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RESUMO 

INTRODUÇÃO: O câncer de cabeça e pescoço é o sexto tipo mais frequente no mundo. A busca 

de potenciais alvos terapêuticos em recursos naturais, tem levado ao desenvolvimento de grande 

parte dos agentes antineoplásicos utilizados atualmente no tratamento desta doença. Com os 

avanços da tecnologia e a evolução de novos métodos de análises, o estudo de peçonhas está se 

tornando viável. JUSTIFICATIVA: Animais peçonhentos são excelentes reservatórios naturais de 

moléculas com ação terapêutica. Desta forma, as glândulas veneníferas de formigas, que possuem 

moléculas bioativas, tais como peptídeos/proteínas e alérgenos, que podem apresentar relevância 

terapêutica para a oncologia. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo é identificar potenciais 

proteínas terapêuticas expressas em glândulas veneníferas de formigas Ectatomma opaciventre, para 

o tratamento de tumores de carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço (CECP). MATERIAIS E 

MÉTODOS: Para isso, foi realizado o RNA-Seq de glândulas veneníferas de Ectatomma. opaciventre. A 

montagem de novo do transcriptoma de E. opaciventre com o software Velvet e Blast2GO Após a 

análise, foram selecionados 4 genes que codificam proteínas de interesse terapêutico, os quais foram 

clonados em vetores de expressão e transfectadas em CHO-K1, para sua posterior análise em células 

CECP, avaliando e caracterizando as vias de atividade das proteínas, por meio da análise de viabilidade 

celular, proliferação, apoptose e ciclo celular. RESULTADOS: Após a análise do transcriptoma, foram 

selecionados os transcritos completos com potencial interesse terapêutico (i) Calcineurina B, (ii) Three 

finger toxin, (iii) Lisofosfolipase e (iv) Quitinase. Além de modularem vias de sinalização, importantes 

compreendendo as proteínas, PARP, H2AX, AKT, ERK e p21. CONCLUSÃO: Essas características 

identificam as proteínas, como potenciais proteínas de interesse terapêutico. 

 

Palavras chaves: Câncer de cabeça e pescoço; veneno de formigas; Ectatomma 

opaciventre; transcriptoma; antineoplásico; proteínas terapêuticas. 



 
 

ABSTRACT 

BACKGROUND: Head and neck cancer is the sixth most common cancer site worldwide. The 

pursuit for potential therapeutic targets in natural resources may lead to the development of new 

antineoplastic agents currently used in the treatment of this disease. Through advances in technology 

and new methods of analysis, the study of venoms is becoming feasible. JUSTIFICATIVE: Venomous 

animals can be excellent natural reservoirs of molecules with therapeutic action. Thus, venomous 

glands of ants, which have bioactive molecules, such as peptides/proteins and allergens, may have 

therapeutic relevance for oncology. AIM: The objective of the present study will be to identify 

potential therapeutic proteins expressed in venom glands of Ectatomma opaciventre ants, for the 

treatment of head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). MATERIAL AND METHODS: For this, 

the RNA-Seq of venomous glands of Ectatomma was performed. opaciventre. The reassembly of the 

E. opaciventre transcriptome with the Velvet and Blast2GO software. After the analysis, 4 genes 

encoding proteins of therapeutic interest were cloned into expression vectors and transfected into 

CHO-K1, for further analysis in CECP cells, evaluating and characterizing the pathways of protein 

activity, through cell viability analysis, proliferation, apoptosis and cell cycle. RESULTS: After the 

transcriptome analysis, the complete transcripts with potential therapeutic interest were selected: (i) 

Calcineurina B, (ii) three finger toxin, (iii) Lisofosfolipase and (iv) Quitinase. In addition to modulating 

important signaling pathways comprising proteins, PARP, H2AX, AKT, ERK and p21. CONCLUSION: 

These characteristics identify proteins as potential proteins of therapeutic interest. 

 

Keywords: Head and neck cancer; ant venom; Ectatomma opaciventre; transcriptome; 

antineoplastic; proteins therapeutics.  
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Câncer  

O câncer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo. Em 2018, 

a Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (do inglês: Internacional Agency for Research 

on Cancer - IARC), apresentou estimativa de 18,1 milhões de novos casos de câncer no mundo, 

sendo 17 milhões de novos casos excluindo pele não melanoma, e aproximadamente 9,6 

milhões de óbitos1. 

No mundo, são registrados como os tipos de câncer mais frequentes em homens, o 

câncer de pulmão, próstata, intestino, estômago e fígado. Exibindo uma variação sobre os 

mais ocorrentes em mulheres que são mama, intestino, pulmão, colo do útero e estômago2. 

Ao avaliar-se ambos os sexos, é notável a grande incidência de câncer de pulmão, seguido 

pelo câncer de mama, tumores colo retal, próstata e estomago. Nos dados sobre a 

mortalidade, em alguns tipos tumorais ocorre uma inversão na ordem em que aparecem, o 

câncer de pulmão permanece em primeiro lugar, mas é seguido pelo câncer colo retal, 

estomago, fígado e em quinta posição o câncer de mama (Figura 1)1. 

 

 

Figura 1 – Gráfico de pizza, representando a distribuição dos casos e mortes em ambos os sexos no 

mundo. Globocan, 2018 (Adaptada). 
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Somente no Brasil, a estimativa para 2018-2019 é de 600 mil novos casos, atingindo um 

total de 420 mil exceto pele não melanoma3. Estudos mostram que países em 

desenvolvimento são os que apresentarão em um futuro próximo as maiores incidências4. 

Segundo o INCA3, órgão de base nacional que gera as estimativas, no biênio de 2018-

2019 o câncer de próstata representará 31,7% dos casos de câncer em homens no Brasil. Mas, 

assim como as estatísticas mundiais ainda estão entre os dez mais frequentes o câncer de 

pulmão, cólon e reto e estomago. Nas mulheres os tumores de mama são responsáveis por 

29,5% dos casos de câncer, seguidos de cólon e reto, colo de útero e pulmão cai para quarta 

posição (Figura 2)3. 

 

 

Figura 2 – Classificação proporcional dos principais tipos de câncer mais incidentes, estimados 

para 2018 no Brasil. Excluindo pele não melanoma. INCA, 2017. 

 

O câncer é conceituado por um conjunto de doenças que pode acometer diversas partes 

do organismo. A doença tem seu princípio quando por algum motivo que pode ser genético, 

fatores externos ao corpo ou como na maioria das vezes a associação dos dois, ocorre alguma 

alteração molecular que modificam a harmonia do ciclo celular5. 

As neoplasias podem ser classificadas de acordo com diversas variáveis, entre elas a 

extensão clínica e patológica, a localização anatômica, tipo e grau histológico, ou ainda gênero 

e idade do paciente. A classificação das neoplasias em estadios, auxilia na avaliação do grau 

de disseminação da doença, que está diretamente relacionado às taxas de sobrevida2, 6. 

 

1.1.1 Câncer de cabeça e pescoço  

O câncer de cabeça e pescoço compreende tumores que acometem o trato 

aerodigestivo superior7. Correspondentes aos sítios onde estão incluídos lábio, cavidade oral, 

faringe, laringe, seios maxilares, cavidade nasal e seios etmoidais, glândulas salivares e 
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tireoide6, 8. A maioria desses tumores possuem a morfologia carcinoma das células escamosas 

epiteliais da mucosa7, 8.  

Este tipo de câncer é o sexto mais frequente afetando aproximadamente 650 mil 

pessoas por ano, e sendo causa de óbito em 350 mil no mundo todo7, 9, 10. Segundo o Instituto 

Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA)4, para o ano de 2018-2019, 

principalmente na América Latina e Caribe assim como no Brasil, os tumores na cavidade oral 

em homens será o quinto mais comum, correspondendo a 5,2% do total. Em mulheres ele não 

aparece nos primeiros dez tipos, pois ocorrem cerca de 4 mil casos anuais4. Estudos sugerem 

que o tabaco, o etilismo e infecções pelo vírus do papiloma humano (HPV) são os principais 

fatores de risco para o canceres de cabeça e pescoço7, 11, 12. O tratamento normalmente inclui 

a conciliação de ressecção cirúrgica, seguida de radioterapia e/ou quimioterapia 13. 

Considerando o aumento do número de casos de câncer no mundo, alternativas 

antitumorais que envolvem recursos naturais como toxinas secretadas por animais, vem 

sendo estudadas com maior profundidade14. Nos cânceres de cabeça e pescoço, a alta 

recorrência loco-regional ocorre devido à presença de zonas pré-neoplásicas não extraídas na 

resseção cirúrgica, por não estarem dentro da margem de segurança. Portanto, o controle 

local e regional da doença é responsável pela maior taxa de cura 11. 

 

1.1.2 Principais tratamentos para o câncer de cabeça e pescoço  

O tratamento ao qual o paciente com câncer de cabeça e pescoço será submetido, 

decorre de uma série de fatores relacionados à doença e, para realização, é necessário comum 

acordo entre o paciente e o médico. Entre os elementos avaliados para traçar os protocolos 

que serão aplicados, estão a localização do tumor primário, a possibilidade de preservação 

dos órgãos afetados, a performance na escala Zubrod (ECOG – Eastern Cooperative Oncology 

Group), objetivo da terapia e estadiamento15 16 . Classificações em estadio inicial (I ou II), 

normalmente são curados com cirurgia ou radioterapia17. Pacientes com estadio avançado (III 

ou IV), o tratamento depende da avaliação uma equipe multidisciplinar, e envolve 

combinações de cirurgia, radioterapia e quimioterapia17. Também é usual a combinação entre 

platinas e taxanos, sendo docetaxel, platina e fluororacil a mais utilizada nas quimioterapias 

de indução17, 18. 

Apesar dos diversos tratamentos existentes, uma grande parte dos pacientes não 

responde bem ao tratamento, e ocorre a progressão da doença. A exploração de novas 
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maneiras de inibição tumoral vem sendo alvo para muitas pesquisas. A busca por potenciais 

terapêuticos em recursos naturais, pode levar ao desenvolvimento de uma nova era de 

antineoplásicos, possíveis de menores efeitos adversos que os tratamentos atuais19, 20. 

 

1.2 Toxinas com potenciais terapêuticos derivadas de animais 

A utilização de toxinas com potencial terapêutico tem aumentado consideravelmente 

nos últimos anos. Entre 1981 e 2014 a Food and Drug Administration (FDA) aprovou 175 

moléculas para a formulação de medicamentos antineoplásicos, destas 49% foram extraídas 

ou derivadas de partir de fontes naturais21. 

Diversos novos compostos, vindos de animais peçonhentos estão sendo testados em 

ensaios clínicos, devido à sua alta seletividade e às diferentes atividades fisiológicas15 21. O 

veneno desse tipo de animais são substâncias complexas e potentes, que podem apresentar 

efeitos variados como, uma simples reação alérgica e dermatites, até graves hemorragias, 

coagulação intravascular, necrose, parada respiratória e morte21. Esses compostos bioativos 

interagem com receptores presentes em vertebrados e invertebrados, caracterizando-se 

como um modo interessante de desenvolver drogas terapêuticas para diferentes tipos de 

doenças15. São relatados nos ensaios clínicos melhora de algumas doenças, como diabetes, 

disfunção erétil, doenças autoimunes, hipertensão e outros problemas cardiovasculares. 

