das células coradas é diretamente proporcional a 

massa celular (VICHAI e KIRTIKARA, 2006). 

Para a realização deste experimento, as células foram semeadas em placas de 

96 cavidades em densidades de 1,0x104 (HGF) e 1,5x104 (CAL27) células/cavidade, 

sendo mantidas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 durante 24h. Após esse período, as 

células foram observadas em microscópio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 40x) para 

confirmação da adesão celular. Subsequentemente, o meio das placas foi aspirado e 

foi realizado o acréscimo dos compostos experimentais nas concentrações e tempos 

previstos.  

Ao final de cada tempo experimental, foi realizada a fixação das células com 

ácido tricloroacético (TCA), o qual foi adicionado em uma proporção de 1:1 em relação 
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ao volume presente em cada cavidade, resultando em uma concentração final de TCA 

de 10%. As placas foram acondicionadas em geladeira durante 1h e, após este 

período, foram lavadas 4x com água destilada com o auxílio de uma pisseta graduada. 

As placas foram armazenadas destampadas, à temperatura ambiente (TA), por pelo 

menos 24h, para garantir a adequada secagem das cavidades. 

Após este período, realizou-se a etapa de coloração das células com 

Sulforrodamina B, preparada em uma concentração de 0,057% (peso/volume) em 

solução de 1% de ácido acético (volume/volume). As placas foram mantidas à TA 

durante 30 min, sendo então lavadas 4x com solução de 1% de ácido acético, também 

com o auxílio de uma pisseta graduada. As placas foram mantidas destampadas por 

pelo menos 24h visando a completa secagem das cavidades. 

Em seguida, foram acrescentados 100 µL de uma solução de Tris base (10 

mM) em cada cavidade para solubilizar o corante ligado à proteína. Após 30 min, foi 

realizada a leitura da absorbância (510 nm) em leitora de microplacas (SpectraMax 

M2, Molecular Devices, Califórnia, EUA) com auxílio do software SoftMax Pro 

(Molecular Devices). O valor de absorbância dos compostos experimentais foi 

comparado ao controle negativo (meio DMEM completo), o qual foi utilizado como 

referência para o cálculo da medida de efeito (percentual de crescimento celular). 

Além disso, quando apropriado, foi calculada a concentração citotóxica para 50% das 

células (CC50). 

 

6.2.5.2 Ensaio de proliferação celular (CyQuant®) 

Para avaliação da proliferação celular, foi utilizado um método de quantificação 

baseado em corante fluorescente (CyQuant®, Thermo Fischer Scientific, 

Massachusetts, EUA). O corante CyQuant® GR se liga a ácidos nucleicos e possui 

maior acurácia do que ensaios baseados em metabolismo celular ou quantificação 

proteica. Para a realização desse ensaio, foram utilizadas placas de 96 cavidades; as 

células foram semeadas em densidades de 1,0x104 (HGF) e 1,5x104 (CAL27) 

células/cavidade, sendo mantidas em estufa durante 24h para garantir a adesão 

celular. Após esse período, o meio foi aspirado e foram acrescentados os compostos 

experimentais nas concentrações e tempos previstos. 
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Ao final dos tempos experimentais, foi realizada uma etapa adicional de 

lavagem com PBS devido a interferência do vermelho fenol presente no meio DMEM 

com o corante fluorescente CyQuant® GR. Após a lavagem, as placas foram 

armazenadas em ultrafreezer -80ºC por no mínimo de 24h e no máximo de 30 dias. A 

etapa de armazenamento em baixa temperatura auxilia no processo de lise celular, 

necessária para uma adequada ligação do corante fluorescente aos ácidos nucleicos. 

Após essa etapa, as placas foram retiradas do ultrafreezer e mantidas em bancada 

até atingirem a TA. 

Subsequentemente, foi adicionado 200 μL de solução de CyQuant® GR e 

tampão de lise celular, preparada conforme as recomendações do fabricante. As 

placas foram incubadas à TA por um período de 5 min, protegidas da luz. As amostras 

resultantes foram levadas a uma leitora de microplacas (SpectramaxM2, Molecular 

Devices) com comprimentos de onda apropriados para fluorescência (480 nm 

excitação e 520 nm emissão), conforme recomendado pelo fabricante. 

Além disso, para cada linhagem, foi estabelecida uma curva-padrão 

considerando um número de células pré-estabelecido (em diluição seriada de 50.000 

a 50 células) e a intensidade de fluorescência equivalente. A partir dessa curva, foi 

gerada uma equação linear, a partir da qual as medidas de fluorescência das amostras 

foram interpoladas para que se obtivesse o número correspondente de células. 

Subsequentemente, o número de células relativo a cada composto experimental foi 

comparado ao controle negativo (meio DMEM completo) e ao tempo 0h, os quais 

foram utilizados como referência para o cálculo da medida de efeito. 

 

6.2.5.3 Ensaio de migração celular ("Scratch") 

Para avaliação da migração celular, foi utilizado o método "Scratch", que tem 

como princípio a criação de uma interrupção da monocamada celular e 

acompanhamento do fechamento desta "ferida artificial" ao longo dos tempos 

experimentais pré-determinados. Para a realização desse experimento, as células da 

linhagem CAL27 foram semeadas em uma densidade de 1,0x105 células/cavidade em 

placas de 96 cavidades. Previamente ao plaqueamento, para minimizar o efeito da 

proliferação celular sobre ensaio de migração, as células foram centrifugadas a 1000 

rpm durante 3 min e ressuspendidas em meio DMEM suplementado com uma baixa 

concentração de SFB (0,1%), sendo mantidas em estufa a 37º e 5% de CO2 para 
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garantir a tanto a adesão celular quanto a inibição da proliferação. Esse procedimento, 

comumente denominado como "serum starvation", resulta em uma interrupção 

temporária do ciclo celular e sincroniza as células para uma mesma fase do ciclo 

GRADA et al. (2017). 

Para as células de HGF, foi realizado um protocolo alternativo de semeadura 

celular para permitir um maior tempo de adesão e evitar descolamentos excessivos 

durante a realização da ferida na monocamada celular. Primeiramente, os fibroblastos 

foram semeados em uma densidade de 1,0x104 células/cavidade em placas de 96 

cavidades. Para que as células atingissem a confluência necessária para o 

experimento, as placas foram mantidas em estufa durante 72h. Após esse período, o 

meio foi aspirado e substituído por meio DMEM suplementado com baixa 

concentração de SFB (0,1%), visando minimizar o efeito da proliferação celular 

durante o período do experimento. 

Após 24h do pré-tratamento com "serum starvation", as cavidades foram 

inspecionadas em microscópio invertido (Zeiss AxioVert 40C, 40x) para verificar se as 

células atingiram uma confluência entre 90 e 100%. Subsequentemente, foi realizada 

uma ferida retilínea e vertical na região central de cada cavidade com auxílio de uma 

ponteira estéril de 200 µL. A passagem da ponteira resulta no descolamento das 

células subjacentes, permitindo que as células marginais ao espaço vazio recém-

criado possam migrar. Após esse procedimento, o meio foi aspirado e as cavidades 

foram lavadas 2 vezes com 200 μL de PBS. Os compostos experimentais foram, 

então, acrescentados nas concentrações pré-determinadas e o meio DMEM completo 

foi utilizado como controle. 

Para avaliação do fechamento da ferida, foram realizadas fotomicrografias 

seriadas (Câmera CMOS 5MP, ZZCAT, Província de Hunan, China) com auxílio do 

software ToupView (ToupTek Photonics, Zhejiang, China), em microscópio invertido 

(Zeiss AxioVert 40C, 40x). Para cada cavidade, foram capturados os mesmos dois 

campos (região superior e inferior da cavidade). O acompanhamento foi realizado a 

cada 24h, desde o tempo 0h até o fechamento da ferida no grupo controle (48h ou 

72h). Em cada imagem capturada, foi realizada a mensuração da área da ferida por 

meio do programa ImageJ (software de domínio público, National Institutes of Health, 

Maryland, EUA).  
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Para uma adequada mensuração da área da ferida pelo programa ImageJ, as 

imagens foram primeiramente convertidas para o formato 8-bits e em seguida 

processadas com o recurso "Bandpass filter". Posteriormente, foi aplicado o recurso 

"Threshold", sendo realizados ajustes até que a ferida artificial apresentasse um fundo 

completamente escuro. Subsequentemente, foi aplicado o recurso "Minimum" com um 

raio de 7,0 pixels, sendo o efeito complementado pelo recurso "Fill holes". A área da 

ferida foi então delimitada através da ferramenta "Wand (tracing) tool" e mensurada 

com o recurso "Measure". A Figura 11 representa a imagem inicial e a mesma imagem 

após a aplicação dos filtros, recursos e ferramentas indicados. Por último, foi calculado 

o percentual de fechamento da ferida para cada composto e tempo experimental, 

tendo como referência área inicial mensurada no tempo de 0h. 

 

Figura 11 - Painel representativo do ensaio de migração (linhagem CAL27). a) 

Fotomicrografia original (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) da ferida na 

monocamada celular, realizada com auxílio de uma ponteira de 200 μL e b) Imagem 

processada pelo software ImageJ para mensuração da área da ferida. 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 

 

6.2.5.4 Ensaio de apoptose celular (Anexina V e Iodeto de propídio) 

 Para investigação da indução de morte celular pelo mecanismo de apoptose, 

foi utilizado um kit comercial para citometria de fluxo contendo os marcadores anexina 

V e iodeto de propídio (Dead Cell Apoptosis Kit®, Invitrogen, Thermo Fischer 

Scientific). Esse ensaio tem como princípio a translocação do lipídio fosfatidilserina da 
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superfície interna para a superfície externa da membrana celular em células 

apoptóticas. Nesse contexto, a anexina V apresenta uma ligação de alta afinidade a 

fosfatidilserina, sendo um marcador de células que entraram em processo de 

apoptose. O iodeto de propídio é impermeável em células vivas ou em processo de 

apoptose precoce, entretanto, em células mortas ou em processo de apoptose tardia, 

ocorre a permeabilização da membrana celular e o iodeto de propídio passa a 

apresentar forte marcação devido à sua ligação aos ácidos nucleicos (OANCEA et al., 

2006). 

 Para realização desse ensaio, as células foram semeadas em placas de 24 

cavidades em densidades de 1,0x105 células/cavidade (HGF senescentes) e 2,0x105 

células/cavidade (CAL27). As células foram mantidas durante 24h em estufa a 37ºC 

e 5% de CO2 para garantir a adesão celular. Subsequentemente, o meio foi aspirado 

e foram acrescentados os compostos experimentais. Como controle negativo da 

apoptose, foi utilizado o meio DMEM completo e, como controle positivo, foram 

utilizados os compostos H2O2 (600 µM; Sigma-Aldrich) para a linhagem de HGF 

senescentes e camptotecina (1,5 µM; Sigma-Aldrich) para a linhagem CAL27. Ainda, 

como controle positivo da necrose, as células foram submetidas a choque térmico, 

induzido da seguinte maneira: 1) exposição das células a uma temperatura de -80ºC 

em ultrafreezer durante 5 min; 2) rapidamente, exposição das células a uma 

temperatura de 50ºC em banho-maria, durante 2 min; 3) repetição das etapas 

anteriores por mais 2 vezes. 

