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RESUMO 
Os tumores de esôfago e de boca estão classificados como as neoplasias 

malignas mais frequentes no Brasil. O câncer de esôfago é o oitavo mais comum 

no mundo e o câncer de boca é classificado como o 5º dentre as neoplasias 

malignas que afetam o homem no Brasil. Os lipopolissacáridos (LPS) são 

compostos característicos da parede celular de bactérias gram-negativas. Eles 

são capazes de regular a expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias, 

através da ligação ao receptor toll-like 4 (TLR4) via NF-kB. Estudos recentes 

mostram que o LPS pode aumentar a habilidade de migração de linhagens 

célulares de câncer de esôfago humano HKESC-2 através do aumento de suas 

propriedades de adesão. Entretanto, ainda não foi testado o efeito do LPS sobre 

as células de câncer de esôfago e de carcinoma oral humano HN30. Deste 

modo, este estudo teve como objetivo determinar a ação dos compostos de LPS 

(derivado de bactérias) sobre a proliferação e viabilidade de linhagens celulares 

de câncer de esôfago humano, e de carcinoma oral humano. Foram utilizados 

como tratamento o LPS para as linhagens OE19 e OE21 e o PgLPS 

(lipopolissacarídeo da Porphyromonas gingivalis) para a linhagem HN30. A 

viabiliadade celular foi avaliada utilizando o ensaio MTT e contagem celular. 

Também foi avaliada a expressão do receptor TLR4 por PCR em tempo real. 

LPS em concentrações mais elevadas reduziu significativamente a viabilidade 

celular em ambas as linhagens celulares de câncer de esôfago, o 

adenocarcinoma (OE19) e o carcinoma de células escamosas (OE21) em 

diferentes tempos de tratamento. Além disso, ambas as linhagens celulares, 

OE19 e OE21, expressaram o receptor TLR4. Avaliados em conjunto, os nossos 

dados demonstram que o LPS em concentrações elevadas pode contribuir para 

a morte tumoral, de acordo com dados prévios. 

 
Palavras-chave: LPS, câncer de boca, câncer de esôfago, TLR4. 
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ABSTRACT 
The esophageal and oral tumors are classified as the most frequent malignancies 

in Brazil. Esophageal cancer is the eighth most common in the world and oral 

cancer is ranked as the 5th among malignant neoplasms affecting man in Brazil. 

The lipopolysaccharide (LPS) are characteristic compounds of the cell wall of 

gram-negative bacteria. They are able to regulate gene expression of pro-

inflammatory cytokines by binding to toll-like receptor 4 (TLR4) via NF-kB 

pathway. Recent studies show that LPS can increase the migration ability of cell 

lines of human esophageal cancer HKESC-2 by increasing its binding properties. 

In the meantime, it has not been tested the effect of LPS on esophageal cancer 

cells OE19 and OE21 and human oral carcinoma HN30. Thus, this study aimed 

to determine the action of LPS compounds on the proliferation and viability of cell 

lines of human esophageal cancer and human oral carcinoma HN30. Were used 

as treatment LPS for OE19 and OE21 cell lines and the PgLPS 

(lipopolysaccharide of Porphyromonas gingivalis) for HN30 cell line. Cell viability 

was assessed using the MTT assay and cell counting. The TLR4 expression by 

real-time PCR was also evaluated. LPS at higher concentrations decreased 

significantly cell viability in both cell lines, adenocarcinoma (OE19) and 

squamous esophageal carcinoma (OE21) at different times of treatment. In 

addition, both cell lines, OE19 and OE21, expressed TLR4 receptor. Taken 

together, our data demonstrated that LPS at high concentrations might contribute 

to tumor death, in agreement with previously data. 

 
Key words: LPS, oral cancer, esophageal cancer, TLR4. 
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1 INTRODUÇÂO 
 

1.1 CÂNCER DE ESÔFAGO 
 

O câncer de esôfago é o oitavo mais comum no mundo, com mais de 

480.000 novos casos anuais, e é responsável por mais de 400.000 mortes, 

tornando-o a sexta causa de morte por câncer (Tarapore et al., 2013). Nos 

Estados Unidos estima-se que existam 18.170 novos casos e 15.450 mortes de 

câncer de esôfago em 2014 (National Cancer Institute, 2014). 

No Brasil, a incidência de câncer de esôfago varia de 1 a 18 por 100.000 

habitantes, e é maior na região sul do país. Fatores de risco, tais como consumo 

de álcool, fumo, deficiências nutricionais, alimentação, ingestão de líquidos 

quentes e exposição ocupacional estão envolvidos com o aparecimento de 

tumores esofágicos (Mota et al., 2013). O prognóstico é baixo, com uma taxa de 

sobrevida de 15% em 5 anos. Se o diagnóstico ocorrer cedo, o prognóstico é 

significativamente melhor, com índice de sobrevida de 95% em 5 anos (Arantes 

et al., 2012).  

O tratamento para o câncer de esôfago muitas vezes inclui radioterapia 

associada ou não a cirurgia. A maior parte dos tumores subepiteliais gástricos e 

de esôfago são benignos, mas a possibilidade de transformação para 

malignidade é grande, especialmente quando os tumores subepiteliais se 

originam a partir da camada muscular (Zhou et al., 2015) 

Os dois principais tipos histológicos de câncer de esôfago são 

adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas, que se diferenciam de 

acordo com seus fatores de risco e distribuições demográficas. O câncer de 

células escamosas, que surge das células que limitam a parte superior do 

esôfago e o adenocarcinoma. O outro subtipo é o adenocarcinoma, que 

geralmente está associado com refluxo gastroesofágico e esôfago de Barrett, 

que surge de células glandulares que estão presentes na junção do esôfago e 

estômago (Ma et al., 2012). O esôfago de Barrett é caracterizado pela 

substituição do epitélio escamoso normal do esôfago pelo epitélio colunar 

metaplásico como um resultado do refluxo gastroesofágico crônico (Merchant et 

al., 2013). O carcinoma de células escamosas do esôfago é um dos tumores 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20DJ%5Bauth%5D
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malignos mais agressivos do mundo e a angiogênese é uma importante 

característica clínica do mesmo. Ele apresenta um prognóstico muito ruim, 

porque muitos casos são assintomáticos, até que a doença esteja em estágio 

avançado (Xu et al. 2014).  