Exemplo de fármacos já aprovados pelo FDA são o ziconotide, aprovado em 2004 para o 

tratamento de dor crônica, derivado do veneno do gastrópode Conus spp. (Sorbeoconcha, 

Conidae), e o exenatide, derivado do veneno do lagarto Heloderma suspectum (Sauria, 

Helodermatidae), aprovado em 2005 para tratar diabetes tipo 2. Outro exemplo de fármaco, 

é o captopril, desenvolvido a partir de uma molécula isolada de veneno da cobra Bothrops 

jararaca (Serpentes, Viperidae), que atua inibindo a enzima conversora de angiotensina (ECA), 

uma enzima essencial para a produção de angiotensina, que é associada à hipertensão por 

vasoconstrição15. 

 

1.3 Formigas 

As formigas são insetos cosmopolitas com grande sucesso ecológico, são reconhecidas 

como as verdadeiras eusociais dentro de Hymenoptera, por possueirem as maiores taxas de 

derivações eusociais 22. Acredita-se que esses organismos surgiram no período Cretáceo na 

era Mesozoica 23, 24, atualmente existem aproximadamente 10.000 espécies descritas 24. 
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Dentro da família Formicidae, a sub família Ectatomminae abrange quatro gêneros: 

Ectatomma, Typhlomyrmex, Rhytidoponera e Gnamptogenys, esses gêneros são divididos em 

266 espécies que possuem hábitos de aninhamento no solo, serapilheira e arbustivo de 

floresta 25. 

 

1.3.1 Ectatomma opaciventre 

Ectatomma opaciventre é uma espécie de formiga que compõe o gênero Ectatomma 

composto por 15 espécies identificadas até o momento, cujo veneno é pouco estudado. Essa 

espécie é encontrada tipicamente na região Neotropical comuns em climas secos, úmidos e 

savanas, em altitudes abaixo de 1.500 m25. Entre as características físicas utilizadas para a 

identificação da espécie, pode-se citar o tamanho que é relativamente grande, coloração 

predominantemente castanho escura a preta, com funículo e patas na cor ferrugem, palmos 

marrom amarelados, tubérculo no dorso do pronoto, além de mesonoto e propódeo 

formando duas convexidades diferentes26, 27 (Figura 3). Essas formigas são predadores 

generalistas e oportunistas, sua dieta inclui diversos artrópodes, anelídeos e néctar 

extrafloral25, 28. A composição proteica do veneno dessa espécie está sendo atualmente 

estudada pela nossa colaboradora Prof. Dra. Renata Santos Rodrigues (Universidade Federal 

de Uberlândia). 

 

Figura 3 – Formiga Ectatomma opaciventre em (A) vista frontal e (B) em vista lateral. Foto: Michael 

Branstetter (AntWeb, CASENT0106081). 

 

1.3.2 Toxinas presentes no veneno de formigas 

O veneno produzido por formigas, é um recurso rico em moléculas bioativas que são 

secretadas com a finalidade de defesa e predação29. A peçonha das formigas possui uma 

A B 
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grande e inexplorada fonte de proteínas e peptídeos, com funções farmacológicas pouco 

exploradas29.  

Do total de 9.000 espécies de formigas, que injetam secreções a partir de uma glândula 

venenífera, apenas 11 foram investigadas30. Esse fato, deve-se à pouca quantidade de veneno 

que acarreta um pequeno rendimento ao trabalho30. Entretanto com o avanço das técnicas 

venômicas e analíticas, essa área vem demonstrando as diferentes estruturas e funções das 

toxinas29, 30.  

Os venenos das formigas, possuem notável diferença entre venenos de outros animais29. 

Além das proteínas bioativas, peptídeos ligados linearmente, diméricos e dissulfureto, estão 

presentes também compostos voláteis e não voláteis, como hidrocarbonetos, ácido fórmico e 

alcaloides29, 30. Os peptídeos pequenos, normalmente apresentam menos que 35 resíduos, 

são lineares e desprovidos de pontes de dissulfeto29. 

Em um estudo realizado por Karlsson e colaboradores, foi avaliado o efeito 

antiproliferativo da Solenopsina A e de análogos sintetizados a partir de dimetilpiridinas, em 

seis diferentes linhagens A375, A2058, SVR, melanócito primário, queratinócito primário e 

HaCaT31. A Solenopsina A é componente alcaloide de piperidina presente no veneno da 

formiga Solenopsis invicta, e anteriormente já havia apresentado ação anti-angiogênica em 

células de carcinoma renais (786-O) deficientes de p5331. Ambos os análogos cis e trans da 

solenopsina diminuíram o consumo de oxigênio mitocondrial, aumentando o oxigênio reativo 

e matando assim as células tumorais com níveis elevados de fosforilação de Akt31. Entretanto, 

apenas a Solenopsina induziu a mitofagia31. 

Badr e colaboradores, avaliaram o potencial antitumoral do veneno da formiga Samsum 

(SAV) Pachycondyla sennaarensis, em linhagens de câncer de mama MCF-7, em comparação 

com células epiteliais de mama sem tumor MCF-10 e células monocucleadas de sangue 

periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cell - PBMCs) normais14. Em ambas as linhagens 

tratadas com o veneno da formiga SAV, durante intervalos de 6 a 48 horas, verificou-se que 

as células cancerígenas pararam de proliferar, enquanto as células normais não sofreram 

alteração na viabilidade, dado confirmado pela redução da fosforilação de AKT e ERK14. Os 

autores analisaram também, o impacto no ciclo celular por citometria de fluxo, e seu efeito 

nas vias de sinalização subjacentes de IGF-1, os resultados demonstraram que as células 

tratadas com o SAV apresentaram quatro vezes mais apoptoses que as não tratadas14. 
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Outro estudo, para avaliar a atividade antineoplásica in vitro e in vivo, também com 

veneno de Samsum (SAV), foi demostrado a diminuição significativa de interleucinas IL-1b e 

IL-6, a diminuição de fatores de transcrição como NF-jB, Ij-B, TNF-a, o que suspende a 

inflamação concomitante32. Foi verificado também o aumento da IL-10 e a indução do 

apoptose por meio de imunomodulação32. Esse estudo foi feito a partir da extração do veneno 

bruto de cerca de 2.500 exemplares da formiga, onde foram aplicadas em doses diferentes 

(0.1, 1, 10, 100 e 1000 ng/mL) em linhagens de tumores de mama, fígado e cólon32. 

 

1.4 Proteínas relevantes para o estudo 

Embora na literatura não tenha sido encontrado nenhum estudo sobre as proteínas 

selecionadas, específicas dessa espécie de formiga (o qual faz interessante o seu estudo), 

alguns artigos relatam a atividade de proteínas homologas, que podem possuir funções e 

complexidade semelhantes. O estudo pioneiro e a caracterização da atividade biológica de 

proteínas pouco exploradas, possibilita desvendar moléculas presentes abundantemente na 

natureza com grande potencial terapêutico. 

Neste estudo, foi avaliado o potencial terapêutico de 4 genes identificados durante a 

análise do transcriptoma da glândula venenífera do artrópode Ectatomma opaciventre, 

amplificados e clonados em plasmídeos de expressão, para tratamento de tumores de cabeça 

e pescoço. Como será apresentado a continuação, nos resultados do transcriptoma foi 

identificado (i) uma Calcineurina B (CaNB) e (ii) uma proteína Three finger toxin (3FTx), (iii) 

uma Lisofosfolipase (lysoPL), (iv) uma Quitinase (CHI) descrito na literatura para transcritos 

homólogos. 
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2 JUSTIFICATIVA  

Os tumores de cabeça e pescoço representam a sexta neoplasia mais frequente no 

mundo. Os pacientes portadores deste tipo tumoral apresentam uma sobrevida em cinco anos 

consideravelmente baixa. Faz-se, portanto, necessária a descoberta de novos fármacos mais 

eficientes e com menos efeitos adversos para os pacientes. 

Atualmente, cerca de metade dos medicamentos aprovados pelo FDA para o tratamento 

de câncer são moléculas modificadas ou derivados diretos de compostos naturais. Entretanto, 

a maioria desses fármacos é proveniente de plantas. Moléculas com ação antineoplásica 

derivadas de fontes animais ainda são pouco exploradas. 

Com os avanços da tecnologia e a evolução de novos métodos de análises, o estudo de 

peçonhas, mesmo que secretado em pequena quantidade, está se tornando viável e 

reconhecido como uma fonte alternativa, com possíveis menores efeitos citotóxicos. Animais 

peçonhentos podem ser excelentes reservatórios naturais de moléculas com ação 

terapêutica, e devem receber uma atenção maior devido a potencialidade dessas peçonhas. 
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3 OBJETIVO  

3.1 Objetivo Geral 

Identificar proteínas com potencial terapêutico para tumores de cabeça e 

pescoço, expressas em glândulas veneníferas de Ectatomma opaciventre. 

 

3.2 Objetivo Específicos  

I. Analisar o transcriptoma da glândula venenífera de Ectatomma. 

opaciventre. 

II. Clonar em vetores de expressão as sequências codificantes para 4 (quatro) 

proteínas de interesse terapêutico. 

III. Analisar em cultura de células derivadas de tumores de cabeça e pescoço o 

efeito antineoplásico dos genes estudados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Essa pesquisa foi desenvolvida no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM), 

do Hospital de Câncer de Barretos – Fundação Pio XII. As glândulas das formigas, foram obtidas 

a partir da colaboração com a Professora Doutora Renata Santos Rodrigues, pesquisadora do 

grupo de pesquisa em Bioquímica e Biologia Molecular de Toxinas em Animais da 

Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 

Para um melhor entendimento do trabalho, abaixo está esquematizado em um 

fluxograma as etapas da pesquisa, com distinção das partes desenvolvidas na Universidade 

Federal de Uberlândia (UFU) e no Hospital de Câncer de Barretos (Figura 4). 

 

 

Figura 4 – Fluxograma com as etapas da pesquisa e locais onde foram realizadas. 

  



11 
 

4.1 Obtenção do material biológico 

Foram capturados exemplares de formigas Ectatomma opaciventre, enquanto 

forrageavam a área de preservação no Campus da Universidade Federal de Uberlândia. Após 

a identificação taxonômica dos espécimes, foram extraídas as glândulas de dez formigas, entre 

as capturadas. Foram armazenadas cinco glândulas a -80°C. As glândulas foram fornecidas 

pela Dra. Renata Santos Rodrigues. 

 

4.2 Extração do RNA total 

As glândulas veneníferas foram cortadas em pedaços pequenos com auxílio de um 

bisturi. Depois colocadas em solução de proteinase K (Bio Pur – código 103840) para digestão 

tecidual. Após centrifugação, o sobrenadante foi transferido para outro tubo. 

Para extração de RNA total, foi utilizado protocolo do RNeasy Mini Kit (Qiagen), que 

purifica RNA de células humanas ou animais. Foi adicionado ao sobrenadante, um tampão 

com alto teor salino contendo tianocianato de guanidina, essa substância por ser altamente 

desnaturante é responsável por bloquear a atividade das RNases, garantindo um RNA puro e 

integro. Foi adicionado etanol e, então, passado por uma membrana a base de sílica (RNeasy 

silica membrane) e centrifugado, o etanol condiciona de maneira adequada à ligação seletiva 

do RNA à membrana, que separa o RNA de todos os contaminantes. Para remoção de possíveis 

resíduos de DNA, foi usada uma coluna tratada com DNase. Após três ciclos de lavagens o RNA 

foi eluído em 30 μL de água milliQ. Esse kit oferece um enriquecimento de mRNA, pois a 

eficiência se dá pela purificação de moléculas acima 200 nucleotídeos, visto que a maioria dos 

RNAs são menores que 200 nucleotídeos. 