 Após o tempo do experimento, o sobrenadante foi coletado e armazenado em 

tubos de poliestireno específicos para citometria de fluxo. Subsequentemente, as 

células foram enzimaticamente removidas das cavidades pela adição de 200 μL de 

tripsina, sendo as placas mantidas em estufa a 37ºC por aproximadamente 5 a 7 min. 

A tripsina foi neutralizada com acréscimo de 1,5 mL de meio DMEM completo e, em 

seguida, as células foram coletadas nos tubos de poliestireno correspondentes. Os 

tubos foram centrifugados a uma velocidade de 1000 rpm durante 3 min. 

Subsequentemente, as células foram lavadas com PBS gelado (entre 4ºC e 8ºC) e 

novamente centrifugadas, conforme indicado. O PBS foi aspirado e as células foram 

ressuspendidas em solução tampão (concentração de 1X), disponibilizada pelo 

fabricante. Em seguida, as células foram contadas em hemocitômetro e diluídas até 

uma concentração final entre 5,0x105 e 1,0x106 células/mL. Para cada 100 μL de 
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suspensão celular na concentração indicada, foram acrescentados 5 μL de anexina V 

e 1 μL de solução de iodeto de propídio (100 μg/mL)  

As células foram incubadas durante 15 min, à TA, e protegidas de fontes 

luminosas, sendo em seguida analisadas em citômetro de fluxo (FACSCANTO II, BD 

Bioscience, Nova Jersey, EUA) em parceria com o Laboratório Multiusuário de 

Estudos em Biologia da Universidade Federal de Santa Catarina (LAMEB/UFSC). Os 

parâmetros utilizados para leitura da fluorescência foram emissão de 530 nm (FL1) e 

>575 nm (FL3), conforme indicado pelo fabricante. 

 

6.2.6 Análise estatística 

A tabulação dos dados e as análises estatísticas descritivas foram realizadas 

através do programa Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation, Washington, EUA). 

Os resultados foram expressos como médias e/ou medianas e suas respectivas 

medidas de dispersão (desvio padrão e/ou intervalo interquartil). 

As análises estatísticas inferenciais foram realizadas com auxílio do programa 

SPSS Statistics 25 (IBM, Nova Iorque, EUA). Foram escolhidos testes paramétricos 

(ANOVA ou teste T de Student) ou não-paramétricos (Mann-Whitney, Kruskal-Wallis 

ou Friedman) apropriados para cada experimento com base nas hipóteses, 

quantidade de grupos e conformidade aos pressupostos estatísticos.  

Para ensaios nos quais foram utilizados testes paramétricos, o pressuposto da 

normalidade foi verificado através dos testes Shapiro-Wilk (n<30) ou Kolmogorov-

Smirnov (n≥30). Ainda, considerando ANOVA para amostras independentes, o 

pressuposto da homoscedacidade (homogeneidade de variâncias) foi avaliado 

através do teste de Levene. A significância estatística foi fixada em α=0,05.  

Para o ensaio de citotoxicidade, em particular, foi utilizado o programa 

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califórnia, EUA) para o 

cálculo da CC50. Além disso, para as análises de citometria de fluxo, foi utilizado o 

programa Flowing Software 2.5.1 (Turku Bioscience, Universidade de Turku, 

Finlândia). 
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6.3 Resultados 

Os dados relacionados ao efeito do solvente (DMSO) em diferentes 

concentrações (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) sobre as linhagens celulares em estudo 

podem ser encontrados na seção de resultados complementares, ao final deste 

capítulo.  

Comparado ao controle (DMEM), não foram observados efeitos citotóxicos 

relevantes nas concentrações de 0,125% e 0,25% considerando as linhagens 

celulares investigadas. Nesse contexto, destaca-se que a proporção de solvente na 

maior concentração testada (20 μM) para ambos os compostos (Navitoclax e 

Venetoclax) foi menor do que 0,2%. 

Além disso, para os experimentos nos quais foram investigados HGF 

senescentes (após dois tratamentos com H2O2), o percentual médio de células 

positivas para atividade da enzima SA-β-Gal foi de 85,48% (desvio padrão de 3,64%). 

Em contrapartida, em HGF não-senescentes (entre a #6 e #10 passagem), o 

percentual médio de células positivas foi de 6,06% (desvio padrão de 2,31%) (Figura 

12). 

 

Figura 12 - Fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 5x, campo claro) representando a 

marcação de β-galactosidase associada a senescência em (a) HGF não-senescentes, 

entre a #6 e #10 passagem e (b) HGF com fenótipo senescente, 72h após o segundo 

tratamento com H2O2. 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor.  
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6.3.1 Ensaio de citotoxicidade (Sulforrodamina B) 

 

6.3.1.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

 Para a linhagem CAL27, ambos os compostos, Navitoclax e Venetoclax, foram 

testados nas concentrações de 5 μM, 10 μM e 20 μM e nos tempos experimentais de 

24h, 48h e 72h. As estatísticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersão 

em relação ao percentual de crescimento celular nas diferentes concentrações e 

tempos estão apresentadas na Tabela 8. 

 

Tabela 8 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) relativas ao 

percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos (DMEM, 

Navitoclax e Venetoclax, concentrações (5 μM, 10 μM e 20 μM) e tempos 

experimentais (24h, 48h e 72h). 

 
DMEM 

(controle) 
Navitoclax 

(5 μM) 
Navitoclax 

(10 μM) 
Navitoclax 

(20 μM) 
Venetoclax 

(5 μM) 
Venetoclax 

(10 μM) 
Venetoclax 

(20 μM) 

2
4

h
 

Média 
(DP) 

100,0 
(8,1) 

92,1 
(4,9) 

78,2 
(17,4) 

60,9 
(24,7) 

97,9 
(4,9) 

79,5 
(14,5) 

60,7 
(13,6) 

Mediana 
[IQR] 

99,62 
[5,81] 

92,92 
[5,21] 

83,78 
[12,5] 

68,61 
[44,53] 

98,25 
[4,47] 

75,2 
[25,09] 

57,56 
[21,4] 

4
8

h
 

Média 
(DP) 

100,0 
(7,7) 

79,7 
(7,2) 

70,2 
(16,6) 

48,8 
(28,1) 

93,4 
(9,8) 

72,4 
(8,4) 

38,4 
(9,8) 

Mediana 
[IQR] 

98,82 
[12,93] 

77,91 
[8,78] 

67,94 
[22,39] 

59,22 
[56,95] 

93,57 
[9,41] 

70,58 
[15,86] 

35,34 
[10,36] 

7
2

h
 

Média 
(DP) 

100,0 
(5,5) 

71,5 
(15,6) 

62 
(10,6) 

26,4 
(15,2) 

92,8 
(7,9) 

65,4 
(17,15) 

31,69 
(7,1) 

Mediana 
[IQR] 

100,01 
[4,72] 

78,33 
[29,7] 

61,78 
[15,6] 

16,49 
[29,25] 

93,36 
[13,28] 

69,43 
[26,51] 

30,86 
[14,16] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Com base nessas medidas de efeito, foi estimada a CC50, que corresponde a 

concentração citotóxica para 50% das células, conforme apresentado na Figura 13.  
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Figura 13 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráficos de regressão linear e curva 

concentração-resposta considerando o percentual de crescimento celular das células 

de CEB em relação ao composto Navitoclax em diferentes tempos e concentrações. 

 

 

A partir dessa curva, observou-se uma redução importante na CC50 nos 

diferentes tempos, conforme apresentado na Tabela 9. Essa redução sugere uma 

resposta tempo-dependente considerando a ação do Navitoclax sobre as células de 

CEB. 

 

Tabela 9 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Concentrações citotóxicas para 50% das 

células (CC50) e intervalo de confiança de 95% em relação ao composto Navitoclax 

nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 24h 48h 72h 

CC50 (95%CI) > 20 μM ≅ 20 μM 11,60 μM (7,75-17,48 μM) 

Legenda: 95%CI: Intervalo de confiança de 95%. 

 

Nesse contexto, em comparação com o tempo de 24h, diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas comparando com o tempo 

de 72h nas concentrações de 5 μM, 10 μM e 20 μM, indicando uma relação de efeito 

tempo-dependente relevante, conforme apresentado na Figura 14. 
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Figura 14 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o 

percentual de crescimento celular considerando o composto Navitoclax em diferentes 

tempos experimentais para cada concentração (relação tempo-dependente). 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Friedman para amostras dependentes (comparações pairwise 

pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

No que tange as diferentes concentrações do composto Navitoclax, todas 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em comparação com 

o controle negativo (DMEM) a partir de 48h; a concentração de 5 μM não exibiu 

diferenças significativas (p<0,05) comparada ao controle DMEM em 24h. Nesse 

contexto, diferenças estatisticamente significativas entre as concentrações testadas 

foram observadas somente entre 5 μM e 20 μM no tempo de 24h (Figura 15). Esses 

resultados indicam uma relação concentração-dependente menos proeminente. 
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Figura 15 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o 

percentual de crescimento celular considerando o composto Navitoclax em diferentes 

concentrações para cada tempo experimental (relação concentração-dependente). 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

Similarmente ao composto Navitoclax, observou-se uma redução na CC50 

considerando o efeito do composto Venetoclax nos diferentes tempos testados, 

conforme apresentado na Figura 16 e Tabela 10. 

 

Figura 16 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráficos de regressão linear e curva 

concentração-resposta considerando o percentual de crescimento celular das células 

de CEB considerando o composto Venetoclax em diferentes tempos e concentrações. 
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Tabela 10 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Concentrações citotóxicas para 50% 

das células (CC50) e intervalo de confiança de 95% considerando o composto 

Venetoclax nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 24h 48h 72h 

CC50 (95%CI) > 20 μM ≅ 20 μM  16,01 μM (9,82-27,24 μM) 

Legenda: 95%CI: Intervalo de confiança de 95%. 

 

Apesar da redução na CC50, somente foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) entre os tempos experimentais de 24h e 72h 

na concentração de 20 μM (Figura 17), indicando uma relação tempo-dependente 

menos proeminente. 

 

Figura 17 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o 

percentual de crescimento celular considerando o composto Venetoclax em diferentes 

tempos experimentais para cada concentração (relação tempo-dependente). 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Friedman para amostras dependentes (comparações pairwise 

pelo teste de Dunn-Bonferroni). 
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 Em contrapartida, o composto Venetoclax exibiu uma relação concentração-

dependente mais acentuada, conforme apresentado na Figura 18. Em comparação 

com o controle negativo (DMEM), somente as concentrações de 10 μM e 20 μM 

apresentaram diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). Ainda, diferenças 

estatisticamente significativas entre as diferentes concentrações foram observadas 

considerando a concentração de 5 μM e 20 μM em todos os tempos experimentais. 

 

Figura 18 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o 

percentual de crescimento celular considerando o composto Venetoclax em diferentes 

concentrações para cada tempo experimental (relação concentração-dependente). 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

 No que tange a comparação entre Navitoclax e Venetoclax, diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas somente entre as 

concentrações de 5 μM e 20 μM (Tabela 11). Esses resultados sugerem um efeito 

citotóxico potencialmente comparável entre os compostos em concentrações entre 10 

μM e 20 μM considerando a linhagem de CEB investigada. 
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Tabela 11 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Probabilidades de significância (valores 

de p) considerando os compostos Navitoclax e Venetoclax em diferentes 

concentrações (5 μM, 10 μM e 20 μM) e tempos experimentais (24h, 48h e 72h). 