Embora o adenocarcinoma tenha sido o subtipo mais frequente em 

homens brancos nos Estados Unidos desde o começo dos anos 90, o carcinoma 

de células escamosas continua sendo o subtipo mais prevalente no mundo, 

principalmente na China e em outros países asiáticos (Almodova et al., 2013). 

As figuras 1 e 2, adaptadas de WHO (2012), apresentam as estimativas sobre o 

câncer de esôfago no mundo em relação a homens e mulheres. De fato, este 

tipo de câncer de esôfago é um dos carcinomas mais agressivos do trato 

gastrointestinal (Ren et al., 2013). O fumo e o consumo excessivo de álcool 

contribuem para cerca de 90% do total de casos de carcinoma de células 

escamosas. Já para o adenocarcinoma, o fumo, a obesidade e o refluxo 

gastroesofágico são os principais fatores de risco (Thakur et al., 2013). O estudo 

realizado por Steffen et al. (2015) demonstrou que a obesidade abdominal é um 

fator de risco indiscutível para adenocarcinoma de esôfago e também fornece 

evidências para um efeito protetor do tecido adiposo no adenocarcinoma de 

esôfago (Steffen et al., 2015). 

O carcinoma de células escamosas é mais prevalente na China e em 

outros países asiáticos (Ren et al., 2013). 
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Figura 1 – Estimativa sobre o Câncer de Esôfago em Homens por 100.000 

habitantes. (WHO, 2012) 
 

 
 

Figura 2 – Estimativa sobre o Câncer de Esôfago em Mulheres por 100.000 

habitantes. (WHO, 2012) 
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1.2 CÂNCER DE BOCA 
 

Neoplasias malignas da cavidade oral têm uma alta taxa de mortalidade. Por 

esta razão, as campanhas preventivas têm sido desenvolvidas, tanto para 

educar a população como para diagnosticar lesões em uma fase inicial (Nemoto 

et al., 2014). O câncer de boca é classificado como o 5º entre as neoplasias 

malignas que afetam o homem no Brasil. Nas últimas décadas os índices de 

incidência e o número de mortes causadas por esta doença aumentaram 

consideravelmente (Girardi et al., 2013). O câncer da mucosa oral representa 

aproximadamente 1 a 2% de todos os cânceres (Waal, 2013). Na Índia, o câncer 

de boca é o principal tipo de câncer e é responsável por 50-70% de todos os 

cânceres diagnosticados quando comparado a 2-3% no Reino Unido e EUA. 

Mais de 80% dos pacientes com câncer nos países em desenvolvimento são 

diagnosticados em estágio avançado e não tem acesso à detecção precoce 

(Deshpande et al.,2014). Em um estudo realizado na Alemanha por Jansen et al. 

(2014), foi observado que embora as estimativas de sobrevida sejam muito 

menores para os pacientes idosos, não se observam diferenças entre faixas 

etárias para alguns tipos de câncer (Jansen et al., 2014). As melhorias relatadas 

com relação a sobrevivência podem refletir os avanços na qualidade do 

tratamento e diagnóstico do câncer. A figura 3 mostra a distribuição de câncer no 

Brasil em 2014 com especial ênfase para o câncer oral e de esôfago (INCA, 

2014). 

A grande maioria destas neoplasias consiste de carcinomas de células 

escamosas. Os tipos de câncer oral incluem tumores malignos da glândula 

salivar, sarcoma de tecidos moles e ossos da mandíbula, melanoma, tumores 

odontogênicos malignos, malignidades linforeticulares, e metástases de tumores 

localizados em qualquer parte do corpo (Waal, 2013).  

O carcinoma oral de células escamosas é considerado um problema de 

saúde pública, e a morbidade e mortalidade associadas com este tumor 

permanecem elevadas. O tratamento padrão para estes casos incluem cirurgia e 

radioterapia; a quimioterapia pode ser usada em casos avançados ou como 

tratamento paliativo. É comum que estes protocolos apresentem impactos 

funcionais e estéticos significativos no estilo de vida dos pacientes (Romanini et 

al., 2012). Hassona e colaboradores (2014) demonstraram que apenas 45,6% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deshpande%20A%5Bauth%5D


14 

 

dos indivíduos tinham algum conhecimento sobre o câncer bucal. Somente 

66,9% e 33,8% dos indivíduos foram capazes de identificar de forma correta o 

tabaco e o álcool, respectivamente, como fatores de risco. Cerca de 24% dos 

avaliados não tinham conhecimento sobre quaisquer sinais que pudessem 

indicar o câncer bucal (Hassona et al., 2014).  

As principais etiologias do câncer de boca incluem o fumo, consumo de 

álcool e o hábito de mascar betel quid (tipo de folha consumida tipicamente na 

Ásia que possui propriedades psico-estimulantes). É predominante em homens, 

enquanto que a incidência em mulheres é relativamente baixa (Chen et al., 

2013). A mortalidade por câncer da cavidade bucal é alta, apresentando 

estimativa recente de 128.000 mortes por ano no mundo (Toporcov et al., 2012). 

Metástases em nodos linfáticos da região cervical são a principal característica 

associada com a agressividade do tumor em carcinomas orais de células 

escamosas, reduzindo a sobrevida de 5 anos para cerca de 50%. Para estes 

pacientes, a intensificação do tratamento com radioterapia e quimioterapia 

resulta em melhora da sobrevida. Entretanto, a toxicidade destes tratamentos 

pode ser elevada, geralmente resultando em prejuízos na fala e na deglutição 

(Xu et al., 2013). 