A quantificação da amostra foi realizada no NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo 

Scientific), que permite obter medidas precisas da concentração do RNA, usando-se 1 μL do 

RNA total obtido na extração.  

 

4.3 Obtenção do transcriptoma (RNA-Seq) e seleção dos genes terapêuticos 

O transcriptoma do RNA extraído da glândula venenífera da E. opaciventre foi feito 

usando a plataforma Illumina NextSeq 500 (76 pb) e NextSeq 500/550 Mid Output v2 kit (150 

ciclos). A biblioteca foi construída usando TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit 

(Illumina), seguindo o protocolo TruSeq Stranded mRNA Sample Prep HS (Illumina).  
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A análise do transcriptoma foi realizada utilizando o programa Velvet33, com base nos 

algoritmos do gráfico de Bruijn, para montar os contigs do transcriptoma. Em seguida foi feito 

um alinhamento com o programa Blastn do NCBI, do Blast+ suíte34, para identificar os nomes 

dos genes ali presentes. Os transcritos completos, ou seja, aqueles que incluíam todo o marco 

de leitura, foram listados em uma planilha excel (Microsoft), esses genes foram classificados 

quanto a atividade de genes homólogos baseados em uma análise no Blas2GO35, realizada 

pelo bioinformata Dr. Leandro de Mattos Pereira. Foram selecionados para a realização desse 

estudo 3 genes (Calcineurin B, Three Finger e Lisofosfolipase) que não possuíam um processo 

biológico bem definido e foi adicionado 1 gene (Quitinase) com propriedades bem descritas 

para a caracterização da atividade antitumoral. Os genes foram selecionados com a 

participação da Dra. Renata Santos Rodrigues, colaboradora ativa desse trabalho. 

 

4.4 Clonagem molecular 

4.4.1 Reação de transcriptase reversa 

Para a obtenção da biblioteca de cDNA, foi realizada a reação de transcriptase reversa, 

a partir de uma concentração de 2 µg de RNA total, utilizado o protocolo do kit RevertAid™ H 

Minus Reverse Transcriptase (Thermo scientific). Toda a superfície do fluxo laminar, bem como 

as pipetas foram higienizadas com RNaseZAP (Invitrogen), para garantir a total 

descontaminação de possíveis RNases. Foi adicionado ao RNA 4 μL de 5x React Buffer, 0,5 μL 

RNA inhibitor, 2 μL de dNTP (10 mM), 1 μL enzima Transcriptase e 1 μL do primer Oligo(dT). A 

reação foi incubada no termociclador Veriti® Thermal Cicler (Applied Biosystems) em um único 

ciclo de 42 °C durante 60 minutos e 70 °C por 10 minutos, segundo especificações do 

fabricante. 

 

4.4.2 Desenho dos primers e amplificação dos fragmentos 

Foram desenhados primers específicos para cada uma das proteínas selecionadas 

(Tabela 1). Para isso, foi utilizado uma sequência de ancoragem na extremidade 5’ primer 

forward, com aproximadamente 19 a 23 nucleotídeos sendo terminado em sítios C ou G, para 

maior estabilidade do primer. Uma sequência de Kozak e um peptídeo sinal de exportação 

celular foram adicionados, afim de potencializar a expressão e secreção das proteínas 

sintetizadas, respectivamente. Utilizou-se o mesmo princípio para o desenho do primer 
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reverse extremidade 3’, entretanto, foi incorporado um tag de Histidina (6xHis-tag), para 

auxiliar o reconhecimento da expressão das proteínas recombinantes. 

 

Tabela 1 – Sequência dos primers utilizados para a amplificação dos genes na biblioteca de 
cDNA. 

Primers Sequência dos primers 

Calcineurin 

Forward 

CACCATGCGCCGCATGCAGCTGCTGCTGCTGATTGCGCTGAGCC

TGGCGCTGGTGACCAACAGCGGTAACAGGTCAAGTCTTC 

Calcineurin 

Reverse 

GTCCATAAGATTTCTTAGTCATCACCATCACCATCACTAG 

Three Finger 

Forward 

CACCATGCGCCGCATGCAGCTGCTGCTGCTGATTGCGCTGAGCC

TGGCGCTGGTGACCAACAGCCCGAATTTCATGAAATGGC 

Three Finger 

Reverse 

CTAGGCATATCAAAGTTTCAACATCACCATCACCATCACTGA 

Lisofosfolipase 

Forward 

CACCATGCGCCGCATGCAGCTGCTGCTGCTGATTGCGCTGAGCC

TGGCGCTGGTGACCAACAGCGCGAGCGTAAAAATTTTGC 

Lisofosfolipase 

Reverse 

GGTTTTACCGATACATACACATCACCATCACCATCACTAG 

Chitinase 

Forward 

CACCATGCGCCGCATGCAGCTGCTGCTGCTGATTGCGCTGAGCC

TGGCGCTGGTGACCAACAGCGCCTCGAAACCGATCGTTCG 

Chitinase 

Reverse 

CAACAGACAAAGCTTTTTCATCACCATCACCATCACTAG 

 

Os marcos de leitura dos genes escolhidos foram amplificados por RT-PCR com os 

primers específicos (Tabela 1), utilizando a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase 

(Thermo Scientific). O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose 1% para eletroforese e 

verificação dos fragmentos amplificados. As bandas amplificadas foram cortadas do gel com 

o auxílio de um bisturi e purificadas com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clen-up (Macherey-

Nagel). 
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4.4.3 Clonagem no plasmídeo de clonagem 

Os fragmentos purificados, foram clonados no plasmídeo de entrada comercial pCR-

Blunt II TOPO (Thermo Scientific), utilizando 0,25 µL do vetor, 1 µL de salt solution (1,2 M NaCl 

e 0,06 M MgCl2) e 4,75 µL do inserto (fragmento purificado), para que a ligação ocorresse, 

após a homogeneização foram incubados por 1 hora em temperatura ambiente. 

Posteriormente, as ligações foram transformadas em bactérias NEB® 5-alpha Competent E. 

coli (High Efficiency) (Promega). Para que o plasmídeo penetrasse na bactéria foram abertos 

poros na membrana por meio de choques térmicos, 30 minutos no gelo 30 segundos a 42 °C 

seguido de mais 2 minutos no gelo, após esse estresse as bactérias foram recuperadas em 

meio SOC e incubadas a 37 °C, em placas de meio ágar LB (Invitrogen) com Kanamicina (50 µg/ 

mL), overnight para o crescimento dos clones. 

Os clones isolados, foram selecionados e cultivados em meio LB líquido (Invitrogen) com 

Kanamicina (50 µg/ mL), após o crescimento bacteriano, foi realizado a extração do DNA por 

meio da técnica de lise alcalina. Para essa extração foram utilizados reagentes preparados no 

laboratório. Primeiramente é feito uma alíquota de 1 mL com a suspensão de bactérias em 

meio LB, é aplicado uma centrifugação 14.000 rpm à 4 °C por 5 minutos. O sobrenadante é 

descartado e o pellet formado é ressuspendido em 200 µL de solução P1 (50 mM Tris HCl + 10 

mM EDTA + 100 µg/mL RNase), adiciona-se 200 µL de solução P2 (SDS 10 %, NaOH 0,2 M) 

reagente responsável pela lise das bactérias, após uma incubação por 5 minutos, adicionar 

200 µL P3 (Acetato de Potássio 3 M) que irá neutralizar o buffer de lise. É feita uma 

centrifugação nas mesmas condições citadas acima durante 15 minutos. Nesse passo, os 

restos celulares devem aderir no tubo e o sobrenadante contendo o DNA de interesse é 

transferido para um outro tubo para as etapas de purificação. É adicionado 600 µL de 

isopropanol, e centrifugado por 10 minutos, o DNA fica precipitado e o isopropanol é 

descartado, esse passo é repetido utilizando 500 µL de etanol 70 %. Após a evaporação do 

etanol, o DNA finalmente é eluído em 30 µL de água MilliQ. 

 

4.4.4 Screening para a seleção do clone e confirmação por Sanger 

Após a extração do DNA, os clones foram testados quanto a orientação de inserção do 

fragmento, com enzimas selecionadas para a digestão, baseadas na análise in silico.  

Para o screening, foram selecionadas enzimas, que possuíam regiões de corte dentro do 

inserto, assim foi possível inferir se o fragmento havia sido ligado na direção sense ou na 
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direção antisense dentro do plasmídeo. Após essa digestão, foi feito uma eletroforese com gel 

de agarose 1% e selecionado um clone para a amplificação das bactérias, novamente em meio 

LB (Invitrogen) com Kanamicina (50 µg/ mL). 

Depois da incubação overnight para o crescimento bacteriano, foi realizado a extração 

do DNA dessa vez com o kit NucleoSpin Plasmid (Macherey Nagel) que por meio de uma 

filtração em coluna a base de sílica, oferece uma maior pureza do DNA extraído. Foi feito um 

pellet das bactérias com uma centrifugação de 30 segundos sob a velocidade de 14.000 rpm, 

o sobrenadante foi eliminado por meio de inversão e adicionado 250 µL de buffer A1 para a 

ressuspensão do pellet das bactérias por vortex rigoroso. Foram adicionados 250 µL de 

tampão A2 (Hidróxido de sódio 0,5-2 %) para a lise, o tubo foi incubado por 5 minutos em 

temperatura ambiente e, após o tempo de incubação, foi adicionado 250 µL do tampão de 

neutralização A3 (Cloridrato de guanidina 36-50 %). Posteriormente, todo o volume foi 

transferido para a coluna a base de sílica e centrifugado por 30 segundos. Foram realizadas 

duas lavagens com 500 µL do tampão AW (Hidróxido de sódio 0,5-2 % + 2-propanol 20-50 %), 

após as lavagens o DNA foi eluído com 30 µL água MilliQ. 

A integridade das sequências codificantes foi verificada por sequenciamento sanger, por 

purificação por etanol e acetato de sódio no sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems). Para cada plasmídeo utilizado foram feitas duas reações, em cada uma 

delas foi utilizado um primer para a verificação do fragmento completo em ambas 

orientações. Os primers utilizados foram: Seq_pCR2.1_F (5’ TGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3’) 

para sequenciamento forward, e o primer Seq_T7 (5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’), para o 

sequenciamento reverse. Esses primers, possuem ancoragem em algumas bases anteriores as 

regiões de clonagem do plasmídeo pCR-Blunt II TOPO (Thermo Scientific), de modo a permitir 

a verificação total do fragmento, bem como a correta orientação e região de ligação no 

plasmídeo.  

O protocolo utilizado já padronizado pelo grupo, seguiu primeiramente pela reação de 

sequenciamento com 0,5 µL Big Dye, 2 µL Buffer de sequenciamento, 1 µL de primer (3,2 M) e 

200 ng de DNA plasmidial.  Para a reação foi utilizado o termociclador Veriti® Thermal Cicler 

(Applied Biosystems) com temperaturas de 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos, 60 

°C por 4 minutos, em 30 ciclos. Após a ciclagem completada, foi iniciada a purificação onde a 

placa contendo as amostras, foi centrifugada 180 g por 1 minuto. Foi adicionado 25 µL de 

etanol 100 %, 1 µL de EDTA (125 mM), 1 µL acetato de sódio (3 M), homegeinizado por 2 
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minutos em agitador orbital e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos. Após o 

período de incubação, foi centrifugado a 2.000 g por 45 minutos, e o sobrenadante descartado 

por inversão imediatamente. Foram adicionados 35 µL de etanol 70 % e centrifugado por 15 

minutos 1.650 g o sobrenadante foi eliminado e a placa foi incubada por 15 minutos para a 

evaporação do etanol. A amostra foi ressuspendida em 10 µL de formamida HiDye (ABI) e 

levada ao termociclador para ciclo único de 5 minutos a 90 °C para a desnaturação do DNA. 