 24h 48h 72h 

Navitoclax (5 μM) - Venetoclax  (5 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (5 μM) - Venetoclax  (10 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (5 μM) - Venetoclax  (20 μM) p<0,05 p<0,05 p<0,05 

Navitoclax (10 μM) - Venetoclax  (5 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (10 μM) - Venetoclax  (10 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (10 μM) - Venetoclax  (20 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (20 μM) - Venetoclax  (5 μM) p<0,05 p<0,05 p<0,05 

Navitoclax (20 μM) - Venetoclax  (10 μM) n.s n.s. n.s. 

Navitoclax (20 μM) - Venetoclax  (20 μM) n.s n.s. n.s. 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

6.3.1.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

As estatísticas descritivas em relação ao percentual de crescimento celular 

para o controle negativo (DMEM) e os compostos experimentais (Navitoclax e 

Venetoclax) em diferentes concentrações estão descritas na Tabela 12. 

.  

  



129 

 

Tabela 12 - Ensaio de citotoxicidade (HGF). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) relativas ao 

percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos (DMEM, 

Navitoclax e Venetoclax) e concentrações (5 μM, 10 μM e 20 μM) no tempo 

experimental de 72h. 

 
 

DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(5 μM) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax 
(20 μM) 

Venetoclax 
(5 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

7
2

h
 

Média 
(DP) 

100,00 
(4,05) 

106,41 
(10,16) 

104,55 
(11,37) 

94,98 
(9,2) 

105,376 
(4,5) 

106,43 
(6,23) 

104,81 
(12,38) 

Mediana 
[IQR] 

100,09 
[6,05] 

107,33 
[12,61] 

98,53 
[20,75] 

90,66 
[14,68] 

107,03 
[7,65] 

107,64 
[5,24] 

104,37 
[20,98] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

No tempo de 72h, os compostos Navitoclax e Venetoclax não exibiram efeitos 

citotóxicos significativos (p>0,05) sobre HGF não-senescentes (Figura 19), logo, os 

tempos de 24h e 48h não foram avaliados. Esses resultados sugerem que células de 

HGF em situação de normalidade não foram susceptíveis aos miméticos de BH3 nas 

concentrações citotóxicas para células de CEB. 
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Figura 19 - Ensaio de citotoxicidade (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos 

(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) em diferentes concentrações (5 μM, 10 μM e 20 

μM) no tempo de 72h. 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

 Além disso, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

(p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax considerando as concentrações 

de 5 μM, 10 μM ou 20 μM. 

 

6.3.1.3 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes) 

A Tabela 13 apresenta os dados descritivos em relação ao percentual de 

crescimento celular de HGF senescentes considerando o controle negativo (DMEM) 

e os compostos Navitoclax e Venetoclax, em diferentes concentrações.  
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Tabela 13 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Medidas sumárias (média e 

mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) 

relativas ao percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos 

(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) e concentrações (5 μM, 10 μM e 20 μM) no tempo 

experimental de 72h. 

 
 

DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(5 μM) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax 
(20 μM) 

Venetoclax 
(5 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

7
2

h
 

Média 
(DP) 

100 
(5,31) 

100,98 
(5,36) 

99,98 
(3,65) 

99,79 
(5,46) 

100 
(5,31) 

105,54 
(7,46) 

106,42 
(6,71) 

Mediana 
[IQR] 

99,57 
[8,62] 

98,95 
[5,39] 

101,63 
[4,23] 

100,86 
[6,25] 

99,57 
[8,62] 

102,81 
[3,4] 

105,23 
[3,06] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Similarmente aos HGF não-senescentes, não foram observados efeitos 

citotóxicos significativos (p>0,05) após 72h de tratamento considerando ambos os 

compostos nas concentrações testadas (Figura 20). Desse modo, os tempos de 24h 

e 48h não foram investigados. Esses resultados sugerem que células de HGF com 

fenótipo senescente também não demonstraram susceptibilidade aos miméticos de 

BH3 nas concentrações citotóxicas para células de CEB. 
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Figura 20 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de crescimento celular considerando diferentes compostos 

(DMEM, Navitoclax e Venetoclax) em diferentes concentrações (5 μM, 10 μM e 20 

μM) no tempo de 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

6.3.2 Ensaio de proliferação (CyQuant) 

 

6.3.2.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

 Para o ensaio de proliferação, foram investigados as concentrações e tempos 

com efeitos biológicos mais relevantes, tendo como base os resultados do ensaio de 

citotoxicidade. Desse modo, foram avaliadas as concentrações de 10 μM e 20 μM no 

tempo de 72h. A curva-padrão considerando a intensidade de fluorescência e 

números de células de CEB está apresentada na Figura 21. 
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Figura 21 - Ensaio de proliferação (CAL27). Gráfico de linhas demonstrando a curva-

padrão com base na intensidade de fluorescência e número correspondente de 

células. 

 

 

Com base na curva-padrão, as medidas de fluorescência foram convertidas 

para número de células nas diferentes concentrações e tempos avaliados. As 

estatísticas descritivas estão apresentadas na Tabela 14. 

 

Tabela 14 - Ensaio de proliferação (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) em relação 

ao número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e para os 

compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 μM e 20 μM) no tempo de 72h. 

 
0h 72h 

DMEM 
(controle) 

DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax  
(20 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

Média (DP) 
14.257,14 
(1082,69) 

18.364,91 
(3.245,32) 

12.281,38 
(2.399,81) 

10.347,04 
(769,6) 

12.588,56 
(2.311,53) 

12.933,21 
(1.678,22) 

Mediana [IQR] 
14.143,80 
[1.750,72] 

16.918,43 
[4.868,98] 

11.370,34 
[1.111,49] 

10.237,39 
[458,83] 

13.449,07 
[3.747,19] 

13.285,3 
[1.272,81] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 
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Em comparação com o controle negativo (DMEM) no tempo 72h, uma inibição 

estatisticamente significativa (p<0,05) na proliferação celular foi observada 

considerando ambos os compostos nas concentrações avaliadas (10 μM e 20 μM). 

Além disso, em relação ao controle negativo (DMEM) no tempo de 0h, 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) foram observadas considerando 

Navitoclax na concentração de 20 μM (Figura 22).  

Esse resultado sugere que, além de inibir a proliferação celular, o composto 

Navitoclax apresentou um efeito citotóxico relevante nessa concentração, uma vez 

que o número de células foi significativamente menor no tempo de 72h comparado ao 

tempo de 0h (densidade aproximada da semeadura celular). 

 

Figura 22 - Ensaio de proliferação (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o número 

de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e para os compostos 

experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 μM e 20 μM) no tempo de 72h. 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

Ainda, considerando o efeito entre os diferentes compostos, não foram 

observadas diferenças estatisticamente significativas (p>0,05) considerando a 

proliferação celular nas concentrações investigadas. Esse resultado indica que ambos 

os miméticos de BH3 (nas concentrações de 10 μM e 20 μM) apresentaram efeito 
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inibitório comparável considerando a proliferação celular na linhagem de CEB 

investigada. 

 

6.3.2.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

 Para fins de comparação, o ensaio de proliferação foi realizado em HGF não-

senescentes nas mesmas concentrações (10 μM e 20 μM) e tempos experimentais 

(0h, 72h). Do mesmo modo, uma curva-padrão foi elaborada considerando 

intensidade de fluorescência e números de células de HGF (Figura 23). 

 

Figura 23 - Ensaio de proliferação (HGF não-senescentes). Gráfico de linhas 

apresentando a curva-padrão com base na intensidade de fluorescência e número 

correspondente de células. 

 

 

Similarmente, as medidas de fluorescência foram convertidas para número de 

células de HGF não-senescentes nas diferentes concentrações e tempos avaliados. 

As estatísticas descritivas estão apresentadas na Tabela 15. 
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Tabela 15 - Ensaio de proliferação (HGF não-senescentes). Medidas sumárias (média 

e mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) 

em relação ao número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e 

para os compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 μM e 20 μM) no tempo 

de 72h. 

 
0h 72h 

DMEM 
(controle) 

DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax  
(20 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

Média (DP) 
9.960,91 
(941,38) 

12.187,52 
(1.433,14) 

11.446,26 
(1.983,64) 

10.493,58 
(1201,11) 

10.478,44 
(1.963,44) 

11.014,28 
(2.329,59) 

Mediana [IQR] 
9.768,16 

[1.704,93] 
11.949,05 
[1.132,99] 

10.564,66 
[2.610,59] 

10.947,57 
[703,23] 

9656,34 
[3.127,59] 

9779,84 
[3.340,87] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Nesse contexto, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas (p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax e os controles 

negativos (DMEM em 0h e 72h). Esse resultado sugere que os compostos não 

apresentaram capacidade inibitória considerando a proliferação de HGF não-

senescentes (Figura 24). 
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Figura 24 - Ensaio de proliferação (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h 

e para os compostos experimentais Navitoclax e Venetoclax (10 μM e 20 μM) no 

tempo de 72h. 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

Ainda, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas 

(p>0,05) considerando a proliferação celular entre os diferentes compostos nas 

concentrações testadas.  

 

6.3.3 Ensaio de migração ("Scratch") 

 

6.3.3.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

 Para a linhagem CAL27, ambos os compostos miméticos de BH3 foram 

testados nas concentrações de 10 μM e 20 μM. As feridas foram acompanhadas por 

até 48h (tempo necessário para o completo fechamento da ferida no grupo controle). 

As estatísticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersão em relação ao 

percentual de fechamento da área da ferida, nas diferentes concentrações e tempos 

experimentais, estão apresentadas na Tabela 16. 
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Tabela 16 - Ensaio de migração (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) relativas ao 

percentual de fechamento da área da ferida considerando diferentes compostos 

(DMEM, Navitoclax e Venetoclax), concentrações (10 μM e 20 μM) e tempos 

experimentais (24h e 48h). 

 DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax 
(20 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

2
4

h
 Média (DP) 65,94 (11,16) 39,77 (5,08) 19,38 (5,82) 37,49 (5,24) 16,14 (10,09) 

Mediana [IQR] 63,67 [8,88] 38,94 [5,15] 18 [8,5] 39,46 [9,94] 13,77 [8,2] 

4
8

h
 Média (DP) 100 (0) 99,25 (2,18) 37,21 (23,03) 77,21 (16,15) 20,64 (12,25) 

Mediana [IQR] 100 [0] 100 [0] 27,58 [33,98] 75,12 [26,73] 14,06 [18,21] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Em comparação com o controle negativo (DMEM), ambas as concentrações do 

composto Navitoclax inibiram significativamente (p<0,05) a migração das células de 

CEB. Em 48h, entretanto, somente a concentração de 20 μM inibiu de modo 

significativo (p<0,05) a migração dessas células, enquanto a concentração de 10 μM 

apresentou percentual de fechamento equivalente ao controle negativo (DMEM) 

(Figura 25a e Figura 26). 

De modo similar ao Navitoclax, ambas as concentrações do composto 

Venetoclax inibiram significativamente (p<0,05) a migração das células de CEB em 

relação ao controle negativo (DMEM) no tempo de 24h (Figura 25b e Figura 27). 