 

 
Figura 3 – Distribuição proporcional no Brasil dos dez tipos de câncer mais 

incidentes estimados para 2014 por sexo. (INCA, 2014) 

1.3 BIOTECNOLOGIA 

Os biofármacos são indispensáveis na medicina moderna. O valor de 

mercado estimado é de 70 a 80 bilhões de dólares e taxas de crescimento anual 

entre 7 e 15% são esperadas. Estas são razões fortes para o foco da Farmácia e 

da Biotecnologia no desenvolvimento de biofármacos. Por definição o termo 

biofármaco refere-se a proteínas terapêuticas recombinantes e produtos 
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baseados em ácidos nucleicos. Anticorpos representam o maior grupo de 

proteínas utilizadas como biofármacos (Vogl, Hartner, Glieder, 2013). O aumento 

da heterogeneidade dos tumores e a interação tumor-hospedeiro tem estimulado 

o interesse no desenvolvimento de novas terapias que têm como alvo tanto as 

células tumorais como o microambiente do tumor (Xu et al., 2014). 

Hoje no Brasil a política pró-inovação, associada ao desenvolvimento 

produtivo e social, está sendo revigorada. Nas políticas recentes voltadas para o 

estímulo à produção e à inovação, a biotecnologia aparece como uma área 

chave para a transformação da capacidade produtiva e a satisfação das 

necessidades sociais (Bianchi, 2012). Desde o desenvolvimento da tecnologia 

do DNA recombinante, nos anos de 1980, é crescente o número de novas 

moléculas de origem biotecnológica estudadas, como proteínas recombinantes, 

anticorpos monoclonais e ácidos nucleicos, que apresentam um alto potencial 

terapêutico (Bianchi, 2012). 

Mais de 125 produtos biotecnológicos já haviam sido aprovados para uso 

clínico pelo Food and Drug Administration (FDA) até o ano de 2006. No relatório 

da Pharmaceutical Research and Manufacturers of America de 2006, estão 

descritas mais de 418 novas substâncias biotecnológicas identificadas para o 

tratamento de mais de 100 doenças que se encontram em estudos clínicos. 

Estas doenças incluem, principalmente, o câncer, as doenças infecciosas, as 

autoimunes e a AIDS (Melo et al., 2012). Os Lipopolissacarídeos (LPS) são 

exemplos de compostos biotecnológicos. 

 

1.4 LIPOPOLISSACARÍDEO (LPS)  
 

Lipopolissacarídeos (LPS) são compostos característicos da parede 

celular de bactérias gram-negativas. São capazes de regular a expressão gênica 

de citocinas pro-inflamatórias através da ativação de NF-κB via ligação ao 

receptor toll-like 4 (TLR4). O impacto potencial do LPS no refluxo esofágico pode 

ocorrer através do relaxamento do esfíncter inferior do esôfago por síntese de 

óxido nítrico e por retardo de esvaziamento gástrico via cicloxigenase 2. A 

inflamação crônica pode ter um papel crítico na progressão de tumor de esôfago 

benigno para maligno (Yang et al., 2012). A figura 4 demonstra uma via 

hipotética de ativação de NF-κB no esôfago através da ligação do LPS ao   

http://clincancerres.aacrjournals.org/search?author1=Liying+Yang&sortspec=date&submit=Submit
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TLR4. O TLR4 é um receptor de padrão molecular da resposta imune inata (Yan 

et al., 2015). A sinalização via TLR4 pode estar relacionada com a invasão 

celular, sobrevivência e metástases em uma variedade de cânceres (Yang et al., 

2014). 

  

       
Figura 4 – Ativação hipotética da via NF-κB no esôfago.  

(Yang et al. 2012) 
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O LPS é o maior fator patogênico na sepse gram-negativa, que é 

caracterizada por choque, coagulopatia e disfunção em múltiplos órgãos. Em 

resposta a exposição sistêmica de LPS, citocinas pró-inflamatórias tais como 

Fator de Necrose Tumoral (TNF), interleucina (IL)-1β e Interferon-y são 

produzidas pelo hospedeiro. Foi evidenciado através de modelos animais que a 

administração de LPS induz apoptose de células brônquicas epiteliais no 

pulmão, após duas horas de tratamento. Esta observação foi confirmada por 

análise morfológica e sugere que este composto apresenta uma função direta no 

controle da apoptose neste tipo de tecido.  

Evidências recentes demonstraram metástase aumentada de células de 

câncer de pulmão induzida por LPS, o que refletiu em um importante papel da 

inflamação na progressão do tumor. O receptor TLR4 possui um papel chave na 

investigação já que estudos recentes mostraram que o LPS e a estimulação 

deste receptor poderiam aumentar as metástases, como no caso de carcinoma 

papilar da tiróide, câncer colorectal, câncer de mama e células de carcinoma 

hepatocelular humano. A estimulação de TLR4 com LPS poderia também 

promover a migração e a invasão de células de câncer de pulmão (Liu et al., 

2015). 

Recentemente, se observa um interesse crescente nas funções anti-

tumorais iniciadas pela resposta imune inata. O papel dos receptores toll-like 

(TLRs), conforme demonstrado na Figura 5, e sua sinalização em tumor de 

escape imunológico e resistência à apoptose, por exemplo, está entre as 

fronteiras da exploração. TLRs são proteínas transmembranas do tipo I com 

domínios extracelulares constituídas em grande parte de repetições ricas em 

leucina e domínios de sinalização intracelulares que desempenham um papel 

crucial na inflamação e na defesa do hospedeiro contra microorganismos 

invasores através do reconhecimento de padrões moleculares associados a 

agentes patogênicos, tais como LPS, RNA, e DNA bacteriano. Estudos mais 

recentes têm demonstrado a expressão de TLRs em uma ampla variedade de 

tecidos tumorais. As vias de sinalização ativadas em células malignas podem ter 

consequências profundas para o crescimento de tumores através da promoção 

da progressão do câncer, a atividade anti-apoptótica, e resistência à resposta 

imune do (Sun et al., 2012). 
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O sistema respiratório é continuamente exposto a baixos níveis de LPS, 

que está presente como um contaminante em partículas do ar, incluindo a 

poluição atmosférica, lixo orgânico e fumaça do cigarro. A exposição a altos 

níveis de LPS, por exemplo, em agricultores ou fumantes compulsivos, é 

conhecida por provocar inflamação aguda do pulmão, parcialmente iniciada por 

indução endógena antecipada de IL-1β e TNF no pulmão (Vernooy et al., 2001). 