Após o sequenciamento, foi feito a análise do eletroferograma por meio de alinhamento 

utilizando o software Clustal X36, que compara a sequência montada in silico com a sequência 

gerada pelo sequenciamento de Sanger. 

 

4.4.5 Clonagem no plasmídeo de expressão 

Após confirmação por sequenciamento capilar, os genes recombinantes selecionados 

foram retirados do plasmídeo de entrada por meio de digestão com enzimas específicas para 

cada gene. Foi realizado uma eletroforese, as bandas com os fragmentos foram cortadas e 

purificadas, como já descrito anteriormente.  

Os fragmentos foram subclonados no plasmídeo de expressão pCI.Neo (Promega), com 

a enzima modificação, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, onde foi utilizado 

8 µL do inserto (DNA purificado da banda), 0,5 µL enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific), 1 

µL buffer T4, 0,5 µL vetor pCI.Neo. As etapas de transformação e seleção dos clones corretos 

(screening), foram idênticas ao item anterior, exceto pelo antibiótico utilizado, pois o 

plasmídeo pCI.Neo (Promega) confere resistência a Ampicilina (100 µg/mL). 

 

4.5 Produção das proteínas em meio condicionado 

4.5.1 Transfecção 

Para a expressão das proteínas foi selecionada uma linhagem celular comumente 

utilizada para este fim. A linhagem celular CHO-K1 (ECACC – European Collection of 

Authenticated Cell Cultures) é uma linhagem retirada do tecido epitelial de ovário de hâmster 

chinês. Por meio de lipofecção, foram transfectados os plasmídeos de expressão construídos 

com as sequências gênicas codificantes das proteínas selecionadas.  

A linhagem CHO-K1 foi plaqueada 24 horas antes da transfecção, 5,8 x 105 células foram 

semeadas por poço em placa de 6 poços, devendo atingirem confluência celular entre 90-100 

% no momento da transfecção. O protocolo seguido foi o recomendado pela empresa da 



17 
 

Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific), onde é aconselhado a otimização da reação para a 

transfecção de dois poços. Primeiramente identifica-se dois tubos, em cada um deles são 

adicionados 125 µL de meio de transfecção Opti-MEM (Thermo Scientific). Em um dos tubos 

foram adicionados 10 µL de reagente P3000 (Thermo Scientific) e 8 µg do DNA de interesse. 

No outro tubo já contendo o meio de transfecção, a lipofectamine foi hidratada por 5 minutos. 

Após esse período de incubação os tubos foram combinados, vortexados por 3 segundos e 

incubados por 20 minutos para a formação das esferas lipossomais englobadas no DNA. Essa 

mistura foi gotejada sobre as células CHO-K1 plaqueadas anteriormente e levadas para a 

incubadora novamente. 

 

4.5.2 Produção do meio condicionado 

Após o período de incubação overnight, o meio de transfecção foi substituído por 2 mL 

por poço de meio RPMI – 1640 Medium With L-Glutamine And Sodium Bicarbonate (Sigma 

Aldrich) 1 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco – cód. 12657-029) e 1% de 

penicilina/estreptomicina (PS) (Sigma Aldrich – cód. P4333) e mantidas em estufa de CO2 (5 

%), a 37 °C. Os sobrenadantes (meio condicionado) foram coletados 48 horas após a troca de 

meio e filtrados com filtro de 0,22 µm, para a retenção de restos celulares. Os meios 

condicionados foram aplicados e utilizados para o tratamento das linhagens de tumores de 

cabeça e pescoço, para verificar a atividade das proteínas secretadas.  

 

4.5.3 Padronização de anticorpo para detecção das proteínas por western blotting 

As proteínas secretadas pelas células CHO-K1 a partir da transfecção transiente foram 

extraídas com tampão de lise contendo 50 mM de Tris (pH 7,6-8,0), 150 Mm NaCl, 5 mM de 

EDTA, 1 mM de Na3VO4, 10 mM de NaF, 10 mM de pirofosfato de sódio, 1% NP-40, e 

inibidores de proteases 10 μg/mL de leupeptina, 10 μg/mL de aprotinina, 1 mM de DTT, 0,01 

M de EDTA e 1 mM de PMSF. As células foram incubadas por 60 minutos no gelo e 

centrifugadas a 1.300 rpm, 4 °C por 15 minutos. O conteúdo proteico foi quantificado por 

Bradford Reagent (Sigma Aldrich), reagente utilizado para quantificar concentrações entre 0,1 

a 1,4 mg/mL de proteínas, através de espectrofotometria. 

A análise de Western blotting foi realizada utilizando um gel de SDS-PAGE (acrilamida/ 

bis-acrilamida 29:1) em uma concentração de 15%, com espessura de 1,5 mm. Para a 
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padronização do anticorpo, bem como a concentração necessária de proteínas, foram feitas 

sucessivas incubações até encontrar as melhores condições para a marcação.  

As amostras foram preparadas em 4x Laemmli Sample Buffer com Betamercapto (Bio 

RAD) e desnaturadas por 5 minutos a 90 °C. A eletroforese foi realizada a 90 volts, durante 2 

horas. Após a eletroforese, as proteínas separadas por peso foram transferidas para a 

membrana de nitrocelulose (Amersham Protram supported 0,45 μm NC, GE Healthcare) 

utilizando-se tampão com 25 mM de tris, 193 mM de glicina e 20% de metanol. A transferência 

foi feita em cuba semi-seca por 4 horas, 70 mA. Após a transferência das bandas proteicas, a 

membrana de nitrocelulose foi incubada 1 hora em uma solução constituída de leite em pó 

sem gordura 5%+TBS-t, (Tris Buffered Saline, 10 mM de tris-HCl pH 7,4, 0,9% de NaCl, Tween 

0,2%), a temperatura ambiente sob agitação leve e depois, lavada duas vezes em tampão TBS-

t, por 5 minutos.  

O anticorpo primário utilizado para a marcação das proteínas recombinantes foi o Anti-

6xHis-tag (Abcam – ab213204), incubado a uma concentração de 1:5000 em leite em pó sem 

gordura 5%+TBS-t. O anticorpo secundário utilizado foi Anti-Mouse (Cell Signaling) sob 

diluição 1:2000. A detecção das bandas marcadas foi feita por quimioluminescência utilizando 

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) em diluição de 1:1 

ou com SuperSignal West Femto (Thermo Scientific - código 34096), e fotografadas 

posteriormente no ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare). 

 

4.5.4 Transfecção estável e seleção dos clones de maior expressão.  

Depois da confirmação da expressão das proteínas, iniciou-se o processo de 

estabelecimento de linhagem estável, produtora das proteínas. Foi feito uma lipofecção 

similar ao descrito no ponto 4.5.1. Após 24 horas da transfecção, as células CHO-K1 

começaram a ser selecionadas com o antibiótico G418 (Sigma Aldrich), a uma concentração 

de 0,5 mg/mL. 

Após a morte completa do controle negativo de transfecção (células CHO-K1 não 

transfectadas com pCI.Neo, portanto sem resistência ao antibiótico), as células foram 

individualizadas através da técnica de Single Cell Sorting por citometria de fluxo (BD FACS ARIA 

II), essa técnica foi realizada no Laboratório de Citometria de Fluxo do Hemocentro de Ribeirão 

Preto na Universidade de São Paulo - USP, em colaboração com a pesquisadora Patrícia Vianna 

Bonini Palma. As células foram individualizadas em poços na placa de 96 poços, e cultivadas 
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em condições meio RPMI – 1640 Medium with L-glutamine and sodium bicarbonate (Sigma 

Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco – cód. 12657-029) e 1% de 

penicilina/estreptomicina (PS) (Sigma Aldrich – cód. P4333). As células foram mantidas em 

atmosfera úmida, contendo de CO2 (5 %), a 37 °C, até 90 % de confluência. As passagens foram 

realizadas com tripsina 0,25 % Tryplex express (Gibco – código. 12604021), quando as células 

atingiam confluência total da superfície plaqueada. As células que foram capazes de formar 

clones, e foram expandidas até uma garrafa T25 (TPP). Os clones foram cultivados sob 

constante seleção com antibiótico G418 (Sigma Aldrich) e analisados por western blotting, 

para identificação dos clones que apresentavam maior expressão das proteínas de interesse.  

 

4.5.5 Produção de meio condicionado e quantificação das proteínas  

Uma vez selecionados os clones com maior expressão de cada uma das proteínas, foi 

feito um plaqueamento de 2,5 x 106 de células em uma T25 (TPP). Para a quantificação foi 

reduzido a quantidade de soro fetal bovino no meio para 1 %, pois o protocolo sugere que 

seja minimizado a concentração de reagentes excessivos. O meio condicionado foi coletado e 

filtrado da maneira já descrita acima, para a eliminação de restos celulares ou possíveis células 

mortas.  

A quantificação foi feita a partir do teste de imunoabsorção enzimática por ELISA 

competitivo, com o kit His Tag ELISA Detection Kit (GenScript), onde as proteínas contendo o 

Tag de histidina são os antígenos que se ligam no anticorpo aderido no poço do kit. Portanto 

o antígeno livre presente na amostra de meio condicionado, compete a ligação aos anticorpos 

com substancia adicionada no ensaio que possui o antígeno marcado com enzima. Os 

antígenos que não tiveram nenhuma ligação são removidos por um passo de lavagem e após 

a adição de um substrato da enzima, a atividade enzimática é medida.  

Quanto maior a quantidade de antígeno presente na amostra, menor a quantidade de 

antígeno marcado, então, a atividade enzimática é inversamente proporcional a quantidade 

de antígeno presente na amostra. 

Foi realizado uma cinética para verificar os índices de síntese das proteínas pelas células, 

para isso o sobrenadante foi coletado após 12 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas após o 

plaqueamento. Para a quantificação foi utilizado o His Tag ELISA Detection Kit (GenScript), o 

kit oferece alcance de detecção 1-729 ng/mL, e é capaz de detectar 4 x His /5 x His /6 x His. 
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4.6 Ensaios celulares 

As linhagens celulares derivadas de tumores de cabeça e pescoço selecionadas para o 

estudo foram UDSCC2, SCC25, UMSCC47, VU147T, 93-VU120T, HCB289 e HCB289 ++ 

(aumento da expressão dos marcadores de células tronco tumorais CD44 e ALDH1), sendo 

essas duas últimas, linhagens primárias derivadas de tumor de cavidade oral estabelecidas no 

próprio laboratório (caracterização ainda não publicada). As linhagens foram cultivadas em 

meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium), suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) (Gibco – cód. 12657-029) e 1% de penicilina/estreptomicina (PS) (Sigma 

Aldrich – cód. P4333). As linhagens foram mantidas em atmosfera úmida, contendo de CO2 (5 

%), a 37 °C, até 90 % de confluência. As passagens foram realizadas com tripsina 0,25 % Tryplex 

express (Gibco – código. 12604021), quando as células atingiam confluência total da superfície 

plaqueada. Para a realização dos experimentos todas as linhagens foram utilizadas entre 

terceira e quinta passagem. 

 

4.6.1 Ensaios de viabilidade celular 

Para determinar a diminuição da viabilidade celular, as células de tumores de cabeça e 

pescoço foram semeadas na concentração de 5 x 103 células em placas de 96 poços, em 

triplicatas. Essas células foram tratadas com o meio condicionado, produzido 48 horas antes 

a partir de transfecção transiente, como descrito no tópico 4.5.2. 