Entretanto, diferentemente do composto Navitoclax, uma inibição significativa 

(p<0,05) da migração celular se mostrou presente em 48h para ambas as 

concentrações de Venetoclax em comparação com o controle (DMEM). 
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Figura 25 - Ensaio de migração (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o percentual 

de fechamento da área da ferida para o controle negativo (DMEM) e os compostos a) 

Navitoclax (10 μM e 20 μM) e b) Venetoclax (10 μM e 20 μM) nos tempos de 24h e 

48h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 
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Figura 26 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) do 

ensaio de migração ("Scratch") representativo em relação à linhagem de CEB 

(CAL27). As imagens representam o fechamento da área da ferida para o controle 

(DMEM) e o composto Navitoclax (10 μM e 20 μM) nos tempos de 24h e 48h. 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 
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Figura 27 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) 

representativo do ensaio de migração ("Scratch") em relação à linhagem de CEB 

(CAL27). As imagens representam o fechamento da área da ferida para o controle 

(DMEM) e o composto Venetoclax (10 μM e 20 μM) nos tempos de 24h e 48h. 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 

 

Apesar do composto Venetoclax ter inibido de modo significativo a migração de 

células de CEB, comparado ao controle (DMEM), na concentração de 10 μM e em 

48h, não houve diferenças estatisticamente significativas (p>0,05) considerando os 

mesmos tempos e concentrações comparado ao composto Navitoclax, indicando um 

efeito inibitório comparável. Diferenças significativas (p<0,05) entre os compostos 

foram observadas somente considerando diferentes concentrações, conforme 

apresentado na Tabela 17. 



142 

 

Tabela 17 - Ensaio de migração (CAL27). Probabilidades de significância (valores de 

p) considerando os compostos Navitoclax e Venetoclax em diferentes concentrações 

(10 μM e 20 μM) e tempos experimentais (24h, 48h). 

 
24h 48h 

Navitoclax (10 μM) - Venetoclax  (10 μM) n.s. n.s. 

Navitoclax (10 μM) - Venetoclax  (20 μM) p<0,05 p<0,05 

Navitoclax (20 μM) - Venetoclax  (10 μM) p<0,05 n.s. 

Navitoclax (20 μM) - Venetoclax  (20 μM) n.s. n.s. 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

6.3.3.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

Para fins de comparação, o ensaio de migração foi realizado em HGF não-

senescentes nas mesmas concentrações (10 μM e 20 μM) que as utilizadas nas 

células de CEB. Entretanto, o período de acompanhamento para o total fechamento 

da ferida foi de 72h. As estatísticas descritivas e suas respectivas medidas de 

dispersão em relação ao percentual de fechamento da área da ferida, nas diferentes 

concentrações e tempos experimentais, estão apresentadas na Tabela 18.  
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Tabela 18 - Ensaio de migração (HGF não-senescentes). Medidas sumárias (média e 

mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) 

relativas ao percentual de fechamento da área da ferida considerando diferentes 

compostos (DMEM, Navitoclax e Venetoclax), concentrações (10 μM e 20 μM) e 

tempos experimentais (24h, 48h e 72h). 

 DMEM 
(controle) 

Navitoclax 
(10 μM) 

Navitoclax 
(20 μM) 

Venetoclax 
(10 μM) 

Venetoclax 
(20 μM) 

2
4

h
 Média (DP) 15,87 (6,95) 16,27 (6,33) 11,93 (8,29) 11,97 (8,1) 8,72 (4,49) 

Mediana [IQR] 15,69 [6,02] 17,08 [8,99] 13,25 [7,98] 9,54 [12,68] 9,8 [6,78] 

4
8

h
 Média (DP) 45,72 (10,52) 47,01 (10,65) 47,14 (11,68) 45,79 (16,9) 45,54 (13,34) 

Mediana [IQR] 44,84 [18,36] 46,18 [17,39] 48,47 [11,65] 48,29 [29,38] 46,34 [20,18] 

7
2

h
 Média (DP) 91,49 (7,4) 90,85 (7,25) 91,12 (7,75) 90,65 (8,35) 91,61 (4,85) 

Mediana [IQR] 93,88 [7,21] 93,16 [10,34] 93,88 [7] 94,26 [6,21] 92,56 [7,95] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Os compostos Navitoclax e Venetoclax não exibiram efeitos inibitórios 

significativos (p>0,05) sobre HGF não-senescentes em nenhuma das concentrações 

ou tempos avaliados (Figura 28, Figura 29 e Figura 30). Esses resultados sugerem 

que a capacidade de migração dos HGF em situação de normalidade não é afetada 

pelos compostos miméticos de BH3 nas concentrações inibitórias para as células de 

CEB. 

Ainda, vale ressaltar que não foram observadas diferenças significativas 

(p>0,05) entre os compostos Navitoclax e Venetoclax em nenhuma concentração ou 

tempo avaliado.  
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Figura 28 - Ensaio de migração (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de fechamento da área da ferida para o controle negativo 

(DMEM) e os compostos a) Navitoclax (10 μM e 20 μM) e b) Venetoclax (10 μM e 20 

μM) nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 
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Figura 29 - Painel de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, adaptador 0,5x) 

representativo do ensaio de migração (HGF não-senescentes). As imagens 

representam o fechamento da área da ferida para o controle (DMEM) e o composto 

Navitoclax (10 μM e 20 μM) nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 
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Figura 30 - Painel representativo de fotomicrografias (Zeiss AxioVert 40C, 4x, 

adaptador 0,5x) do ensaio de migração (HGF não-senescentes). As imagens 

representam o fechamento da área da ferida para o controle (DMEM) e o composto 

Venetoclax (10 μM e 20 μM) nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 

Fonte: Fotomicrografias obtidas pelo autor. 
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6.3.4 Ensaio de apoptose (Anexina V e Iodeto de propídio) 

 

6.3.4.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

Para a linhagem CAL27, ambos os compostos, Navitoclax e Venetoclax, foram 

testados na concentração de 20 μM e no tempo experimental de 48h. As estatísticas 

descritivas e suas respectivas medidas de dispersão em relação a intensidade de 

fluorescência dos marcadores estão apresentadas na Tabela 19. 

 

Tabela 19 - Ensaio de apoptose (CAL27). Medidas sumárias (média geométrica) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão) relativas à intensidade de 

fluorescência de anexina V e iodeto de propídio para os compostos DMEM, Navitoclax 

(20 μM) e Venetoclax (20 μM) no tempo experimental de 48h. 

Média geométrica (DP) 
DMEM 

(controle) 
Navitoclax 

(20 μM) 
Venetoclax 

(20 μM) 
Significância* 

Anexina V 6,10 (1,26)A 64,26 (26,00)B 47,04 (21,07)AB P<0.05 

Iodeto de propídio 2,77 (0,34)A 18,33 (5,01)B 11,16 (4,02)AB P<0.05 

Legenda: DP: desvio padrão; *teste ANOVA (one-way) para amostras independentes; Letras superscritas 

diferentes na mesma linha indicam diferença estatisticamente significativa (p<0,05) através do teste post-hoc de 

Bonferroni. 

 

Apesar do aumento da intensidade de fluorescência considerando ambos os 

compostos miméticos de BH3 (Figura 31), diferenças estatisticamente significativas 

(p<0,05) foram observadas somente para o composto Navitoclax (20 μM) comparado 

ao controle (DMEM).  

No que tange o composto Navitoclax, o aumento da intensidade de 

fluorescência da anexina V foi na ordem de 10,5 vezes, enquanto o aumento da 

intensidade de iodeto de propídio foi na ordem de 6,6 vezes. Esses resultados 

sugerem um aumento substancial na expressão isolada de anexina V, indicando 

apoptose precoce. Além disso, vale ressaltar que uma fração reduzida das células 

tiveram expressão isolada de iodeto de propídio (necrose). Em sua maioria, a 

expressão de iodeto de propídio ocorreu de modo combinado com a anexina V (dupla 

marcação), podendo indicar apoptose tardia ou necrose. 
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Ainda, apesar dos testes não indicarem diferenças significativas (p>0.05) entre 

Venetoclax e o controle (DMEM), não é possível descartar um potencial efeito indutor 

de apoptose, uma vez que diferenças significativas na comparação entre Venetoclax 

e Navitoclax também não foram observadas para ambos os marcadores (anexina V e 

iodeto de propídio), o que indica potencial comparabilidade. 

 

Figura 31 - Ensaio de apoptose (CAL27). Gráficos Dot-Plot para intensidade de 

fluorescência considerando os marcadores anexina V e iodeto de propídio para o 

controle negativo (DMEM), Navitoclax e Venetoclax no tempo de 48h. 

 

 

6.3.4.2 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes) 

Para a linhagem de HGF senescentes, também foi utilizada a concentrações 

de 20 μM para ambos os compostos (Navitoclax e Venetoclax) no tempo experimental 

de 48h. As estatísticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersão em 

relação a intensidade de fluorescência estão apresentadas na Tabela 20. 
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Tabela 20 - Ensaio de apoptose (HGF senescentes). Medidas sumárias (média 

geométrica) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão) relativas ao a 

intensidade de fluorescência para os compostos DMEM, Navitoclax (20 μM) e 

Venetoclax (20 μM) no tempo experimental de 48h. 

Média geométrica (DP) 
DMEM 

(controle) 
Navitoclax 

(20 μM) 
Venetoclax 

(20 μM) 
Significância* 

Anexina V 4,05 (0,77) 4,94 (0,94) 5,35 (0,68) n.s. 

Iodeto de propídio 3,55 (0,67) 3,83 (0,75) 4,13 (0,58) n.s. 

Legenda: DP: desvio padrão; n.s.: não significativo (p>0.05); *teste ANOVA (one-way) para amostras 

independentes. 

 

Corroborando os resultados do ensaio de citotoxicidade, não foi observado um 

aumento significativo (p>0,05) da intensidade de fluorescência dos marcadores 

anexina V e iodeto de propídio (Figura 32), indicando que os miméticos de BH3 

investigados não exibiram capacidade de induzir apoptose e/ou necrose nessas 

células. 

 

Figura 32 - Ensaio de apoptose (HGF senescentes). Gráficos Dot-Plot para 

intensidade de fluorescência considerando os marcadores anexina V e iodeto de 

propídio para o controle negativo (DMEM), Navitoclax e Venetoclax no tempo de 48h. 
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6.4 Considerações finais (Capítulo II) 

A partir dos resultados observados no estudo in-vitro, é possível sugerir um 

efeito citotóxico relevante dos compostos Navitoclax e Venetoclax sobre células de 

CEB, especialmente em concentrações entre 10 μM e 20 μM, nas quais os efeitos 

foram, em geral, estatisticamente comparáveis entre os miméticos de BH3 

investigados. Ainda, houve uma inibição significativa da proliferação e migração 

celular das células de CEB nessas concentrações. Esses efeitos não foram 

observados em HGF não-senescentes, sugerindo um efeito seletivo dos compostos 

sobre as células tumorais em estudo. No que tange a capacidade de induzir morte 

celular por apoptose, o composto Navitoclax demonstrou um aumento expressivo do 

marcador anexina V em células de CEB. Considerando o composto Venetoclax, 

apesar do aumento de expressão dos marcadores de morte celular não ter atingido 

significância estatística em relação ao controle, não é possível descartar seu potencial 

efeito anticâncer para células de CEB considerando os resultados observados nos 

ensaios de citotoxicidade, proliferação e migração. Em relação aos HGF com fenótipo 

senescente, não foi observado um efeito citotóxico relevante e nem um aumento 

expressivo dos marcadores de morte celular, indicando que essas células não foram 

susceptíveis aos efeitos dos miméticos de BH3 investigados em concentrações 

citotóxicas para células de CEB. Desse modo, recomendam-se futuras pesquisas 

envolvendo uma possível associação com compostos miméticos de BH3 com alvos 

moleculares complementares (tais como MCL-1), tanto para células tumorais quanto 

senescentes. Estudos envolvendo possíveis combinações com tratamentos 

convencionais, como quimioterapia e radioterapia, também são encorajados para 

células de CEB em particular.
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6.5 Metodologia expandida (Capítulo II) 

 Nesta seção, estão presentes informações adicionais sobre os procedimentos 

de rotina realizados durante o período dos experimentos. 