O LPS estimula a permeabilidade vascular, promove a liberação de citocinas 

pró-inflamatórias, tais como factor de necrose tumoral (TNF) e interleucina-6 (IL-

6) a partir do sangue para os tecidos pulmonares e ativa numerosas células 

inflamatórias tais como neutrófilos e macrófagos. Em macrófagos, a indução de 

LPS ativa a transcrição de genes que codificam as proteínas pró-inflamatórias, o 

que leva à libertação de citocinas e a síntese de enzimas, tais como ciclo-

oxigenase-2 (COX-2) (Niu et al., 2015). 

Estudos recentes mostram que o LPS pode aumentar a habilidade de 

migração de células humanas de câncer de esôfago HKESC-2 através do 

aumento de suas propriedades de adesão por sinalização via TLR4 (Rousseau 

et al., 2013). Alguns autores mencionam que a exposição ao LPS pode ter 

efeitos opostos na adesão das células tumorais e no desenvolvimento do tumor. 

Primeiro, por ligação ao TLR4, o LPS induz a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) por macrófagos, danificando o endotélio e promovendo a 

exposição da matriz extracelular endotelial, a qual células tumorais circulantes 

podem aderir. Segundo, o LPS pode estimular o clearence de células tumorais 

imunogênicas promovendo respostas imune adaptativas (Gül et al., 2012). 

O TLR4 é um dos receptores de membrana mais importantes envolvidos 

no processo de reconhecimento do LPS pelo hospedeiro. A estrutura do LPS da 

Porphyromonas gingivalis (PgLPS) apresenta uma porção antigênica e particular 

adicional e é reconhecida pelo receptor TLR2, que é responsável pelo 

reconhecimento dos componentes da parede celular de bactérias gram positiva 

(Sipert et al., 2013). 
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Figura 5 - O papel dos receptores Toll-like no câncer de esôfago. 

(Kauppila et al. 2014) 

 

Pacientes que apresentam câncer oral demonstram uma desregulação na 

resposta imune anti-tumoral. Um estudo realizado por Paleja et al. demonstrou 

que a estimulação dos receptores TLR por vários ligantes, como CpG-ODN 

(dinucleotídeo citosina-fosfato-guanosina não metilado) e LPS entre outros, não 

aumentaram significativamente a resposta citotóxica do tumor (Paleja et al., 

2013). 

Visto que a biotecnologia é uma área em ascensão e muitos compostos 

biotecnológicos têm sido descobertos recentemente para a terapia de diversas 

patologias (Melo et al., 2012), e o câncer é uma doença que causa muitas 

mortes ao redor do mundo, muitos esforços têm sido feitos para entender os 

mecanismos dos diversos subtipos de neoplasias existentes e desta forma 

descobrir novas opções de terapia. 

Alguns resultados têm sido publicados a respeito da atividade anti-tumoral 

do LPS em determinados tipos de câncer. Entretanto, não foram encontrados 

relatos sobre os efeitos destas moléculas sobre o câncer de esôfago e de boca. 
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos dos compostos 

LPS e PgLPS em linhagens celulares humanas de tumor de esôfago e boca, 

respectivamente. 
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 2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

 Determinar a ação dos compostos LPS e PgLPS na viabilidade e 

proliferação das linhagens celulares de câncer de esôfago humano, OE19 e 

OE21, e na linhagem de carcinoma oral humano, HN30. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

a) Avaliar a ação do LPS e PgLPS na viabilidade das linhagens de câncer 

de esôfago humano OE19 e OE21 e de câncer de boca humano HN30.  

b) Avaliar o efeito proliferativo do LPS e PgLPS nas células de câncer de 

esôfago e de boca. 

c) Avaliar a expressão dos receptores TLR4 nas linhagens de câncer de 

esôfago humano OE19 e OE21 e de câncer de boca humano HN30. 

d) Avaliar a ação do LPS sobre a ativação das células dendríticas na 

linhagem celular HN30. 
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ABSTRACT 
 
The esophagus and mouth tumors are very frequent malignancies worldwide. 

Lipopolysaccharides (LPS) are capable of regulating gene expression of pro-

inflammatory cytokines by binding to toll-like receptor 4 (TLR4). Recent studies show 

that LPS can increase the migration ability of human esophageal cancer cell line HKESC-

2 by increasing its adhesion properties. However, the effect of LPS has not been tested on 

viability of human esophageal and oral cancer cells. This study aimed to determine the 

action of LPS on the cell proliferation and viability in OE19 (adenocarcinoma) and OE21 

(squamous carcinoma) cell lines, representative of human esophageal cancer, and HN30 

cell line, representative of human oral carcinoma. LPS was used as treatment to OE19 

and OE21 cells, and PgLPS (Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide) to HN30 

cells. Viability was assessed by MTT assay and proliferation by cell counting. TLR4 

expression was evaluated by real-time PCR. LPS at higher concentrations decreased 

significantly cell viability in both cell lines, adenocarcinoma (OE19) and squamous 

esophageal carcinoma (OE21) at different times of treatment. In addition, both cell lines, 

OE19 and OE21, expressed TLR4 receptor. Taken together, our data demonstrated that 

LPS at high concentrations might contribute to tumor death, in agreement with previously 

data. 