A quantificação do número de células viáveis foi feita utilizando o corante MTS ([3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio]) (Promega) o 

composto é biorreduzido em tetrazólio, liberando uma coloração castanho-avermelhada. A 

leitura foi realizada 48 e 72 horas pós-tratamento, por absorbância, medida pelo Varioskan 

Flash (Thermo Scientific), um leitor de placa de ELISA, a 490nm. Os resultados dos valores de 

absorbância foram convertidos em porcentagem de viabilidade celular, no qual as células 

parentais foram utilizadas como controle, correspondendo a 100% de sobrevivência. A análise 

foi feita por regressão não-linear, utilizando o programa GraphPad Prism version 5.00 (La Jolla 

California USA). 

 

4.6.2 Ensaio de migração 

Para verificar se as proteínas possuíam capacidade de inibir a migração das linhagens 

tumorais. Em placa de 12 poços, foi adicionado 750 µL de meio DMEM 10 % SFB e 1 % PS, 
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dentro de cada poço foi colocado um inserto com poros de 0,8 µm e no interior do inserto 

foram semeadas 4 x 105 ressuspendidas em 500 µL do meio condicionado de cada uma das 

proteínas. As células tumorais possuem a capacidade de aderir a membrana do inserto e 

migrar, através dos poros para manterem o contato com o meio suplementado. Após 24 horas 

foram preparadas sucessivas placas de 12 poços para a lavagem, fixação e coloração dos 

insertos. Uma placa foi preparada com 500 µL de DPBS1X (Sigma Aldrich), uma outra com 500 

µL de metanol (Merck) gelado, outra com 500 µL de hematoxilina (EasyPath – código 

C023271), e outra com 500 µL de eosina (EasyPath – código EP101061). 

O meio condicionado foi removido de dentro dos insertos, e os mesmos lavados na placa 

de contendo DPBS1X (Sigma Aldrich) por 2 minutos, posteriormente foram adicionados ao 

metanol (Merck) por 2 minutos. Com o auxílio de um cotonete as células do interior do inserto 

foram removidas cuidadosamente. Os insertos foram então adicionados aos poços com 

hematoxilina por 5 minutos, lavados com água destilada, incubadas na eosina por 5 minutos, 

e lavadas novamente com água destilada. Para a evaporação total da água, no dia seguinte a 

membrana dos insertos foram removidas com o auxílio de um bisturi e colocadas entre 

lâminas e lamínulas com glicerol para a análise no microscópio. As imagens foram 

fotodocumentadas no microscópio confocal Olympus SC30 – BX43 e analisadas pelo software 

ImageJ37. 

 

4.6.3 Avaliação de apoptose  

A apoptose foi avaliada por duas metodologias, citometria de fluxo e por western 

blotting. Para a avaliação de apoptose, as linhagens celulares tumorais foram plaqueadas em 

placas de 6 poços em duplicatas.  

Para o ensaio por citometria de fluxo, foram utilizadas 6 x 105 células por poço, das 

linhagens HCB289 e 93-VU120T. O sobrenadante das células após o tempo de tratamento foi 

recuperado em um tubo de citometria, juntamente com o DPBS1X (Sigma Aldrich) utilizado 

para a lavagem das células ainda aderidas. As células foram desagregadas com 0,5 mL de 

accutase (Sigma Aldrich), foi inativado com meio DMEM 10% SFB e todo o conteúdo foi 

transferido para o tubo. Foi aplicado uma centrifugação de 1.500 rpm por 5 minutos.  

Posteriormente, essas células foram submetidas à marcação com anexina V e 7AAD, 

utilizando o PE Annexin V apoptosis detection kit l (BD Biosciences). A aquisição dos dados foi 

realizada no equipamento Accuri C6 (BD Biosciences). 



22 
 

A análise de apoptose também foi feita utilizando a técnica de Western blotting (ver em 

item 4.5.3) com 6 µg de proteína total por poço, onde foram avaliadas incubadas com os 

anticorpos primários referentes as vias de sinalização de apoptose tais como; anti-PARP total 

(1:1000) e anti-caspase 3 clivada (1:1000) (Cell signalling). Posteriormente, as membranas 

foram incubadas com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase (anti-mouse ou anti-

rabbit) e as membrana foram reveladas pelo método de quimioluminescência, Amersham ECL 

Prime Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare) em diluição de 1:1 ou com 

SuperSignal West Femto (Thermo Scientific – cód. 34096). 

 

4.6.4 Avaliação de dano e estresse biológico 

Para avaliar o dano e o estresse decorrente do tratamento, as células tratadas com as 

proteínas após 24h foram processadas e analisadas por western blotting utilizamos 6 µg de 

proteína, processadas e corridas conforme descrito no item 4.5.3. Foi utilizado o anticorpo 

primário referente a via de sinalização de estresse e dano celular o anti-pH2AX (1:500), e anti-

p21 (1:1000) (Cell Signaling) para avaliar ciclo e morte celular. A detecção do sinal 

quimioluminescente foi realizada no sistema de foto documentação ImageQuant LAS 4000 

mini (GE Healthcare).e posteriormente as bandas marcadas foram analisadas e quantificadas 

utilizando o software Image J37. 

 

4.6.5 Ensaio de proliferação e sobrevivência celular 

Para a avaliação do ciclo celular, após a marcação das membranas de nitrocelulose com 

os anticorpos para a avaliação do apoptose. As membranas foram submetidas ao reprobe com 

o Stripping buffer (Invitrogen), por 5 minutos. Foi feito a etapa de lavagem e bloqueio 

novamente e então, as membranas foram incubadas em anticorpos para a avaliação de 

proteínas relacionadas à proliferação e sobrevivência celular, anti-AKT e anti-ERK, na diluição 

de (1:1000) e posteriormente incubadas no secundário e reveladas conforme descrito no item 

4.6.4. 

  



23 
 

Tabela 2 – Anticorpos utilizado para as identificações das vias de sinalização 

Anticorpo Código/Fabricante Diluição Incubação 

Anti-α-Tubulina 3873S (DM1A) / Cell Signaling 1:2000 4 °C - overnight 

Anti-Parp 9542S / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-Caspase 3 clivada 9662S / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-p-H2AX 9718S / Cell Signaling 1:500 4 °C - overnight 

Anti-p21 Walf1/cip1 2947S (12D1) / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-p-ERK (1/2) 43705 / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-p-AKT 2965 / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-AKT (total) 4691S / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-ERK (1/2) (total) 4695S / Cell Signaling 1:1000 4 °C - overnight 

Anti-rabbit IgG HPR 7076/ Cell Signaling 1:5000 TA – 1 hora 

Anti-mouse IgG HPR 7074/ Cell Signaling 1:5000 TA – 1 hora 

 

4.7 Análise estatística dos resultados 

A análise dos resultados foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versão 6.01. 

Para as comparações simples foi utilizado o teste t de Student. Os resultados serão 

considerados significativos quanto o valor de p ≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Análises in silico 

O transcriptoma foi realizado por RNA-Seq, junto a empresa Idengen. Esse 

sequenciamento de nova geração foi capaz de gerar 55.131.904 sequencias de 35-76 bases. 

Após a análise de qualidade do RNA-Seq, realizamos a análise com a montagem de novo 

do transcriptoma, gerando 23.254 contigs ou nodos. A partir destes contigs submetemos as 

sequencias ao alinhamento contra a base de dados nt (nuccore) completa do NCBI-Blast, 

identificando 12.061 contigs homólogos à transcritos já existentes na base de dados. Destes 

12.061 contigs, 437 representavam transcritos completos (incluindo os marcos de leitura 

inteiros). A maioria das sequencias com o marco de leitura completo lidas pelo transcriptoma, 

foram proteínas estruturais, além da sequência parcial de um vírus nunca antes descrito em 

formigas.  

Simultaneamente a essa análise, foi realizada a análise com o programa TransDecoder-

3.0.1, onde foram gerados 270.247 ORFs. Esses ORFs foram posteriormente analisados com o 

programa Blast2GO, onde foram avaliados os processos biológicos, as funções moleculares e 

os componentes celulares dos mesmos. 

Dentre os 270.247 ORFs identificados, limitamos a análise subsequente a 53.701 ORFs 

cujos transcritos eram completos (continham um Start e um Stop códon). Posteriormente, 

selecionamos nodos cujos transcritos possuíam um tamanho de 500 a 1.100 nucleotídeos, 

gerando uma lista de 22.239 nodos. Dentre esses nodos, selecionamos os transcritos que 

apresentaram ORFs cujo tamanho proteico era de 140 a 270 aminoácidos, obtendo assim 

9.434 nodos, que foram classificados segundo análise do Gene Ontology com o software 

Blast2GO (Figura 5). Essa última filtragem foi selecionada para facilitar o processo de clonagem 

de transcritos pequenos. 
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Figura 5 – Número de transcritos classificados pelo Gene Ontology com o software Blast2GO. Em verde 

os transcritos completos envolvidos em Processo Biológico (BP), em azul Funções Moleculares (FM) e 

em amarelo Componentes Celulares (CC). Os 6.595 transcritos restantes não estavam envolvidos em 

nenhum desses Gene Ontology. As letras representam a localização de cada transcrito selecionado 

para o projeto. (A) PLA2-secretora; (B) Lisofosfolipase; (C) Calcineurin B; (D) Lisozima; (E) PLA2-ativadora 

de proteína; (F) Plancitoxina; (G) Hialuronidase; (H) ThreeFinger; (I) ATPase; (J) Quitinase. 

 

Dentre esses 9.434 nodos, inicialmente foram selecionados para o estudo 10 transcritos 

com potencial biotecnológico, representados pelas letras azuis e vermelhas na Figura 5. A 

seleção desses 10 transcritos foi feita em colaboração com a Universidade Federal de 

Uberlândia, que possui ampla expertise no estudo da glândula venenífera do modelo animal 

em estudo a E. opaciventre, baseada em conhecimentos previamente adquiridos. Esses 10 

transcritos também estavam presentes na filtragem feita pela análise anteriormente descrita, 

por estarem em concordância, foram eles os selecionados para o estudo. 

As 10 proteínas com possível potencial terapêutico, que possuíam o ORF completo 

(Tabela 3) foram usadas no estudo. Delas, foi possível amplificar quatro com os primers 

específicos desenhados (Figura 6). Embora não tenha sido encontrado nenhum estudo na 

literatura sobre as proteínas selecionadas, específicas dessa espécie de formiga, alguns artigos 

relatam a atividade de proteínas homologas, que podem possuir funções e complexidade 

semelhantes.  
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Tabela 3 – Genes selecionados no transcriptoma. Nome das dez proteínas e o tamanho do 

marco de leitura clonado. 

Proteína Node de identificação ORF 

PLA2_ActProtein NODE_32556_length_2583_cov_34.193573 2322pb 

PLA2_XIIA_Secretora NODE_64253_length_1033_cov_32.048401 627pb 

Plancitoxina NODE_13997_length_1338_ cov_37.233932 1149pb 

Hialuronidase NODE_22836_length_1467_cov_85.337425 1074pb 

ThreeFinger NODE_24265_length_541 _cov_21.497227 444pb 

ATPase NODE_4222_length_481_cov_661.607056 315pb 

Calcineurin B NODE_6899_length_1036_cov_123.822395 570pb 

Quitinase NODE_6826_length_877_cov_111.604332 789pb 

Lisozima NODE_33608_length_509_cov_44.045185 468pb 

Lisofosfolipase NODE_40073_length_979_cov_77.824310 699pb 

 

Figura 6 - Diagrama dos marcos de leitura (ORF: Open Reading Frame) dos genes 

selecionados. A flecha verde grossa indica o marco de leitura completo do transcrito. 