 

6.5.1 Subcultivo celular 

Não foram utilizados antibióticos e antifúngicos para o subcultivo da linhagem 

de CEB (CAL27) e para os HGF (exceto durante o processo de estabelecimento da 

cultura primária). Se uma eventual contaminação bacteriana ou fúngica fosse 

detectada, as células em cultivo devem ser descartadas, os experimentos 

interrompidos e/ou refeitos e protocolos apropriados de desinfecção/esterilização de 

cabines, estufas e pipetadores devem ser seguidos. 

O meio de cultivo foi trocado a cada 2 a 3 dias e a progressão da cultura foi 

avaliada com auxílio de um microscópio invertido (Zeiss AxioVert 40C). Após atingirem 

a subconfluência, as células em cultivo foram enzimaticamente removidas dos frascos 

com volume apropriado de tripsina e contadas em um hemocitômetro. 

Subsequentemente, as células foram subcultivadas em garrafas adicionais seguindo 

uma proporção de 1:2 ou 1:3. Em caso de excedente de células, as mesmas foram 

descartadas ou congeladas. 

 

6.5.2 Contagem celular 

Para contagem de células, foi utilizado o método de exclusão pelo corante Azul 

de Trypan (Sigma-Aldrich), o qual pigmenta células não viáveis em virtude do aumento 

de permeabilidade da membrana celular. As células foram enzimaticamente 

removidas dos frascos com tripsina e centrifugadas a 1000 rpm durante de 4 min à 

temperatura ambiente. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado de células 

resultante da centrifugação foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultivo. 

Subsequentemente, foram retirados 20 μL da suspensão de células, as quais foram 

coradas com o acréscimo de 20 μL de azul de Trypan (fator de diluição 2). As células 

da suspensão celular corada foram brevemente ressuspendidas e um total de 10 μL 

desta solução foi inserido em um hemocitômetro (câmara de Neubauer, Fisher 

Scientific, Hampton, Nova Hampshire, EUA) e levado ao microscópio invertido (Zeiss 
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AxioVert 40C) para a contagem e observação das células. O número total de células 

presentes foi obtido através da seguinte equação matemática: 

 

Nº total de células/mL = Nº de células contadas x fator de diluição x 104 

                           Nº de quadrados usados para contagem 

 

6.5.3 Avaliação de infecção por micoplasma 

 Para todos os tipos celulares utilizados na pesquisa, foram realizadas 

avaliações semestrais (ou quando houvesse suspeita de contaminação) de infeção 

por micoplasma através do método de coloração de DNA com bisbenzimida (Hoeschst 

33258) (Sigma-Aldrich). Para isso, foi preparada uma suspensão celular com 

quantidade ideal para que se obtivesse 50-60% de confluência em 24h. Em seguida, 

as células foram tripsinizadas, contadas e semeadas em placas de 24 cavidades em 

uma densidade de 5x105 células/cavidade. As placas foram incubadas em estufa a 

37oC e 5% de CO2 durante 24h. 

Após incubação, as cavidades foram lavados 2 vezes com PBS e em seguida 

foi adicionada uma solução fixadora (3 partes de metanol para 1 de ácido acético 

glacial) diluída em PBS gelado (entre 4 ºC e 8 ºC) na proporção de 1:1. A solução 

fixadora foi mantida em contato durante 10 min, em geladeira. Após o tempo previsto, 

as cavidades foram lavados 2 vezes com PBS e foram acrescentados 300 µL de 

solução de uso de Hoeschst, a qual foi mantida em contato por mais 10 min, protegido 

da luz e à TA. 

Posteriormente, o corante foi aspirado e a placa foi observada em microscópio 

invertido de fluorescência (Olympus IX71, filtros de 330-380 nm excitação e 440 nm 

emissão). Foi realizada inspeção visual das culturas para identificação de estruturas 

filamentosas e/ou em forma de cocos, as quais apresentam coloração azul 

fluorescente em caso de contaminação positiva com micoplasma. Em caso de 

infecção positiva por micoplasma, as células em cultivo devem ser descartadas, os 

experimentos interrompidos e/ou refeitos e a desinficação/esterilização de cabines, 

estufas e pipetadores deve ser realizado. 
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6.5.4 Congelamento celular 

Para o congelamento celular, foi preparado 1,8 mL de meio de congelamento 

para cada criotubo, sendo o mesmo mantido em um recipiente com gelo. O meio de 

congelamento é composto por 50% de DMEM, 40% de SFB e 10% de Dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma-Aldrich). Para o congelamento, o tapete celular foi lavado 3 vezes 

com PBS e, posteriormente, as células foram enzimaticamente removidas dos frascos 

com volume apropriado de tripsina até que se observasse o descolamento celular no 

microscópio invertido. A tripsina foi neutralizada com volume apropriado de meio 

DMEM suplementado com 10% de SFB.  

A suspensão celular foi então transferida para um tubo tipo Falcon estéril de 

15mL, o qual foi centrifugado a 1000 rpm durante 4 min. Em seguida, o sobrenatante 

foi aspirado e as células ressuspendidas em 1,8 mL de meio de congelamento 

(mantido em recipiente com gelo). Se necessário, um volume de meio de 

congelamento proporcional ao número de criotubos foi utilizado. Os criotubos 

(previamente identificados com as informações sobre linhagem, passagem, data e 

operador) foram acondicionados no dispositivo Mr. Frosty® (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA), permanendo no freezer -80ºC por no mínimo 12h e 

no máximo 24h. Decorrido o tempo previsto, os criotubos foram transferidos para um 

botijão criogênico, mantidos em nitrogênio líquido a uma temperatura de -196ºC. 

 

6.5.5 Descongelamento e cultivo celular 

Para o descongelamento celular, os criotubos foram removidos do botijão 

criogênico, acondicionados em um recipiente com gelo e rapidamente levados ao 

banho-maria a 37ºC. Após o descongelamento rápido, foram retirados 20 µL para 

avaliação de viabilidade celular. O restante do conteúdo foi transferido para um tubo 

tipo Falcon estéril de 15 mL, ao qual foi adicionado meio DMEM suplementado com 

10% de SFB, o qual foi centrifugado a 1000 rpm durante de 4 min. O sobrenatante foi 

aspirado, as células novamente ressuspendidas meio DMEM suplementado com 10% 

de SFB, e transferida para frascos de cultura, sendo mantidas em estufa a 37ºC e 5% 

de CO2. 
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6.6 Resultados complementares (Capítulo II) 

Nesta seção, são apresentadas informações complementares sobre o efeito do 

solvente (DMSO) em diferentes concentrações sobre as linhagens celulares em 

estudo. 

 

6.6.1 Ensaio de citotoxicidade 

 

6.6.1.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

Para a linhagem CAL27, o solvente (DMSO) foi testado em diferentes 

concentrações (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) nos tempos experimentais de 24h, 48h 

e 72h. Na Tabela 21, estão apresentadas as estatísticas descritivas e suas 

respectivas medidas de dispersão em relação ao percentual de crescimento celular. 

 

Tabela 21 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) 

e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) relativas 

ao percentual de crescimento celular considerando o controle negativo (DMEM) e o 

solvente (DMSO) em diferentes tempos experimentais (24h, 48h e 72h). 

 DMEM 
(controle) 

DMSO 
(0.125%) 

DMSO 
(0.25%) 

DMSO 
(0.5%) 

DMSO 
(1.0%) 

2
4

h
 Média (DP) 100 (8,1) 98,9 (16,6) 99,44 (9,51) 84,5 (10,8) 68 (7,7) 

Mediana [IQR] 99,62 [5,81] 98,79 [10,72] 99,01 [17,37] 87,35 [13,84] 65,61 [11,68] 

4
8

h
 Média (DP) 100 (7,7) 105,1 (8,7) 99,49 (14,66) 80,6 (6,8) 52,6 (14,2) 

Mediana [IQR] 98,82 [12,93] 105,08 [16,04] 99,44 [15,44] 81,11 [8,14] 52,52 [10,49] 

7
2

h
 Média (DP) 100 (5,5) 110,4 (11) 109,36 (9,6) 85,5 (9,1) 39 (23,7) 

Mediana [IQR] 100,01 [4,72] 106,79 [7,96] 107,58 [14,79] 82,74 [11,55] 39,44 [37,13] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

De modo geral, diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em 

comparação com o controle (DMEM) foram observadas nas concentrações de 0,5% e 
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1,0% nos tempos experimentais avaliados (Figura 33). As concentrações de 0,125% 

e 0,25% não demonstraram efeitos citotóxicos significativos (p>0,05), indicando que 

os efeitos citotóxicos observados em relação aos compostos miméticos de BH3 não 

podem ser atribuídos ao solvente em concentrações menores que 0,25%. 

 

Figura 33 - Ensaio de citotoxicidade (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o 

percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSO) em diferentes 

concentrações para cada tempo experimental (24h, 48h e 72h). 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes (comparações 

pairwise pelo teste de Dunn-Bonferroni). 

 

6.6.1.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

Para a linhagem de HGF não-senescentes, o solvente (DMSO) foi testado em 

diferentes concentrações (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) e no tempo experimental de 

72h. As estatísticas descritivas e suas respectivas medidas de dispersão em relação 

ao percentual de crescimento celular estão dispostas na Tabela 22. 
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Tabela 22 - Ensaio de citotoxicidade (HGF não-senescentes). Medidas sumárias 

(média e mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo 

interquartil) relativas ao percentual de crescimento celular considerando o controle 

negativo (DMEM) e o solvente (DMSO) no tempo de 72h. 

 DMEM 
(controle) 

DMSO 
(0,125%) 

DMSO 
(0,25%) 

DMSO 
(0,5%) 

DMSO 
(1,0%) 

7
2

h
 Média (DP) 100 (4,05) 106,08 (8,63) 100,58 (5,25) 87,63 (13,79) 72,03 (13,92) 

Mediana [IQR] 100,09 [6,05] 103,78 [13,39] 100,01 [7,27] 88,13 [27,39] 73,97 [18,53] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Diferenças estatisticamente significativas (p<0,05) em comparação com o 

controle (DMEM) foram observadas somente na concentração de 1,0%. As 

concentrações de 0,125%, 0,25% e 0,5% não demonstraram efeitos citotóxicos 

significativos (Figura 34). Comparações entre as concentrações, no entanto, 

demonstraram que os efeitos citotóxicos da concentração de 1,0% foram 

significativamente (p<0,05) maiores do que as de 0,125% e 0,25%, mas não de 0,5% 

(p>0,05), indicando um potencial efeito citotóxico desta última. 
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Figura 34 - Ensaio de citotoxicidade (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSO) 

em diferentes concentrações no tempo experimental de 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

6.6.1.3 Linhagem de fibroblastos senescentes (HGF senescentes) 

Para a linhagem de HGF com fenótipo senescente, o solvente (DMSO) foi 

testado em diferentes concentrações (0,125%, 0,25%, 0,5% e 1,0%) e no tempo 

experimental de 72h. Na Tabela 23 constam as estatísticas descritivas e suas 

respectivas medidas de dispersão em relação ao percentual de crescimento celular. 
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Tabela 23 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Medidas sumárias (média e 

mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) 

relativas ao percentual de crescimento celular considerando o controle negativo 

(DMEM) e o solvente (DMSO) no tempo de 72h. 