 

Key words: LPS, oral cancer, esophageal cancer, TLR4. 
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INTRODUCTION 

Esophageal cancer is the eighth most common in the world, with more than 480,000 new 

cases annually, and is responsible for over 400,000 deaths, making it the sixth leading 

cause of cancer death (Tarapore et al., 2013). Risk factors such as alcohol consumption, 

smoking, nutritional deficiencies, food, drinking hot liquids and occupational exposure 

are involved with the development of esophageal tumors (Mota et al., 2013; Thakur et 

al., 2013). Steffen et al. (2015) demonstrated that abdominal obesity is an indisputable 

risk factor for esophageal adenocarcinoma (Steffen et al., 2015). The prognosis is low, 

with a 15% survival rate at 5 years (Arantes et al., 2012). The two main histological types 

of esophageal cancer are adenocarcinoma and squamous cell carcinoma, which differ 

according to their risk factors and demographic distributions (Ma et al., 2012). Although 

adenocarcinoma was the most common subtype in white men in the United States since 

the early 90s, squamous cell carcinoma is still the most prevalent subtype in the world 

(Almodova et al., 2013; Ren et al., 2013). Esophageal squamous cell carcinoma carries a 

very poor prognosis because many cases go undetected until the disease is at an advanced 

stage (XU et al. 2014). 

Mortality from cancer of the oral cavity is high, with recent estimate of 128,000 deaths 

per year worldwide (Toporcov et al., 2012). Types of oral cancer include malignant 

tumors of the salivary gland, sarcoma of soft tissue and bone of the jaw, melanoma, 

malignant odontogenic tumors, lymphoreticular malignancies, metastases and tumors 

located in any part of the body (Waal, 2013). The standard treatments for these cases 

include surgery and radiation; chemotherapy can be used in advanced cases or as 

palliative treatment (Romanini et al., 2012; Girardi et al., 2013). Main causes of oral 

cancer are similar for esophageal cancer (Chen et al., 2013).  
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Increasing appreciation of tumor heterogeneity and the tumor-host interaction has 

stimulated interest in developing novel therapies that target both tumor cells and tumor 

microenvironment (Xu et al., 2014). Lipopolysaccharides (LPS) are characteristic 

compounds of the cell wall of gram-negative bacteria (Yang et al., 2012). In response to 

systemic exposure of LPS, pro-inflammatory cytokines such as Tumor Necrosis Factor 

(TNF), interleukin (IL)-1β, and interferon-γ produced by the host mediate many 

inflammatory and hemodynamic changes and organ dysfunction in sepsis (Vernooy et al., 

2001). LPS are able to regulate gene expression of pro-inflammatory cytokines through 

activation of toll-like receptor 4 (TLR4) via NF-kB (Yang et al., 2012).  

Recently, there has been a growing interest in anti-tumor functions initiated by the innate 

immune response. TLRs are type I transmembrane protein with extracellular domains 

comprised largely of leucine-rich repeats and intracellular signaling domains that play a 

crucial role in inflammation and host defense against invading microorganisms through 

the recognition of pathogen-associated molecular patterns such as LPS, lipopeptides, 

RNA, and bacterial DNA (Sun et al., 2012). Their activated signaling pathways in cancer 

cells could have profound consequences for tumor growth by promoting cancer 

progression, anti-apoptotic activity, and resistance to host immune responses (Sun et al., 

2012). A study by Paleja et al. (2013) demonstrated that the stimulation of the TLR by 

various ligands such as LPS and CpG among others, do not significantly increased tumor 

cytotoxic response (Paleja et al., 2013). 

Of interest, stimulation of TLR4 with LPS could promote the migration and invasion of 

lung cancer cells (Liu et al., 2015). TLR4 has been implicated in tumor cell invasion, 

survival, and metastasis in a variety of cancers (Yang et al., 2014). Recent studies show 

that LPS can increase the migration ability of human cell esophageal cancer HKESC-2 by 

increasing its binding properties by signaling via TLR4 (Rousseau et al., 2013). In this 
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way, the aim of this study was to determine the action of LPS and PgLPS in cancer cell 

lines proliferation and viability using human esophagus OE19 and OE21 and the human 

oral carcinoma HN30. Furthermore, we intend to evaluate the expression of TLR receptor 

4 in human esophageal and human oral cancer cell lines.  
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MATERIALS AND METHODS 

Reagents 

LPS and PgLPS were obtained by Invitrogen. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was obtained 

from Sigma Aldrich and culture media Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) and 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute), Trypsin and Fetal Bovine Serum (FBS) were 

obtained from Life Technologies (Gibco). 

 

Cell Culture and Treatments 

The cell lines OE19 (adenocarcinoma) and OE21 (squamous cell carcinoma) and HN30 

(oral carcinoma) were obtained through donation of National Cancer Institute (INCA, 

RJ). They were kept in an incubator at 37°C with 5% CO2 and 95% humidity. The OE19 

and OE21 cell lines were maintained in culture with RPMI 1640 and HN30 with DMEM, 

both medium supplemented with 10% FBS, fungizone and antibiotic. The OE19 cell line 

corresponds to adenocarcinoma of the esophagus, gastroesophageal junction, pathological 

stage III with moderate differentiation. The OE21 cell line corresponds to squamous cell 

carcinoma of the middle third of the esophagus, pathological stage IIA, with moderate 

differentiation. When the cells reached 70-80% confluence were treated for 24, 48 and 72 

hours at concentrations of 0.1, 1, 10, 20, 50 and 100 µg/ml of LPS (for OE19 and OE21 

cell lines) and at concentrations of 0.1, 1, 10, 20, 50 and 100 µg/ml for PgLPS (only for 

HN30 cell line). 
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Cell Viability – MTT Assay 

After treatment, the cell viability was evaluated by MTT (tetrazolium blue thiazol - 3- 

[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] - 2,5-diphenyl-tetrazolium) assay. Cells were plated in 96 

well plates with cell density of 5 x 103 cells per well and treated after reach confluence. 

Cell cycle was synchronized by reduction of the culture medium to 5% and 0.5% FBS. 