As flechas finas, indica a região utilizada como primer e as sequencias adicionadas, 

Kozak, peptídeo sinal e tag de 6 histidinas. 
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5.2 Clonagem molecular 

 Foi feito o RT-PCR para a amplificação dos genes no cDNA utilizando primers 

específicos desenhados para cada uma das proteínas, nos genes Calcineurina B, Three Finger, 

Lisofosfolipase e Quitinase, foi verificado à amplificação de fragmentos com os tamanhos 

correspondentes aos ORF (marco de leitura) somados as sequencias recombinantes como 

Kozak, peptídeo sinal e tag de histidina (Figura 7). As bandas amplificadas foram cortadas do 

gel de agarose e purificadas com o kit NucleoSpin Gel and PCR Clen-up (Macherey-Nagel). 

 

 

Figura 7 – Eletroforese (agarose 1%). Amplificações dos fragmentos que codificam as 

proteínas. 

 

Posteriormente, clonamos os produtos amplificados e purificados no plasmídeo pCR-

Blunt II - TOPO (Thermo Scientific), os plasmídeos foram transformados em bactérias E. coli. 

Foi feito a simulação da digestão do plasmídeo, com a enzima EcoRI (Thermo Scientific). 

Verificado o padrão de bandas que correspondiam ao plasmídeo com a sequência inserida, foi 

feita a digestão e aplicado em gel de agarose 1% para seleção do clone (Figura 8). Após o 

screening inicial, confirmamos a estrutura dos genes clonados (previamente amplificados por 

RT-PCR) por sequenciamento Sanger ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  
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Figura 8 – Simulação in silico e eletroforese (agarose 1%) dos plasmídeos digeridos com a 

enzima de restrição EcoRI. Nas canaletas 1 a simulação da migração do ladder, nas canaletas 2 

o padrão de bandas esperado de digestão. A) Calcineurina B, B) Lisofosfolipase, C) Three finger 

toxin e D) Quitinase. O DNA ladder utilizado foi o 1KB+ (Thermo Scientific). A flecha vermelha 

indica o clone selecionado em cada clonagem. 

 

Os clones selecionados a partir do screening (Figura 8) foram nomeados, da seguinte 

maneira: Nome do plasmídeo_Nome da proteína. Portanto, nessa clonagem foram gerados 

os plasmídeos pCR-Blunt_CaNB, pCR-Blunt_3FTx, pCR-Blunt_lysoPL e pCR-Blunt_CHI. 

A estratégia de subclonagem, partindo do vetor de clonagem (pCR-Blunt) e migrando 

para o vetor de expressão (pCI.Neo), de cada plasmídeo construído foi diferente e está 

descrita a continuação: 
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• O fragmento contendo o gene Calcineurin B (CaNB) foi clonado digerindo o 

plasmídeo pCR-Blunt_CaNB com a combinação das enzimas SpeI e XhoI. Após 

purificação, o fragmento foi clonado nos sítios XbaI e XhoI do plasmídeo pCI.Neo, 

produzindo o plasmídeo pCI.Neo_CaNB. 

• O fragmento contendo o gene Three finger (3FTx) foi clonado digerindo o 

plasmídeo pCR-Blunt_3FTx com a enzima EcoRI. Após purificação, o fragmento 

foi clonado no sítio EcoRI do plasmídeo pCI.Neo, produzindo o plasmídeo 

pCI.Neo_3FTx. 

• O fragmento contendo o gene Lisofosfolipase (lysoPL) foi clonado digerindo o 

plasmídeo pCR-Blunt_lysoPL com a combinação das enzimas SpeI e XhoI. Após 

purificação, o fragmento foi clonado nos sítios XbaI e XhoI do plasmídeo pCI.Neo, 

produzindo o plasmídeo pCI.Neo_lysoPL. 

• O fragmento contendo o gene Quitinase (CHI) foi clonado digerindo o plasmídeo 

pCR-Blunt_CHI com a enzima EcoRI. Após purificação, o fragmento foi clonado 

nos sítios EcoRI do plasmídeo pCI.Neo, produzindo o plasmídeo pCI.Neo_CHI. 

 

5.3 Validação da expressão das proteínas recombinantes por western blot e 

padronização do anticorpo. 

Para validação da expressão das proteínas recombinantes, foi feita a transfecção 

transiente dos plasmídeos pCI.Neo_CaNB, pCI.Neo_3FTx, pCI.Neo_lysoPL, pCI.Neo_CHI e 

pCI.Neo (vetor vazio – controle negativo), utilizando Lipofectamine3000 (Thermo Scientific) na 

linhagem CHO_K1. O plasmídeo pCI.Neo_EGFP foi utilizado como controle de transfecção 

(Figura 9).  
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Figura 9 – Controle de transfecção na linhagem CHO-K1. Células lipofectadas com plasmídeo pEGFP.C1, 

para avaliar a efetividade da técnica. Microscópio Nikon Eclipse Ts2R, objetiva 20x. A) Imagem sem 

filtro. B) Filtro FITC, para a visualização das células fluorescentes. 

 

Após 48 horas da transfecção, realizamos o western blotting utilizando o anticorpo 

primário Anti-6xHis (Abcam -ab18184) com diluição 1:150 em solução de Molico 5%+TBS-T e 

como anticorpo secundário Anti-Mouse (Sigma-Aldrich). α-tubulina (52 kDa) foi utilizada 

como controle interno da técnica. Nesse ensaio, confirmamos a expressão das proteínas 

Calcineurina B, Three Finger toxin, Lisofosfolipase e Quitinase que apresentaram os tamanhos 

de 25 kDa, 20 kDa, 29 kDa e 32 kDa respectivamente (Figura 10). 

 

 

Figura 10 - Análise da expressão de proteínas: Western blotting feito a partir de uma transfecção 

transiente dos plasmídeos pCI.Neo (vetor vazio), pCI.Neo_lysoPL, pCI.Neo_3FTx, pCI.Neo_CaNB e 

pCI.Neo_CHI com lipofectamine 3000 (Thermo Scientific) na linhagem celular CHO-K1. 

 

A B 
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5.4 Ensaio de viabilidade celular  

Para avaliar a toxicidade das proteínas recombinantes construídas, fizemos uma nova 

transfecção transiente dos plasmídeos pCI.Neo_CaNB, pCI.Neo_3FTx, pCI.Neo_lysoPL e 

pCI.Neo (controle negativo), de maneira similar a anteriormente descrita. Após 48 horas de 

transfecção, os sobrenadantes das culturas celulares transfectadas (meio condicionado) 

foram coletados e filtrados (0,22 µm), para serem posteriormente utilizados no tratamento 

das células derivadas de tumores de cabeça e pescoço. Como pode ser observado na Figura 

11, a lysoPL foi capaz de induzir uma diminuição significativa da viabilidade celular, em 5 das 

6 linhagens testadas. A proteína Three finger diminuiu significativamente as linhagens 

HCB289, UMSCC47 e UDSCC2. No tratamento com a proteína Calcineurin B foi verificado uma 

tendência a redução da viabilidade celular, no entanto somente na linhagem HCB289 essa 

redução foi significativa. Na linhagem SCC25, Calcineurin B aumentou a viabilidade. 

Nesse experimento não foi analisado o efeito citotóxico da proteína Quitinase, pois não 

haviam sido terminadas as etapas de clonagens. 

 

 

Figura 11 – Ensaio de viabilidade celular. Linhagens celulares comercias e primárias, 

tratadas com o sobrenadante coletado das CHO_K1 transfectadas (transiente) com os 

plasmídeos construídos com os genes codificante de cada proteína. (*) P<0,05; (**) 

P<0,001; (***) P<0,0001. Test t de Student. 
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5.5 Ensaios com transfecção constitutiva 

5.5.1 Seleção dos clones 

Para estabelecer uma linhagem com a síntese constitutiva das proteínas de interesse, 

foi feito uma nova transfecção dos plasmídeos pCI.Neo_CaNB, pCI.Neo_3FTx, pCI.Neo_lysoPL, 

pCI.Neo_CHI e pCI.Neo (vetor vazio), de maneira similar a anteriormente descrita. Após 48 

horas de transfecção as células foram tratadas com 0,5 mg/mL de antibiótico G418 

continuamente, até a seleção completa, ou seja, a morte completa do controle negativo de 

transfecção. Após a amplificação das células positivamente transfectadas, as mesmas foram 

submetidas a individualização por citometria de fluxo (Single Cell Sorting). As células 

individualizadas foram cultivadas formando clones, e cada clone foi testado, para avaliar o 

nível de expressão das proteínas. Para verificar a expressão das proteínas foi realizado um 

Western blotting, conforme descrito abaixo. 

 

 Clone Calcineurina B (CaNB) 

Entre as células individualizadas transfectadas com o plasmídeo construído com o gene 

codificante para a proteína CaNB, 22 células foram capazes de gerar clones, o clone 2 

apresentou maior nível de expressão (Figura 12 e 13). Este clone foi o selecionado para dar 

continuidade ao trabalho. 

 

 

Figura 12 – Western Blotting dos clones Calcineurin B. Marcados com 

anticorpo anti-6xHis-tag (Abcam - ab18184) diluição 1:150. 
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Expressão Calcineurin B
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Figura 13 – Densitometria das bandas dos clones da CaNB. Nível de expressão proteica clones 

CaNB. 

 

 Three Finger toxin (3FTx) 

Somente 9 células foram capazes de gerar clones da proteína 3FTx. Entre os mesmos, 

nenhum apresentou expressão (Figura 14).  

 

 

Figura 14 – Western Blotting clones Three Finger toxin. Marcados com anti-

6xHis-tag (Abcam - ab18184) diluição 1:150. 

 

Como não foi possível confirmar, se a ausência de marcação no Western Blotting 

ocorreu devido à ausência de expressão do plasmídeo ou à níveis de expressão muito baixos, 

o clone 24 foi selecionado aleatoriamente para a realização dos ensaios funcionais. 
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 Lisofosfolipase (lysoPL) 

As células da lysoPL geraram 22 clones. Entre os clones gerados expressando a 

Lisofosfolipase, o clone 39 demostrou uma maior expressão da proteína conforme 

evidenciado nas figuras 15 e 16. 

 

Figura 15 – Western blotting clones Lisofosfolipase. Marcados com anticorpo 

anti-6xHis-tag (Abcam - ab18184) 1:5000. 

 

Figura 16 – Densitometria das bandas dos clones da Lisofosfolipase. Nível de expressão 

proteica dos clones da Lisofosfolipase. 
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 Quitinase (CHI) 

Entre os 23 clones da Quitinase (Figura 17 e 18), o clone 76 apresentou maior nível de 

expressão, entretanto, ao descongelar esse clone para a realização dos ensaios funcionais, as 

células não estavam viáveis. Dessa forma, o clone 61, o segundo de maior expressão da 

Quitinase, foi selecionado para dar continuidade ao trabalho. 

 

Figura 17 – Western Blotting clones Chitinase. Marcados com anticorpo anti-6xHis-

tag (Abcam - ab213204) 1:5000. 
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Figura 18 – Densitometria das bandas dos clones da Quitinase. Nível de expressão 

proteica dos clones da Quitinase. 