 DMEM 
(controle) 

DMSO 
(0,125%) 

DMSO 
(0,25%) 

DMSO 
(0,5%) 

DMSO 
(1,0%) 

7
2

h
 Média (DP) 100 (5,31) 104,22 (7,5) 100,12 (11,2) 86,33 (10,76) 74,29 (17,86) 

Mediana [IQR] 99,57 [8,62] 101,83 [6,31] 99,92 [17,66] 88,19 [6,92] 67,85 [17,67] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Similarmente aos HGF não-senescentes, diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05) em comparação com o controle (DMEM) foram observadas 

somente na concentração de 1,0% (Figura 35). A concentração de 0,5% foi 

ligeiramente mais citotóxica se comparado aos HGF não-senescentes, uma vez que 

uma diferença significativa (p<0,05) foi observada também se comparado com a 

concentração de 0,125%. 
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Figura 35 - Ensaio de citotoxicidade (HGF senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de crescimento celular considerando o solvente (DMSO) 

em diferentes concentrações no tempo experimental de 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

6.6.2 Ensaio de proliferação celular 

 

6.6.2.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

Para o ensaio de proliferação, foi testada somente a concentração de solvente 

(DMSO) mais próxima da concentração máxima utilizada para solubilização dos 

compostos (0,25%), nos mesmos tempos experimentais previamente descritos. Os 

dados descritivos podem ser encontrados na Tabela 24. 
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Tabela 24 - Ensaio de proliferação (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) em relação 

ao número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e para o 

solvente (DMSO) na concentração de 0,25% e no tempo de 72h. 

 
0h 72h 

DMEM (controle) DMEM (controle) DMSO (0,25%) 

Média (DP) 14.257,14 (1082,69) 18.364,91 (3.245,32) 17.422,64 (4711,13) 

Mediana [IQR] 14.143,80 [1.750,72] 16.918,43 [4.868,98] 17.065,59 [7949,54] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Na concentração de 0,25% e considerando o tempo experimental de 72h, o 

solvente DMSO não exibiu efeitos inibitórios significativos (p>0,05) sobre a linhagem 

de CEB investigada (Figura 36). Esses resultados sugerem que os efeitos observados 

no ensaio de proliferação envolvendo os compostos miméticos de BH3 não estão 

relacionados ao efeito solvente. 

 

Figura 36 - Ensaio de proliferação (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o número 

de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e para o solvente DMSO 

(0,25%) no tempo de 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 
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6.6.2.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

Para células de HGF não-senescentes, foi utilizada a mesma concentração de 

solvente (0,25%) e o ensaio foi realizado nos mesmos tempos experimentais 

previamente descritos para a linhagem de CEB. A Tabela 25 apresenta os dados 

descritivos acerca do efeito do solvente sobre os HGF não-senescentes. 

 

Tabela 25 - Ensaio de proliferação (HGF). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) em relação 

ao número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h e para o 

solvente (DMSO) na concentração de 0,25% e no tempo de 72h. 

 
0h 72h 

DMEM (controle) DMEM (controle) DMSO (0,25%) 

Média (DP) 9.960,91 (941,38) 12.187,52 (1.433,14) 11.659,96 (1.293,14) 

Mediana [IQR] 9.768,16 [1.704,93] 11.949,05 [1.132,99] 11.884,37 [2.112,9] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

De modo similar as células de CEB, o solvente DMSO não exibiu efeitos 

inibitórios significativos (p>0,05) sobre HGF não-senescentes na concentração de 

0,25% considerando o tempo experimental de 72h (Figura 37). Esses resultados 

sugerem que os efeitos observados no ensaio de proliferação envolvendo os 

compostos miméticos de BH3 não estão relacionados ao efeito solvente. 
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Figura 37 - Ensaio de proliferação (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o número de células para o controle (DMEM) nos tempos de 0h e 72h 

e para o solvente DMSO (0,25%) no tempo de 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 

 

6.6.3 Ensaio de migração celular 

 

6.6.3.1 Linhagem de CEB (CAL27) 

Para a linhagem de CEB, foi testada a concentração de solvente de 0,25%, nos 

mesmos tempos experimentais previamente descritos. Os dados descritivos podem 

são apresentados na Tabela 26. 
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Tabela 26 - Ensaio de migração (CAL27). Medidas sumárias (média e mediana) e 

respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) relativas ao 

percentual de fechamento da área da ferida considerando o solvente DMSO (0,25%) 

e os tempos experimentais de 24h e 48h. 

 
DMEM (controle) DMSO (0,25%) 

2
4

h
 Média (DP) 65,94 (11,16) 61,16 (5,97) 

Mediana [IQR] 63,67 [8,88] 62,46 [8,04] 

4
8

h
 Média (DP) 100 (0) 100 (0) 

Mediana [IQR] 100 [0] 100 [0] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Não foram observadas diferenças significativas (p>0,05) em relação ao controle 

(DMEM nos tempos de 24h e 48h (Figura 38). Desse modo, qualquer efeito inibitório 

na migração das células de CEB considerando os compostos miméticos de BH3 não 

pode ser atribuído ao efeito do solvente DMSO em concentrações menores que 

0,25%. 

 

Figura 38 - Ensaio de migração (CAL27). Gráfico Box-Plot apresentando o percentual 

de fechamento da área da ferida para o controle negativo (DMEM) e o solvente DMSO 

(0,25%) nos tempos de 24h e 48h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes. 
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6.6.3.2 Linhagem de fibroblastos não-senescentes (HGF) 

Para a linhagem de HGF não-senescentes, foi testada a concentração de 

solvente de 0,25% nos tempos de 24h, 48h e 72h, de acordo com os tempos descritos 

para os miméticos de BH3 investigados. Os dados descritivos estão apresentados na 

Tabela 27. 

 

Tabela 27 - Ensaio de migração (HGF não-senescentes). Medidas sumárias (média e 

mediana) e respectivas medidas de dispersão (desvio padrão e intervalo interquartil) 

relativas ao percentual de fechamento da área da ferida considerando o solvente 

DMSO (0,25%) e os tempos experimentais de 24h, 48h e 72h. 

 
DMEM (controle) DMSO (0,25%) 

2
4

h
 Média (DP) 15,87 (6,95) 11,2 (9,73) 

Mediana [IQR] 15,69 [6,02] 8,02 [11,97] 

4
8

h
 Média (DP) 45,72 (10,52) 41,6 (18,73) 

Mediana [IQR] 44,84 [18,36] 38,68 [30,72] 

7
2

h
 Média (DP) 91,49 (7,4) 87,32 (13,6) 

Mediana [IQR] 93,88 [7,21] 93,1 [18,39] 

Legenda: DP: desvio padrão; IQR: intervalo interquartil. 

 

Similarmente as células de CEB, não foram observadas diferenças 

significativas (p>0,05) em relação ao controle (DMEM) em nenhum dos tempos 

experimentais (24h, 48h e 72h) (Figura 39). 
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Figura 39 - Ensaio de migração (HGF não-senescentes). Gráfico Box-Plot 

apresentando o percentual de fechamento da área da ferida para o controle negativo 

(DMEM) e o solvente DMSO (0,25%) nos tempos de 24h, 48h e 72h. 

 

Legenda: n.s.: não significativo (p>0,05); teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes.
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7 DISCUSSÃO GERAL 

 Os achados do presente estudo in-vitro corroboram dados prévios da literatura 

no que tange potenciais efeitos anticâncer dos compostos miméticos de BH3 

(BILLARD, 2013). No contexto de células de CEB, em particular, os compostos 

Navitoclax e Venetoclax apresentaram efeitos citotóxicos relevantes, além da 

capacidade de inibição da proliferação e migração celular. Esses efeitos não foram 

observados em células saudáveis do tecido conjuntivo, representadas no presente 

estudo pelos fibroblastos gengivais, o que corrobora um efeito seletivo dos compostos 

miméticos de BH3 sobre células dependentes de mecanismos como a 

superexpressão de determinadas proteínas antiapoptóticas da família BCL-2 para 

evasão de estímulos apoptóticos e manutenção da viabilidade celular (FERNALD e 

KUROKAWA, 2013). 

 Além disso, é proposto na literatura que o mecanismo de ação dos compostos 

miméticos de BH3 seja independente da via p53, o que pode representar uma 

vantagem terapêutica comparando com terapias anticâncer p53-dependentes (como 

a cisplatina) (HIENTZ et al., 2017), uma vez que, em carcinomas de cabeça e pescoço, 

mutações do gene TP53 e consequente disfunção da proteína p53 são eventos 

celulares extremamente comuns (GASCO e CROOK, 2003). Nesse contexto, a 

linhagem utilizada no presente estudo (CAL27) foi previamente caracterizada como 

portadora de mutações do tipo "missense" no gene TP53, o que pode resultar em 

disfunção da proteína p53 (MARTIN et al., 2014). No presente estudo in-vitro, os 

compostos Navitoclax e Venetoclax demonstraram ação citotóxica relevante sobre a 

linhagem de CEB investigada, o que corrobora uma ação anticâncer independente da 

via p53. Ainda, estudos prévios também sugeriram que compostos miméticos de BH3 

em estudo apresentaram efeitos anticâncer sobre células de carcinoma de cabeça e 

pescoço, independentemente do status funcional da proteína p53 (BRITT et al., 2019; 

TUOMAINEN et al., 2021). 

 Os miméticos de BH3 também podem atuar de modo sinergístico com terapias 

anticâncer convencionais (como radioterapia e quimioterapia) através da 

sensibilização das células tumorais aos estímulos apoptóticos (LI et al., 2009; LI e 

CUI, 2016). A sensibilização aos estímulos apoptóticos é uma estratégia 

particularmente importante para cânceres que apresentem resistência aos 

tratamentos convencionais, uma vez que uma combinação com miméticos de BH3 
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pode contribuir para que a dose e toxicidade das terapias anticâncer sejam reduzidas, 

apresentando eficácia e efetividade equivalentes ou superiores (GUY et al., 2021). 

 Entretanto, algumas ressalvas devem ser feitas no que tange a toxicidade dos 

miméticos de BH3 propriamente ditos. No presente estudo in-vitro, apesar das células 

saudáveis investigadas (fibroblastos gengivais) não terem apresesentado redução em 

nenhum dos parâmetros biológicos investigados (viabilidade, proliferação e 

migração), esse resultado não deve ser extrapolado para outros tipos celulares. Nesse 

contexto, tem sido proposto na literatura que miméticos de BH3 que tenham como 

alvo molecular a proteína BCL-XL podem apresentar um efeito citotóxico em 

plaquetas, o que pode acarretar em uma trombocitopenia dose-dependente (KAEFER 

et al., 2014). Como o composto Navitoclax tem como alvos moleculares as proteínas 

BCL-2, BCL-XL e BCL-W (VELA e MARZO, 2015), os efeitos sobre plaquetas devem 

ser levados em consideração, de modo a viabilizar a translação das concentrações 

citotóxicas propostas em estudos in-vitro para concentrações plasmáticas seguras em 

estudos com modelos animais e em ensaios clínicos. 