The respective culture medium plus 10% FBS was used as positive control. After 24, 48 

and 72h of treatment, the experiment of MTT was performed. One hundred (100) µl of a 

solution containing 90% medium and 10% of 5 mg MTT / ml diluted in PBS (Phosphate 

Buffered Saline) were added. The cells were then incubated for 3 hours at 37ºC. Follow, 

MTT solution was discarded and the plate was completely dried, were added 100 µl of 

DMSO in each well. The quantification was done by absorbance spectrophotometer 

Spectra MaxM2e Soft Max ® from Molecular Devices Pro 5 to 492 nm. 

 

Cell Proliferation – Cell Count 

The cell number was evaluated after treatment using a counter (Countess II FL - Life 

Technologies in). It was held plating of 2 x 104 cells per well in 24-well plates. Cell cycle 

was synchronized by reduction of the culture medium to 5% following by 0.5% FBS. The 

respective culture medium plus 10% FBS was used as positive control. The respective 

culture medium plus 10% FBS was used as positive control. The experiments were 

performed after 24, 48 and 72 hours of treatment. The culture medium was discarded and 

added 100 µL Trypsin / EDTA solution (Disodium ethylenediamine tetraacetic acid). 

Trypan Blue stain was used for counting to exclude non-viable cells. The number of 

viable cells was determined by perceptual in relation to control.  
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qRT-PCR Expression 

RNA from treated cells was extracted using RNAeasy kit (Qiagen, EUA). cDNA was 

obtained using Sensiscript Reverse Transcription kit (Qiagen). Relative Real Time PCR 

was carried out on the equipment StepOne Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems), with StepOne Software 2.3 program, using primers 20x TaqMan® 

Experimental Gene Assay, for the targets TLR4 Hs01060206_m1 and β-actin ACTB 

(20x) 4333762F (Applied Biosystems) as constitutive gene for reaction control. To 

determine the relative RNA expression levels was used 2-ΔΔCT method. 

 

Statistical Analysis 

The statistical analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA), 

followed by Tukey post-hoc test. Results were presented as the mean ± standard error of 

the mean (SEM) and p values smaller than 0.05 were considered significant (p <0.05).  
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RESULTS  

LPS is the principal component of Gram negative bacteria that activates the innate 

immune system. PgLPS is a purified preparation of lipopolysaccharide from the Gram-

negative bacteria Porphyromonas gingivalis. Since PgLPS is an important virulence 

factor in the mechanisms of peridontal disease we chose to test this compound in oral 

carcinoma (HN30 cell line). 

Firstly, we evaluated LPS effect on esophageal cancer cells viability. The results of 

the MTT assay shown in Figure 1A demonstrated that LPS, at the higher concentrations 

of 20, 50 and 100 µg/mL, decreased significantly OE19 cell viability when compared to 

control, for all the times tested (24, 48 and 72h). The effect of LPS on OE21 cells was 

similar to OE19 cells (Figure 1B).  In contrast, PgLPS treatment in HN30 cells increased 

the cell viability in relation to control after 48h (Figure 1C), but these results were not 

significant. 

 

A)  
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B)  

C)  
Figure 1. Evaluation of cell viability of OE19 (A), OE21 (B) and HN30 (C) cell lines 
after 24, 48 and 72 hours of treatment with LPS and PgLPS respectively. The 
experiments were performed five times in triplicate. Each column represents the mean ± 
SEM. *P<0.01; **P<0.01; ***P<0.001 for comparison versus control, as determined by 
ANOVA following by Tukey post-hoc test.  
 

In addition, in order to evaluate the proliferative effect of LPS, we count the cells 

after treatment. The results shown in Figure 2A, demonstrated that LPS at the higher 

concentrations (50 and 100 µg/mL) decreased significantly OE19 cell number when 

compared to control, in 48 and 72 hours after treatment. The effect of LPS on squamous 

esophageal carcinoma cells (OE21 cell line) was quite similar to esophageal 

adenocarcinoma cells (OE19), presented in Figure 2B. It was observed a significant 

decrease in cell number when compared to control at higher concentrations of LPS (50 

and 100 µg/mL). The results with oral cancer, HN30 cell line, showed that PgLPS 
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treatment had no effect on cell number, although there was a tendency to increase the cell 

viability at 48 h treatment (Figure 2C). Overall, our results demonstrated that LPS present 

a distinct effect on cell proliferation and viability depending on the concentration used.  

 

 

A)  

B)  

C)  
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Figure 2. Cell proliferation of OE19 (A), OE21 (B) and HN30 (C) cell lines after 24, 48 
and 72 hours of treatment with LPS and PgLPS by cell count assay. The experiments 
were carried out at least five times in triplicate. Each column represents the mean ± SEM. 
*P<0.01; **P<0.01; ***P<0.001 for comparison versus control, as determined by 
ANOVA following by Tukey post-hoc test. 
 

In order to understand the mechanisms involved in LPS compounds effects, we 

investigated the expression of TLR4 in the OE19 and OE21 cell lines, since the results 

were significant for just these cell lines in the MTT and cell count assays. The results of 

qRT-PCR assay showed that esophageal cancer OE19 and OE21 cell lines expressed toll-

like receptor TLR4 (Figures 3A and 3B). Squamous esophageal carcinoma cell line 

(OE21) showed a higher expression of this receptor when compared to adenocarcinoma 

cells (OE19). 
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Figure 3. Relative expression of TLR4 in cell lines OE21 and OE19 by qRT-PCR: (A) 
each cell line OE21 and OE19 relative expression and (B) relative expression of OE21 vs 
OE19. 
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DISCUSSION  

In this study, we used different cell lines of esophageal carcinoma (OE19 and 

OE21) and oral cell carcinoma (HN30) to test LPS effect on cell proliferation and 

survival. OE19 cell line corresponds to adenocarcinoma of the esophagus, 

gastroesophageal junction, pathological stage III, with moderate differentiation. On the 

other hand, OE21 cell line corresponds to squamous cell carcinoma of the middle third of 

the esophagus, pathological stage IIA, with moderate differentiation. Given the different 

characteristics of the cell lines evaluated, our data demonstrated that LPS treatment 

decreased significantly cell viability and cell number in the esophageal adenocarcinoma 

cells (OE19 cell line) in all times of treatment (24, 48 and 72 hours). In a similar way, 

treatment with LPS promoted a decrease in cell viability on squamous esophageal 

carcinoma cells (OE21 cell line) at 24, 48 and 72 hours after treatment. This may indicate 

that cancer cells can be sensitized to bacteria and host-derived ligands, like LPS. In 

addition, here we demonstrated that both cells (OE21 and OE19) expressed TLR4 and 

this receptor is up regulated in both squamous cell carcinoma and adenocarcinoma of the 

esophagus.   