 

5.5.2 Quantificação das proteínas secretadas pela linhagem estável  

O meio condicionado contendo as proteínas foram coletados e quantificados, para a 

realização da cinética química das proteínas. As coletas aconteceram 12, 24, 48 e 72 horas 

Quitinase 
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após o plaqueamento. A quantificação foi realizada de acordo com o protocolo recomendado 

pelo fabricante do kit em um ELISA competitivo, foi feito uma curva padrão com His Tag 

standards do próprio kit com concentração 1 a 729 ng/mL (Figura 19). 

 

 

Figura 19 – Gráfico da curva padrão gerado pela quantificação por ELISA - kit His 

Tag Detection. 

 

Na análise dos resultados do ELISA com o sobrenadante coletado para a cinética, 

verificou-se uma baixa produção de proteína, ou uma quantidade inferior a 1 ng/mL, externo 

ao range de detecção do kit (Tabela 4). Foi possível a quantificação da proteína Lisofosfolipase 

e Quitinase, quando produzidas por 72 horas. 

 

Tabela 4 – Quantificação de síntese das proteínas dos clones por ELISA. 

Coleta meio 
condicionado 

12  
horas 

24 
horas 

48 
horas 

72 
horas 

pCI.Neo -2,1270 -1,9021 -1,7218 -1,3193 

CaNB clone 2 -2,6165 -2,1454 -1,5555 -1,3262 

3FTx clone 24 -1,9668 -1,6489 -2,0268 -1,9285 

lysoPL clone 39 -2,3690 -1,8929 -0,0828 0,5194 

CHI clone 61 -0,9976 -1,7975 -0,6508 0,1951 

As unidades dos dados estão em ng/mL. 

y = 0,1306x4 - 2,4044x3 + 12,597x2 - 2,8576x - 5,2284
R² = 0,9999
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5.5.3 Viabilidade Celular  

Para a realização do ensaio de viabilidade celular, os sobrenadantes dos clones das 

células CHO-K1 expressando cada uma das proteínas foram coletados filtrados e aplicados das 

linhagens de tumores de cabeça e pescoço plaqueadas no dia anterior. Foram realizados dois 

tempos de tratamento.  

No ensaio de viabilidade tratado por 48 horas, notou-se uma diminuição significativa da 

viabilidade das células primárias HCB289 e das células comerciais UDSCC2 quando tratadas 

com o sobrenadante contendo a proteína 3FTx e lysoPL (Figura 20). No entanto, foi observado 

um aumento da viabilidade nas células HCB289 e VU120T tratadas com o sobrenadante 

contendo a CHI (Figura 20). Na tabela 5 está representado o p valor e a significância do test t 

com amostras pareadas de cada clone em relação ao controle pCI.Neo. 
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Figura 20 – Análise do ensaio de viabilidade celular. Linhagens celulares comercias e primárias, 

tratadas por 48 horas, com o sobrenadante coletado e filtrado dos clones das CHO-K1, produzindo 

cada uma das proteínas. (*) P valor significante p<0,05 p<0,001; (***) p<0,0001. 
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Tabela 5– Analise estatística de Test t, do ensaio de MTS 48 horas. Test t realizado comparando 

cada clone das proteínas em relação ao controle pCI.Neo. Valores em negrito P valor 

significante menor que <0,05. 

48h 
HCB289 93-VU147T 93-VU120T UDSCC2 

P Valor P Valor P Valor P Valor 

CaNB vs pCI.Neo 0,0721 0,5622 0,5764 0,0512 

3FTx vs pCI.Neo 0,0008 0,9934 0,0433 0,0045 

lysoPL vs pCI.Neo 0,0135 0,4758 0,6739 0,0295 

CHI vs pCI.Neo 0,0276 0,1557 0,0214 0,0707 

 

No ensaio realizado com as células tratadas por 72 horas, foi observado uma diminuição 

significativa da viabilidade na linhagem HCB289 tratadas com o sobrenadante da CaNB e 

3FTx, e, um aumento na 93-VU120T tratadas com 3FTx, lysoPL e CHI (Figura 21). Na tabela 

6 está representado o p valor e a significância do test t com amostras pareadas de cada 

clone em relação ao controle pCI.Neo. 
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Figura 21 - Análise do ensaio de viabilidade celular. Linhagens celulares comercias e primárias, 

tratadas por 72 horas, com o sobrenadante coletado e filtrado dos clones das CHO-K1, 

produzindo cada uma das proteínas. (*) P valor significante p<0,05, (**) p<0,001; (***) 

p<0,0001. 
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Tabela 6 – Analise estatística de Test t, do ensaio de MTS 72 horas. Test t realizado comparando 

cada clone das proteínas em relação ao controle pCI.Neo. Valores em negrito P valor significante 

menor que <0,05. 

72h 
HCB289 93-VU147T 93-VU120T UDSCC2 

P Valor P Valor P Valor P Valor 

CaNB vs pCI.Neo 0,0049 0,4735 0,0513 0,3459 

3FTx vs pCI.Neo 0,0030 0,7571 0,0019 0,3512 

lysoPL vs pCI.Neo 0,0569 0,3384 0,0035 0,0195 

CHI vs pCI.Neo 0,4697 0,1014 0,0050 0,0629 

 

5.5.4 Apoptose por citometria de fluxo 

Foi analisado utilizando o meio condicionado a partir dos clones, o efeito biológico 

sofrido pelas linhagens HCB289 e 93-VU120T mediante a 48 horas de tratamento. Para 

garantir a eficiência da técnica, evidenciando as marcações pelos anticorpos, as linhagens 

foram tratadas também com cisplatina. Para esse ensaio foi utilizado os marcadores Anexina 

e 7-AAD que indicam fases da apoptose inicial, tardia ou necrose (Figura 22 e 23). Com esse 

experimento pode ser notado que a Lisofosfolipase, promove um aumento dos eventos de 

apoptose tardia em ambas as linhagens. Este resultado é mais evidente na linhagem HCB289, 

onde a proteína em questão promoveu 29,7% de apoptose tardia ou necrose, uma 

porcentagem maior que o controle pCI.Neo, que obteve 11,08% (Tabela 7).  

 

Tabela 7 – Porcentagem de células marcadas pelo anticorpo Anexina e 7-AAD. Linhagem HCB289 

tratadas durante 48 horas. 

Plot 7C (FL2-A/FL3-A) 

 

Células 
Viáveis 

Apoptose  
Inicial 

Apoptose Tardia/ 
Necrose 

Não 
viáveis 

 % por Plot % por Plot % por Plot % por Plot 

Sem tratamento 92,59% 1,88% 4,96% 0,57% 

pCI.Neo 84,11% 3,48% 11,08% 1,32% 

CaNB_A6 89,44% 2,01% 6,82% 1,73% 

3FTx_A6 91,17% 2,23% 5,48% 1,12% 

lysoPL_B4 49,13% 2,31% 29,07% 19,49% 

CHI_G8 83,66% 6,79% 8,63% 0,93% 

Cisplatina 48,43% 11,92% 28,35% 11,30% 
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Vale a pena ressaltar que na linhagem 93-VU-120T, a proteína Three finger aumentou a 

porcentagem de apoptose inicial para cerca de 10,33% (Tabela 8). 

 

Tabela 8 – Porcentagem de células marcadas pelo anticorpo Anexina e 7-AAD. Linhagem 93-VU-120T 

tratadas durante 48 horas. 

Plot 7 (FL2-A/FL3-A) 

  
Células 
Viáveis 

Apoptose  
Inicial 

Apoptose Tardia ou 
Necrose 

Não  
viáveis 

  % por Plot % por Plot % por Plot % por Plot 

Sem tratamento 77,28% 8,75% 12,64% 1,33% 

pCI.Neo 77,50% 5,95% 14,54% 2,01% 

CaNB_A6 79,60% 7,99% 11,31% 1,10% 

3FTx_A6 72,64% 10,33% 15,92% 1,11% 

lysoPL_B4 75,83% 6,32% 16,54% 1,32% 

CHI_G8 74,32% 7,29% 16,67% 1,72% 

Cisplatina 8,97% 14,72% 70,27% 6,04% 

 

 

Figura 22 – Análise de apoptose por citometria de fluxo. No eixo x é verificado intensidade 

de marcação por anexina e no eixo y a marcação por 7-AAD. Linhagem 93-VU-120T. 
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Figura 23 – Análise de apoptose por citometria de fluxo. No eixo x é verificado intensidade 

de marcação por anexina e no eixo y a marcação por 7-AAD. Linhagem HCB289. 

 

5.6 Ensaios transfecção transiente 

5.6.1 Quantificação proteínas secretadas produção transiente 

Após a seleção dos clones, estabelecimento e realização do ensaio de viabilidade celular 

com o sobrenadante coletado a partir dos clones, foi verificada uma diminuição da capacidade 

de redução da viabilidade celular. Portanto, para a caracterização da atividade das proteínas, 

foi necessária a realização dos experimentos a partir do sobrenadante coletado das CHO-K1 

transfectadas transientemente. 

 

Tabela 9 – Quantificação proteínas a partir da transfecção transiente, 48 horas de produção. 

Coleta meio condicionado 48 horas (Transfecção transiente) 

pCI.Neo -8,341222595 ng/mL. 

CalcineurinB 3,780443185 ng/mL. 

Three Finger 0,465875508 ng/mL 

Lisofosfolipase 7,634726041 ng/mL 

Quitinase 11,62245985 ng/mL 
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A produção das proteínas foi padronizada, de acordo com a quantidade de células 

plaqueadas, a concentração de DNA transfectado, o volume de meio utilizado para a secreção 

e o tempo de produção dessas proteínas. Na quantificação pelo método de ELISA (Tabela 9), 

foi verificado que as proteínas mesmo que transfectadas nas mesmas condições e 

concentrações eram secretadas em quantidades diferentes. A proteína Quitinase foi 

secretada em maior quantidade 11,62 ng/mL, seguida da Lisofosfolipase com 7,63 ng/mL, a 

Calcineurin B com 3,78 ng/mL e na última posição a Three Finger toxin, que apresentou uma 

quantificação de apenas 0,46 ng/mL. Esses resultados foram confirmados por meio da técnica 

de Western blotting seguindo o protocolo padronizado para a transfecção transiente (Figura 

24), utilizando 70 µg de proteínas a partir do lisado das células. No entanto, devido à baixa 

capacidade de detecção da técnica, somente as proteínas Quitinase e Lisofosfolipase foram 

capazes de serem detectadas. 

 

 

Figura 24 – Análise da expressão de proteínas: Western blotting a partir de transfecção 

transiente dos plasmídeos pCIneo (vetor vazio), pCI.Neo_CaNB, pCI.Neo_3FTx, pCI.Neo_lysoPL, 

e pCI.Neo_CHI com Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific) na linhagem celular CHO-K1. 

 

5.6.2 Ensaio de viabilidade celular  

No ensaio de viabilidade, realizado com as linhagens HCB289, UMSCC47, UDSCC2 e 

SCC25, onde as mesmas foram submetidas ao tratamento por 72 horas. Notou-se uma 

diminuição significativa da viabilidade das células primárias HCB289 e das células comerciais 

SCC25 quando tratadas com o sobrenadante de todas as proteínas estudadas (Figura 25). No 

entanto, foi observado um resultado mais acentuado, com o tratamento da proteína 

Lisofosfolipase, quando relacionada ao controle pCI.Neo. 

As linhagens UMSCC47 e UDSCC2 demostraram uma resistência ao tratamento. 
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Figura 25 – Efeito do tratamento das proteínas na viabilidade celular de linhagens tumorais de 

cabeça e pescoço. Linhagens celulares comercias e primárias, tratadas por 72 horas, com o 

sobrenadante coletado e filtrado das CHO-K1 transfectadas transientemente, produzindo cada 

uma das proteínas. Os resultados foram expressos como a percentagem média ± SD de células 

viáveis relativamente ao pCI.Neo (considerado 100% de viabilidade). (*) P valor significante 

p<0,05, (**) p<0,001. 