Até o presente momento, apesar de estudos clínicos não terem sido conduzidos 

considerando miméticos de BH3 validados no tratamento de cânceres de cabeça e 

pescoço, estudos clínicos de fase I e II considerando cânceres em outros sítios 

anatômicos têm sugerido um efeito anticâncer promissor no que tange o Navitoclax, 

em particular, e que esse efeito é dependente da origem e estágio do desenvolvimento 

do tumor (GANDHI et al., 2011; KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015; TOLCHER 

et al., 2015b). Entretanto, a consistente ocorrência de trombocitopenia dose-

dependente (RUDIN et al., 2012; ROBERTS et al., 2015) têm sugerido que o 

Navitoclax, como monoterapia, pode ter uma aplicabilidade limitada para tratamento 

de tumores sólidos, mas que combinações com outras terapias devem ser 

encorajadas (RUDIN et al., 2012). 

De modo geral, tem sido proposto que o composto Navitoclax é bem tolerado 

pela maioria dos pacientes em doses diárias de até 225 mg, não resultando em 

eventos adversos clinicamente significantes (XIONG et al., 2014). Em doses 

superiores, entretanto, uma trombocitopenia dose-dependente é frequentemente 

relatada, sendo recomendada uma diminuição na dose diária ou interrupção do 

tratamento em pacientes nos quais esses eventos são observados para minimizar o 

risco de sangramentos acentuados (GANDHI et al., 2011; JOLY et al., 2022). 
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Nesse contexto, estudos clínicos recentes têm investigado combinações entre 

doses reduzidas de Navitoclax (até 150 mg por dia) com outras terapias, tais como 

erlotinib (TOLCHER et al., 2015a), irinotecan (TOLCHER et al., 2015b), rituximab 

(KIPPS et al., 2015; ROBERTS et al., 2015) e docetaxel (PUGLISI et al., 2021). 

Estudos pré-clínicos também têm proposto a incorporação do Navitoclax em 

nanovesículas poliméricas sensíveis ao pH, as quais possibilitam um maior controle 

sobre a liberação do composto, que pode ocorrer somente após a incorporação das 

nanovesículas no compartimento lisossomal com pH acídico das células tumorais 

(DING et al., 2020).  

Outra alternativa recentemente proposta é o uso da tecnologia quimera de 

direcionamento de proteólise (PROTAC), através da qual o Navitoclax pode ser 

convertido em moléculas heterobifuncionais como a PZ15227, a qual resulta na 

degradação da proteína BCL-XL via proteassomas (HE et al., 2020). Nesse contexto, 

a inibição da proteína BCL-XL passa a ocorrer através da ligação da molécula 

PZ15227 à proteína cereblon (componente do complexo E3 ubiquitina ligase), que é 

pobremente expressa em plaquetas; isso resulta na manutenção da ação 

proapoptótica em tipos celulares susceptíveis a ação do Navitoclax, mas minimizando 

a trombocitopenia dose-dependente relacionada a ligação direta desse composto à 

proteína BCL-XL (NEGI e VOISIN-CHIRET, 2022). 

 O composto Venetoclax, por ser um inibidor monoseletivo da proteína BCL-2, 

não apresenta efeitos citotóxicos em plaquetas, constituindo uma estratégia 

terapêutica importante para cânceres nos quais já existe uma trombocitopenia 

previamente estabelecida, como em leucemias (TIMUCIN, BASAGA e KUTUK, 2019). 

Por esse motivo, o Venetoclax vem sendo amplamente investigado em estudos pré-

clínicos e clínicos e constitui o primeiro mimético de BH3 a ser aprovado pela FDA 

para uso em larga escala (REX et al., 2022). Em tumores sólidos, entretanto, a 

expressão das múltiplas proteínas antiapoptóticas da família BCL-2 é bastante 

variável e, portanto, a eficácia e efetividade do Venetoclax pode ser mais limitada 

quando comparado as neoplasias linfoides (CARTER et al., 2019).  

No presente estudo in-vitro, o composto Venetoclax foi, de maneira geral, 

comparável ao Navitoclax em concentrações entre 10 μM e 20 μM, mas não em 5 μM, 

concentração na qual o composto Navitoclax demonstrou efeitos citotóxicos 

significativamente superiores. No estudo de XIONG et al. (2016), a linhagem celular 

CAL27 apresentou a menor expressão da proteína BCL-2 dentre as linhagens de 
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carcinoma investigadas, o que pode estar relacionado ao efeito citotóxico menos 

proeminente observado no presente estudo in-vitro no que tange particularmente o 

composto Venetoclax. 

 Vale ressaltar, entretanto, que linhagens celulares de carcinoma com menor 

expressão da proteína BCL-2 podem fornecer dados mais acurados em relação ao 

potencial efeito anticâncer do composto Venetoclax para carcinomas de cabeça e 

pescoço no contexto de estudos clínicos. De maneira geral, resultados conflitantes 

são observados na literatura em relação particularmente a expressão da proteína 

BCL-2 entre linhagens celulares e amostras de tumores de cabeça e pescoço. Em 

estudos in-vitro, a proteína BCL-2 é usualmente superexpressa entre diferentes 

linhagens celulares de carcinomas de cabeça e pescoço (SALO et al., 1997; 

KAWAKAMI et al., 1999), ao passo que, em estudos com amostras de pacientes 

portadores de tumores de cabeça e pescoço, uma superexpressão da proteína BCL-

2 é encontrada em apenas 15 a 25% dos casos (PENA et al., 1999; TRASK et al., 

2002; REDONDO et al., 2006). 

 A variabilidade na expressão das proteínas antiapoptóticas da família BCL-2 

entre diferentes tumores é uma das principais dificuldades no que tange a resistência 

aos efeitos dos compostos miméticos de BH3, especialmente os monoseletivos como 

o Venetoclax (MAJI et al., 2019). Ainda, apesar do composto Navitoclax ter como alvo 

múltiplas proteínas da família BCL-2, esse composto não possui afinidade a proteína 

MCL-1, sendo uma das principais razões para a resistência tumoral a esse composto 

(DELBRIDGE e STRASSER, 2015). No presente estudo in-vitro, apesar de efeitos 

citotóxicos relevantes terem sido observados para ambos os compostos 

experimentais, possíveis associações com miméticos de BH3 com alvos moleculares 

complementares (por exemplo inibidores da proteína MCL-1, tais como os compostos 

A1210477 e S63845) podem contribuir para que um mesmo efeito seja alcançado 

através do uso de menores concentrações (OW et al., 2019), o que pode contribuir 

para a redução de efeitos adversos em estudos in-vivo. Desse modo, futuros estudos 

no contexto de carcinomas orais são encorajados no que tange a investigação de 

combinações terapêuticas entre múltiplos miméticos de BH3 com alvos moleculares 

complementares. 

 Vale ressaltar, entretanto, que a heterogeneidade na expressão das proteínas 

BCL-2 (e consequente variabilidade na resposta dos tumores sólidos aos diferentes 

miméticos de BH3) pode compor um obstáculo considerando o delineamento de quais 
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possíveis associações terapêuticas seriam plausíveis em termos de efeito sinergístico. 

Nesse contexto, o ensaio de "BH3-profiling" assume um papel importante, uma vez 

que pode identificar a dependência celular em relação as proteínas da família BCL-2, 

indicando quais são as principais responsáveis pela manutenção da viabilidade 

(DENG et al., 2007). Esse ensaio apresenta, ainda, uma capacidade preditora 

importante no que tange os miméticos de BH3, podendo guiar o delineamento de quais 

associações podem apresentar um potencial efeito sinergístico, contribuindo, 

portanto, para o refinamento e otimização de estratégias terapêuticas. 

 Combinações com alvos moleculares complementares podem, ainda, resultar 

em um maior efeito no que tange a indução especificamente da morte celular por 

apoptose. No presente estudo in-vitro, apesar do composto Venetoclax ter exibido 

efeitos citotóxicos e capacidade de inibição da proliferação e migração celular 

relevantes, não foi observado um aumento significativo dos marcadores específicos 

de morte celular (anexina V e iodeto de propídio). O composto Navitoclax, por outro 

lado, apresentou uma fração significativa das células em processo de apoptose 

precoce (marcação isolada de anexina V), indicando que a a inibição das proteínas 

antiapoptóticas complementares (BCL-XL e BCL-W) desempenharam papel 

importante nesse processo. 

Ainda no que tange o composto Venetoclax e a indução de morte celular por 

apoptose, vale ressaltar que resultados conflitantes foram observados entre o 

presente estudo in-vitro e o estudo de XIONG et al. (2016). No estudo prévio, os 

autores observaram um aumento estatisticamente significativo do marcador anexina 

V para linhagem CAL27, o que não foi observado no presente estudo in-vitro. Essa 

heterogeneidade nas estimativas de efeito pode estar relacionada aos diferentes 

métodos e tempos experimentais aplicados. No presente estudo in-vitro, o tempo de 

48h foi investigado, de modo que a fração de células com marcação única de anexina 

V fosse observável, independentemente da dupla marcação tardia com iodeto de 

propídio, que ocorre tanto em células em processo de apoptose tardia quanto em 

células necróticas (OANCEA et al., 2006). No estudo de XIONG et al. (2016), o 

marcador iodeto de propídio não foi utilizado e os autores avaliaram o efeito do 

Venetoclax no tempo de 72h. Entretanto, recomenda-se cautela na interpretação 

desses achados uma vez que a ausência do marcador iodeto de propídio limita a 

capacidade de discriminação entre células em processo de apoptose precoce, 
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apoptose tardia ou necrose.  Desse modo, para a validação desses achados, futuros 

estudos com múltiplos tempos experimentais são encorajados. 

 Além dos efeitos biológicos já apresentados, tem-se proposto, ainda, que as 

proteínas da família BCL-2 podem atuar além da regulação de mecanismos de morte 

celular, com possíveis efeitos na capacidade de migração e invasão de células 

tumorais (UM, 2016). No presente estudo in-vitro, apesar de diferenças 

estatisticamente significativas não terem sido observadas entre os compostos 

Venetoclax e Navitoclax, o composto Venetoclax inibiu de modo significativo a 

migração celular em relação ao controle (tempo de 24h e concentração de 10 μM), 

diferença a qual não foi observada considerando o Navitoclax nos mesmos 

parâmetros experimentais. Esse resultado pode sugerir um papel relevante da 

proteína BCL-2, em particular, na capacidade de migração das células de CEB 

investigadas. Nesse contexto, um estudo prévio investigando a capacidade de 

migração e invasão de células de carcinoma colorretal indicou que houve redução 

significativa na capacidade de migração frente ao knockdown (através de ácido 

ribonucleico [RNA, do inglês ribonucleic acid] silenciador) das proteínas BCL-2, BCL-

XL e MCL-1; dentre elas, o knockdown da proteína BCL-2 resultou na inibição mais 

proeminente da capacidade de migração (KOEHLER et al., 2013). 