Previous study has shown that LPS increases migration and adhesive properties of 

esophageal squamous carcinoma cells (HKESC-2 and HKESC-1) by TLR4 stimulation 

via p38 and selectin, contributing to tumor metastasis (Rousseau et al., 2013). In fact, 

Rousseau et al. tested a low LPS concentration of 0,1ug/mL, and on this same 

concentration, we found that LPS increased tumor cells number. However, when we used 

higher concentrations of LPS we found a decrease in tumor cells number. One reason for 

this different effect might be due to TNF production; at high concentration, LPS could be 

inducing the production of a great amount of TNF, consequently being toxic to the cell, 

leading to cell death.  
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Yang et al. (2014) showed that activation of TLR4 might be related to tumor 

growth because it regulates the expression of mRNA for vascular endothelial growth 

factor (VEGF) in human breast cancer cells. The stimulation of TLR4 by LPS promoted 

tumor genesis and the development of metastatic lesions in the liver of mice (Yang et al., 

2014). 

There seems to be a connection between TLRs and esophageal cancer development. In 

fact, poor prognosis in strongly TLR-expressing tumors could be an indicator of 

increased level of tumor–stroma interaction (Kauppila, 2014). Barrett’s esophagus (BAR-

T cell line) were stimulated with the TLR4 agonist lipopolysaccharide (LPS). It was 

shown that stimulation of TLR4 with LPS resulted in NF-κB activation and an increase of 

IL-8 secretion (Verbeek et a., 2014). In our study, we observed that the PgLPS at high 

concentration has a tendency to increase cell viability in oral cancer cells (HN30). In fact, 

the structure of the LPS of Porphyromonas gingivalis (PgLPS) has a further particular 

antigenic moiety and is recognized by TLR2, which is responsible for the recognition of 

cell wall components of gram positive bacteria (Sipert et al., 2013).  

Genetic studies have been performed on TLR polymorphisms in esophageal 

cancer. Unlike in gastric cancer, polymorphisms in TLR4 + 896A > G and TLR9-

1237T/C genes were not associated to esophageal cancer risk (Kauppila, 2014). However, 

genetic up-regulation of CD14, a co-receptor of TLR4, was observed in families with 

history of esophageal cancer (Kauppila, 2014). This wound reaction could facilitate the 

passage of bacteria through epithelium and result in the loss of host-microbiome 

homeostasis, further leading to abnormal activation of for example TLR2, 4, 5, and 9 by 

bacterial components. Inflammation and wound reaction then could produce a vicious 

cycle of cellular damage, which might be a major player in esophageal metaplasia and 

carcinogenesis (Kauppila, 2014). 
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Taken together, our data demonstrated that LPS at high concentrations might 

contribute to tumor death, in agreement with previously data. Further studies will be 

carried out in order to verify the signaling pathway and receptors involved in the decrease 

of cell viability observed in human oral carcinoma after PgLPS treatment. In addition, 

TLR4 could be a future target to studies on human esophageal and oral tumors.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Neste estudo foi realizado o tratamento com LPS em diferentes 

concentrações (0,1, 1, 10, 20, 50 e 100 µg/mL) para as linhagens celulares de 

carcinoma de esôfago OE21 e OE19 nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 

horas. Também foi testado o PgLPS nas mesmas concentrações e tempos de 

tratamento para a linhagem celular de câncer de boca HN30. 

A linhagem celular OE19 corresponde a adenocarcinoma da junção 

esôfago-gástrica, estágio patológico III com diferenciação moderada. A linhagem 

OE21 corresponde a carcinoma epidermóide do terço médio do esôfago, estágio 

patológico IIA, com diferenciação moderada. A linhagem HN30 corresponde a 

carcinoma de boca. 

Tendo em vista as diferentes características das linhagens celulares 

avaliadas, os resultados demonstraram que o LPS diminuiu significativamente a 

viabilidade celular e o número de células nas células do adenocarcinoma do 

esôfago (linhagem celular OE19) em todos os tempos de tratamento (24, 48 e 72 

horas). De um modo semelhante, o tratamento com LPS promoveu uma 

diminuição da viabilidade celular em células do carcinoma de células escamosas 

(linhagem celular OE21) em 24, 48 e 72 horas após o tratamento. Isso pode 

indicar que as células do câncer de esôfagp podem ser sensibilizados pelas 

bactérias e os ligantes derivados do hospedeiro, como LPS. Além disso, aqui 

nós demonstramos que ambas as linhagens celulares (OE21 e OE19) 

expressaram o TLR4 e este receptor pode estar envolvido no carcinoma de 

células escamosas e no adenocarcinoma do esôfago. Além disso, os resultados 

do ensaio de qRT-PCR mostraram que estas linhagens celulares expressam os 

receptores toll-like TLR4.  
De acordo com resultados obtidos por Yang et al. (2014) a ativação do 

TLR4 pode estar relacionada com o crescimento tumoral, pois regula a 

expressão de RNAm do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em 

células humanas de câncer de mama. A estimulação do TLR4 com LPS 

promove o desenvolvimento de lesões metastáticas no fígado de camundongos 

(Yang et al., 2014). Estudo anterior demonstrou que o LPS aumenta as 

propriedades adesivas e de migração de células de carcinoma escamoso 

esofágico (HKESC-2 e HKESC-1) por estimulação de TLR4 através de p38 e 
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selectina, contribuindo para o surgimento de metástases (Rousseau et al., 2013). 