 Os efeitos das proteínas da família BCL-2 sobre as capacidades de migração 

e invasão celular ainda são pouco compreendidos na literatura, entretando, tem-se 

proposto que elas possam estar envolvidas na regulação da respiração mitocondrial 

e produção de ROS pelas células tumorais (UM, 2016). Uma produção aumentada de 

ROS tem sido relacionada ao rearranjo do citoesqueleto, regulação de vias de 

sinalização e atividades transcricionais que podem favorecer a migração e invasão 

celular (TOCHHAWNG et al., 2013). Nesse contexto, tem-se sugerido que compostos 

miméticos de BH3 possam atuar como supressores da produção de ROS através da 

ativação das proteínas BAX/BAK, as quais apresentam efeitos inibitórios sobre a 

atividade do complexo-I da cascata respiratória da mitocôndria, o qual é uma das 

principais fontes de produção de ROS em células tumorais (KIM et al., 2014). 

 Similarmente, vale destacar que a evidência científica atual acerca do papel 

das proteínas BCL-2 sobre a regulação da capacidade de proliferação celular ainda é 

incipiente. Nesse contexto, o presente estudo in-vitro demonstrou que os compostos 

Navitoclax e Venetoclax apresentaram capacidade de inibir a proliferação celular 

comparado ao controle no tempo de 72h. Apesar de metodologias distintas para 
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quantificação da proliferação celular, resultados similares foram observados em 

estudos prévios considerando linhagens de carcinoma de cabeça e pescoço tanto 

para o composto Navitoclax (TUOMAINEN et al., 2021) quanto Venetoclax (XIONG et 

al., 2016). Esse é um efeito paradoxal dos compostos miméticos de BH3 uma vez que 

a literatura sugere que as proteínas antiapoptóticas da família BCL-2, em 

circunstâncias fisiológicas, exercem uma função antiproliferativa através do 

prolongamento das fases G0-G1 do ciclo celular (JANUMYAN et al., 2003).  

É possível sugerir, portanto, que a inibição da proliferação celular pelos 

miméticos de BH3 possa estar relacionada a outros mecanismos, tais como supressão 

da produção de ROS, um mecanismo já discutido no que tange a inibição da migração 

celular. Entretanto, considerando a proliferação celular, tem-se sugerido que uma alta 

concentração endógena de ROS em células tumorais possa estar relacionada a 

ativação das vias proteíno-quinases ativadas por mitógenos (MAPK, do inglês 

mitogen-activated protein kinase) e quinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK 

1/2, do inglês extracellular-regulated kinase 1/2), as quais estão relacionadas a um 

aumento da capacidade de proliferação celular (LIOU e STORZ, 2010). Vale ressaltar 

que esses mecanismos ainda são pouco explorados e futuros estudos são sugeridos 

para elucidar as vias pelas quais os miméticos de BH3 possam atuar sobre a 

capacidade de migração e proliferação de células tumorais.  

 Além dos efeitos anticâncer diretos sobre células tumorais, potenciais efeitos 

anticâncer indiretos têm sido propostos considerando a ação de determinados 

miméticos de BH3 sobre componentes do microambiente tumoral, especialmente 

células que expressam um fenótipo senescente (SCHOSSERER, GRILLARI e 

BREITENBACH, 2017). Os potenciais efeitos senolíticos dos miméticos BH3 sobre 

células senescentes pode estar relacionado a dependência dessas células 

considerando a superexpressão de proteínas da família BCL-2 para manutenção da 

viabilidade celular (GHOLIZADEH et al., 2016; YOSEF et al., 2016). Estudos prévios 

têm sugerido que o composto Navitoclax possa exibir um potente efeito senolítico 

sobre células senescentes de diferentes origens (ZHU et al., 2016). Entretanto, no 

presente estudo in-vitro, os fibroblastos orais senescentes não apresentaram 

susceptibilidade aos compostos Navitoclax e Venetoclax nas concentrações 

citotóxicas para células de CEB, sugerindo que mecanismos de resistência 

subjacentes possam estar presentes nessas células. 
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 Nesse contexto, tem-se sugerido que, assim como em tumores sólidos, a 

expressão das múltiplas proteínas BCL-2 em células senescentes é variável, podendo 

conferir resistência aos miméticos de BH3 em decorrência da superexpressão de 

proteínas fora-do-alvo (HU et al., 2022). Resultados da literatura corroboram essa 

hipótese, uma vez que o composto Navitoclax se apresenta como um potente agente 

senolítico para fibroblastos senescentes originados do pulmão (ZHU et al., 2016), 

porém não exibe efeitos citotóxicos sobre fibroblastos senescentes originados do 

prepúcio (CHO et al., 2020), sugerindo que a heterogeneidade na expressão das 

proteínas BCL-2 pode estar relacionada ao tecido de origem. Nesse contexto, com 

base nos achados do presente estudo in-vitro, uma das hipóteses é que fibroblastos 

senescentes originados da cavidade oral possam apresentar relação de dependência 

com a proteína MCL-1, uma vez que não é um alvo molecular dos compostos 

Navitoclax ou Venetoclax. 

 Vale ressaltar que, além da possível influência do tecido de origem, o método 

de indução de senescência em estudos in-vitro também pode ser um fator que 

contribui para a heterogeneidade na expressão das proteínas BCL-2. Um estudo 

prévio identificou que diferentes métodos de indução de senescência (p. ex. exaustão 

replicativa, indução por oncogenes e tratamento com etoposídeo [agente indutor de 

dano ao DNA]) resultaram em diferentes expressões das proteínas da família BCL-2, 

especialmente da proteína MCL-1 (YOSEF et al., 2016). A indução da senescência 

por estresse oxidativo não foi avaliada nesse estudo prévio, entretanto, com base nos 

achados do presente estudo in-vitro, é possível hipotetizar que a indução da 

senescência por meio de tratamento com peróxido de hidrogênio possa estar 

associada a um aumento de expressão da proteína MCL-1 em fibroblastos orais, 

conferindo, assim, a resistência aos compostos Navitoclax e Venetoclax observada. 

Tem-se proposto, entretanto que outras vias podem estar envolvidas no 

mecanismo de resistência a morte celular pelas células senescentes, incluindo a 

participação de componentes pós-mitocondriais, como uma disfunção na cascata de 

caspases, em particular a perda de atividade da caspase-3 (MARCOTTE, LACELLE 

e WANG, 2004). Esses achados sugerem que a resistência a morte celular presente 

em células senescentes pode não ser unicamente dependente da superexpressão de 

proteínas antiapoptóticas da família BCL-2, o que pode afetar diretamente a 

susceptibilidade aos miméticos de BH3 e outras terapias com ação em componentes 

pré- ou trans-mitocondriais (HU et al., 2022). Desse modo, futuros estudos são 
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indicados visando aprofundar os conhecimentos acerca dos mecanismos moleculares 

que conferem resistência a morte celular (e aos miméticos de BH3 investigados) no 

contexto dos fibroblastos senescentes originados da cavidade oral.  

Vale apontar que o presente estudo apresenta determinadas limitações. Apesar 

dos efeitos anticâncer relevantes de ambos os compostos sobre linhagem de CEB 

investigada, a dependência celular em relação a expressão da proteína MCL-1, em 

particular, não foi explorada. A mesma limitação se aplica aos HGF com fenótipo 

senescente, os quais podem ter apresentado resistência aos efeitos dos miméticos de 

BH3 investigados através da superexpressão da proteína MCL-1. Uma associação 

com compostos inibidores dessa proteína pode, portanto, apresentar um efeito 

sinergístico importante, tanto para células de CEB quanto para HGF senescentes. 

Uma maior elucidação acerca da expressão das proteínas BCL-2 frente aos diferentes 

métodos de indução da senescência também é encorajada no contexto de fibroblastos 

orais. 

No que tange as limitações em relação aos ensaios realizados, destaca-se que, 

apesar da técnica "serum starvation" minimizar o efeito da proliferação celular no 

ensaio de migração, o uso de inibidores de proliferação, como a Mitomicina C, pode 

resultar em resultados mais acurados, especialmente em tempos de 

acompanhamento mais longos (GRADA et al., 2017). Ainda, considerando a linhagem 

CAL27, em particular, uma vez que a CC50 dos compostos Navitoclax e Venetoclax 

é de aproximadamente 20 μM em 48h, destaca-se que o efeito observado nessa 

concentração e tempo pode ser atribuído, em parte, a citotoxicidade dos compostos. 

Por último, ressalta-se que, no presente estudo, foram utilizados fibroblastos 

orais obtidos a partir de cultura primária. O uso de culturas primárias apresenta 

determinadas vantagens comparado a linhagens imortalizadas, tais como uma 

resposta biológica mais comparável aos modelos in-vivo frente a intervenções 

farmacológicas (PAN et al., 2009). No entanto, linhagens primárias apresentam baixa 

reprodubilidade entre diferentes estudos e, apesar do processo de imortalização poder 

desencadear alterações fenotípicas e em determinadas vias moleculares (ALGE et al., 

2006), a investigação de linhagens imortalizadas também é encorajada tendo em vista 

o maior potencial de replicabilidade e comparabilidade dos achados entre diferentes 

grupos de pesquisa.
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8 CONCLUSÃO GERAL 

A partir da análise de estudos da literatura, concluiu-se que os compostos 

miméticos de BH3 apresentaram uma proeminente capacidade de indução da morte 

celular e inibição do crescimento tumoral em pesquisas pré-clínicas. Alguns desses 

compostos apresentaram efeitos anticâncer fora-de-alvo considerando o mecanismo 

de ação dos miméticos de BH3 (tais como indução de autofagia), devendo ser 

considerados, portanto, miméticos de BH3 putativos. Outros, como ABT-737, 

Navitoclax e Venetoclax, foram considerados como miméticos de BH3 validados, 

exibindo efeitos anticâncer proeminentes, especialmente através da indução da 

apoptose de células tumorais. 

Considerando o estudo in-vitro realizado, concluiu-se que tanto o composto 

Navitoclax quanto o Venetoclax demonstraram efeitos citotóxicos relevantes 

considerando a linhagem de CEB investigada. Ainda, esses compostos apresentaram 

substancial inibição da capacidade de proliferação e migração dessas células. Esses 

efeitos biológicos não foram observados em HGF não-senescentes, sugerindo que o 

efeito dos miméticos de BH3 investigados foi seletivo às células tumorais em estudo.  

Ainda, o composto Navitoclax apresentou capacidade relevante de induzir 

morte celular pelo mecanismo de apoptose. Apesar do composto Venetoclax não ter 

apresentado aumento significativo dos marcadores de morte celular, não se pode 

desconsiderar outros potenciais efeitos anticâncer observados. No que tange os HGF 

com fenótipo senescente, nenhum dos compostos investigados apresentou efeito 

citotóxico relevante, o que foi corroborado pela ausência de marcadores de morte 

celular. Esses achados sugerem que HGF com fenótipo senescente podem 

apresentar expressão aumentada de proteínas da família BCL-2 que não são alvos 

moleculares dos compostos em estudo (como a MCL-1) ou, ainda, depender 

majoritariamente de mecanismos distintos de resistência a morte celular, como uma 

perda de atividade de determinadas caspases. 

Recomendam-se, portanto, futuros estudos para a validação desses achados 

e também para aprofundar o conhecimento científico acerca dos mecanismos de 

resistência a morte celular dos fibroblastos orais com fenótipo senescente.
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Anexo A - Aprovação do projeto no comitê de ética (CEPSH-UFSC) 

 



197 

 

 



198 

 

 



199 

 

 



200 

 



201 
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