Na verdade, Rousseau et al. testaram uma baixa concentração de LPS de 

0,1ug/mL, e nesta mesma concentração, verificou-se que o LPS aumentou o 

número de células tumorais. No entanto, quando usado em maiores 

concentrações, encontramos uma diminuição no número de células tumorais. 

Uma razão para este efeito diferente pode ser devido à produção de TNF; em 

concentração elevada, o LPS pode induzir a produção de uma grande 

quantidade de TNF, e consequentemente, ser tóxico para a célula, levando à 

morte celular. 

De modo interessante, observou-se que o tratamento com PgLPS 

aumentou a viabilidade celular no carcinoma de boca (linhagem celular HN30), 

após 48 e 72 horas de tratamento. De fato, a estrutura do LPS de 

Porphyromonas gingivalis (PgLPS) tem uma porção antigênica ainda mais 

específica e é reconhecido por TLR2, que é responsável pelo reconhecimento de 

componentes da parede celular de bactérias gram-positivas (Sipert et al., 2013). 

Alguns autores mencionam que a exposição a LPS pode ter efeitos opostos 

sobre a adesão de células tumorais e no desenvolvimento de tumores (Gul et al., 

2012). Nossos resultados utilizando a linhagem celular de carcinoma de boca, 

HN30, vão ao encontro dos resultados encontrados nestes estudos 

mencionados.  

Diversos estudos têm demonstrado que o tumor pode suprimir a resposta 

imune (Souza, 2012), especialmente por regulação de moléculas tais como 

CD86 na superfície de células dendríticas (Gallois, 2013). O LPS induz citocinas, 

as quais poderiam modular a ativação de células dendríticas. Neste estudo, 

testou-se a hipótese de que o tratamento com LPS em células tumorais poderia 

estimular a produção de citocinas ou de outros mediadores pró-inflamatórios que 

ativam as células dendríticas. 

Yang et al. (2014) mostraram que a ativação de TLR4 pode estar 

relacionada com o crescimento do tumor porque ela regula a expressão de 

mRNA para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em células do 

câncer de mama. A estimulação por LPS de TLR4 promoveu crescimento 

tumoral e o desenvolvimento de lesões metastáticas no fígado de ratos (Yang et 

al., 2014). 
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Avaliando todos os resultados obtidos, nossos dados demonstram que os 

compostos de LPS têm efeitos opostos sobre a viabilidade celular, dependendo 

da linhagem celular testada. Estudos posteriores são necessários para avaliar as 

vias de sinalização celular e o mecanismo envolvido na diminuição da viabilidade 

do carcinoma de células escamosas de esôfago e do adenocarcinoma de 

esôfago, causada pelo LPS através da estimulação do TLR4. Também é 

recomendável que novos estudos sejam realizados, para verificar o receptor e a 

via de sinalização envolvidos no aumento da viabilidade celular observada nas 

células de carcinoma oral humano após o tratamento com PgLPS. 

Parece haver uma conexão entre TLRs e desenvolvimento do câncer de 

esôfago. Na verdade, o mau prognóstico está relacionado com tumores que 

expressam TLR (Kauppila, 2014). Esófago de Barrett foram estimulados com o 

lipopolissacarídeo agonista TLR4 (LPS). Foi demonstrado que a estimulação de 

TLR4 com LPS resultou na ativação de NF-kB e em um aumento da secreção de 

IL-8 (Verbeek et al., 2014). Em nosso estudo, observamos que o PgLPS em alta 

concentração tem uma tendência para aumentar a viabilidade celular em células 

de câncer oral (HN30). Na verdade, a estrutura do LPS de Porphyromonas 

gingivalis (PgLPS) tem uma porção antigênica ainda mais particular e é 

reconhecido por TLR2, que é responsável pelo reconhecimento de componentes 

da parede celular de bactérias gram-positivas (Sipert et al., 2013). 

Ao contrário do câncer gástrico, polimorfismos em TLR4 + 896A> genes G 

e TLR9-1237T / C não foram associados ao risco de câncer de esôfago 

(Kauppila, 2014). No entanto, a regulação de CD14, um co-receptor de TLR4, foi 

observada em famílias com história de câncer de esôfago (Kauppila, 2014). Esta 

reação poderia facilitar a passagem de bactérias através do epitélio e resultar na 

perda de homeostase microrganismo-hospedeiro, o que leva ainda a ativação 

anormal de, por exemplo, TLR2, 4, 5 e 9 pelos componentes bacterianos. A 

inflamação poderia produzir um ciclo vicioso de dano celular, o que pode ser 

uma importante peça no câncer de esôfago (Kauppila, 2014). 

Avaliados em conjunto, nossos dados demonstram que o LPS em 

concentrações elevadas pode contribuir para a morte do tumor, de acordo com 

dados prévios. Estudos adicionais serão realizados de modo a verificar a via de 

sinalização e os receptores envolvidos na diminuição da viabilidade celular 
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observada no carcinoma oral humano após tratamento com PgLPS. Além disso, 

o TLR4 poderia ser um alvo para estudos futuros de câncer de esôfago e boca.  
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5 PERSPECTIVAS  
A fim de darmos continuidade aos resultados que foram obtidos e 

apresentados neste trabalho, almejamos avaliar os seguintes parâmetros: 

- Utilização do composto CpG-ODN, como forma de tratamento para 

avaliar proliferação e viabilidade das linhagens tumorais de células de esôfago e 

boca através do ensaio MTT. 

- Avaliação do tipo de morte celular causada pelo CpG-ODN, LPS e 

PgLPS nas linhagens OE19, OE21 e HN30, utilizando citometria de fluxo. 

- Avaliação da expressão dos receptores TLR 9 e 2 nas linhagens de 

câncer de esôfago humano OE19 e OE21 e de câncer de boca humano HN30. 

- Investigação das vias de sinalização intracelular envolvidas por 

citometria de fluxo, nas linhagens de câncer de esôfago e de boca estimuladas 

pelos compostos CpG-ODN, LPS e PgLPS. 
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