 

Tabela 6 – Analise estatística de Test t, do ensaio de MTS 48 horas. Test t realizado comparando 

cada clone das proteínas em relação ao controle pCI.Neo. Valores em negrito P valor significante 

menor que <0,05. 

48h 
HCB289 SCC25 UMSCC47 UDSCC2 

P Valor P Valor P Valor P Valor 

CaNB vs pCI.Neo 0,1373 0,0364 0,8548 0,1998 

3FTx vs pCI.Neo 0,0405 0,0013 0,0911 0,1592 

lysoPL vs pCI.Neo 0,0248 0,0053 0,4568 0,1858 

CHI vs pCI.Neo 0,0787 0,0024 0,0293 0,7776 

 

5.6.3 Avaliação da capacidade de migração 

Uma das características marcantes das células tumorais, é a capacidade de migrar do 

seu local de origem para outras partes do organismo. Esse mecanismo é mimetizado por meio 
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do ensaio de migração. Para esse experimento, foram utilizadas duas linhagens, HCB289 

linhagem que no ensaio de viabilidade celular se mostrou sensível ao tratamento e UMSCC47 

que se mostrou resistente. 

Na linhagem HCB289, todas as proteínas, principalmente a Lisofosfolipase e Quitinase 

diminuíram a capacidade de migração das células em relação ao controle (Figura 26). 

 

Figura 26 – Análise da capacidade de migração observado na linhagem HCB289, após 24 horas 

de tratamento. A esquerda imagens representativas das membranas com as células migrantes 

foto documentadas pelo microscópio Olympus SC30 – BX43, contagem das células realizada pelo 

software ImageJ. A direita, gráfico da porcentagem de células migrantes, normalizadas pelo 

controle pCI.Neo. 

 

A linhagem UMSCC47 obteve uma pequena diminuição da capacidade de migração das 

células, esse resultado foi mais evidente nas células tratadas com as proteínas Three Finger e 

Quitinase (Figura 27). 

 

Figura 27 - Análise da capacidade de migração observado na linhagem UMSCC47, após 24 horas 

de tratamento. A esquerda imagens representativas das membranas com as células migrantes 

fotos documentadas pelo microscópio Olympus SC30 – BX43, contagem das células realizada 
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pelo software ImageJ. A direita, gráfico da porcentagem de células migrantes, normalizadas pelo 

controle pCI.Neo. 

 

5.6.4 Identificação das principais vias de sinalização induzidas pelas proteínas nas 

linhagens tumorais. 

A fim de avaliar quais os mecanismos foram responsáveis pela diminuição da viabilidade 

e inibição da capacidade de migração das células, foram realizados experimentos para a 

identificação das principais vias de sinalização as quais as proteínas podem estar envolvidas. 

As células UDSCC2, UMSCC47, SCC25 e HCB289 foram tratadas com o meio 

condicionado das transfecções transiente. Após 24h de tratamento, foi avaliado a expressão 

e atividade de algumas proteínas relacionadas ao metabolismo funcional da célula. Essa 

avaliação foi feita por meio da técnica de Western Blotting, utilizando 6 µg totais de proteína 

para cada uma das marcações (Figuras 28, 29, 30 e 31). 

Para a avaliação da proliferação e sobrevivência celular, foram marcadas as proteínas 

AKT e ERK. A proteína quinase B (PKB/AKT) assume um papel central na regulação metabólica 

e na progressão do ciclo celular. As proteínas Lisofosfolipase e Quitinase demostraram 

participar da regulação dessa proteína, nas linhagens UDSCC2, SCC25 e HCB289 ocorreu um 

aumento da fosforilação de AKT em relação ao controle pCI.Neo. De modo geral, as proteínas 

em questão não tiveram impacto direto na fosforilação de ERK. No entanto, Calcineurin B foi 

responsável pelo aumento dessa ativação nas linhagens SCC25 e HCB289. 

Foram utilizados anticorpos para a marcação de proteínas envolvidas no dano e estresse 

biológico como H2AX e p21. A proteína Calcineurin B foi responsável por diminuir 

drasticamente a expressão de p21, na linhagem UMSCC47. Na linhagem UDSCC2 nenhuma 

das proteínas foram capazes de modificar a expressão de p21 consideravelmente, já a 

proteína Lisofosfolipase aumentou a expressão de p21 em relação ao controle pCI.Neo, nas 

linhagens UMSCC47 e HCB289.  

Para avaliar se Calcineurin B, Three Finger toxin, Lisofosfolipase e Quitinase estavam 

envolvidas no processo de apoptose. Foi utilizado anticorpos para a marcação das proteínas 

PARP e caspase 3. Em nenhuma das linhagens, foi observado a clivagem de caspase 3, quando 

tratadas por 24 horas com o meio condicionado contendo as proteínas de interesse. Ao avaliar 

a proteína PARP, os tratamentos foram capazes de induzir a clivagem, nas linhagens 
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UMSCC47, SCC25 e HCB289. Esse resultado, na linhagem UDSCC2 é notado, apenas na 

proteína Quitinase.  
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Figura 28 – Análise das vias de sinalização ativadas nas células UDSCC2, após 24 horas de tratamento com o meio condicionado de cada uma das proteínas. A 

quantificação das bandas foi feita pelo programa ImageJ. Os gráficos representam a análise de densitometria. Normalizações de AKT e ERK fosforilados pelos 

totais; p21 e caspase 3 pela primeira tubulina. PARP normalizado clivado pelo total e H2AX fosforilado pela segunda tubulina. 
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Figura 29 – Análise das vias de sinalização ativadas nas células UMSCC47, após 24 horas de tratamento com o meio condicionado de cada uma das proteínas. 

A quantificação das bandas foi feita pelo programa ImageJ. Os gráficos representam a análise de densitometria. Normalizações de AKT e ERK fosforilados pelos 

totais; p21 e caspase 3 pela primeira tubulina. PARP normalizado clivado pelo total e H2AX fosforilado pela segunda tubulina. 
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Figura 30 – Análise das vias de sinalização ativadas nas células SCC25, após 24 horas de tratamento com o meio condicionado de cada uma das proteínas. A 

quantificação das bandas foi feita pelo programa ImageJ. Os gráficos representam a análise de densitometria. Normalizações de AKT e ERK fosforilados pelos 

totais; p21 e caspase 3 pela primeira tubulina. PARP normalizado clivado pelo total e H2AX fosforilado pela segunda tubulina. 
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Figura 31 – Análise das vias de sinalização ativadas nas células HCB289, após 24 horas de tratamento com o meio condicionado de cada uma das proteínas. A 

quantificação das bandas foi feita pelo programa ImageJ. Os gráficos representam a análise de densitometria. Normalizações de AKT e ERK fosforilados pelos 

totais; p21 e caspase 3 pela primeira tubulina. PARP normalizado clivado pelo total e H2AX fosforilado pela segunda tubulina.
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6 Discussão 

O nosso estudo é uma investigação de cunho exploratório, a fim de buscar em recursos 

naturais novos fármacos de inibição tumoral. Como descrito em diversos artigos, animais 

peçonhentos são ricos reservatórios de moléculas bioativas, com efeitos biológicos específicos 

para estimular processos fisiológicos indesejáveis em suas presas38, 39. Na maioria dos animais, 

essas moléculas são secretadas em quantidade e qualidade variáveis, de acordo com fatores 

genéticos e ambientais40, o que torna laborioso a maneira como esses venenos eram 

estudados durante décadas, por meio de purificação de frações do veneno bruto41, 42. Nosso 

estudo apresentou uma abordagem que otimiza de forma fidedigna a produção de 

componentes do veneno, por meio da clonagem dos transcritos. O estudo pioneiro e a 

caracterização da atividade biológica de proteínas pouco exploradas, possibilita desvendar 

moléculas presentes abundantemente na natureza com grande potencial terapêutico. 

Na literatura já está bem descrito o processo de expressão de proteínas recombinantes 

em seres procariotos e fungos. De acordo com as exigências e complexidade das proteínas, é 

selecionado o tipo de microrganismo para a expressão bactérias ou leveduras, e o plasmídeo 

mais adequado para a utilização43, 44. Devido às várias opções, esse modelo de expressão se 

tornou difundido, além de dispor de um baixo custo para a praticabilidade. No entanto, uma 

significativa parcela de estudos relata sobre falhas, principalmente quanto à atividade 

biológica das proteínas sintetizadas45. Para diminuir essa desvantagem, recomenda-se a 

utilização de sistemas eucariotos para a expressão45. Baseado nesses dados, e no fato de que 

algumas proteínas necessitam de regulações pós-traducionais complexas para serem 

ativadas46. Em nosso estudo escolhemos, para a expressar as proteínas, uma célula eucariota. 

A célula selecionada não exige a purificação, posterior à secreção das proteínas, visto que a 

pesquisa possuiu caráter exploratório. 

Apesar da expressão de proteínas recombinantes não estar bem estabelecida, as células 

CHO-K1 estão há um tempo no mercado realizando esse papel em maior frequência que 

células como HEK47. Alterações foram feitas na linhagem CHO, para que as células tivessem 

uma baixa taxa de morte em cultura e sobrevivessem em um meio de cultura quimicamente 

diferente do padrão utilizado para cultivo celular. O meio deve conter insulina e ser isento de 

albumina e componentes advindos de fontes animais, para otimizar o passo de purificação 

utilizando um ligante sintético48, 49 . A linhagem rCHO, CHO modificada, melhora 

significativamente a expressão das proteínas50. Entretanto, com a linhagem CHO-K1, não 
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obtivemos concentrações expressivas das proteínas. A proteína Quitinase foi secretada em 

maior quantidade 11,62 ng/mL, seguida da Lisofosfolipase com 7,63 ng/mL, a Calcineurin B 

com 3,78 ng/mL e na última posição a Three Finger toxin, que apresentou uma quantificação 

de apenas 0,46 ng/mL. Uma falha relatada durante a expressão em eucariotos45. 

O peptídeo sinal utilizado para a expressão de proteínas recombinantes, é um 

importante fator que pode interferir diretamente na secreção51. O fato do peptídeo sinal 

utilizado no estudo, ser derivado de uma sequência humana, utilizada em uma célula de ovário 

de hamster chinês não foi o fator agravante para a baixa expressão. Essa é uma prática comum 

em expressão em eucariotos51, 52. O peptídeo sinal que utilizamos foi a IL2-ILco2 – 

MRRMQLLLLIALSLALVTNS53, 54. Ramezani e colaboradores, relatam que a utilização do 

peptídeo sinal da albumina humana associado a uma otimização das cadeias pesadas e leves 

da proteína Pertuzumab, foi eficiente para o aumento da produção estável em CHO-K152. 

Em diversos estudos o veneno de formigas, tem demonstrado potencial terapêutico, em 

diferentes tipos tumorais14, 31, 32 Acreditamos que as proteínas desse estudo possuem 

potencial antineoplásico, demonstrado pela a redução de viabilidade celular das linhagens 

tumorais SCC25 e HCB289. Essa diminuição de viabilidade celular pode estar relacionada a 

redução da taxa de proliferação das células. As linhagens UDSCC2 e UMSCC47 se 

demonstraram resistentes ao tratamento com as proteínas da formiga. 

Para a avaliação e caracterização das vias de sinalização as quais compreendiam o 

envolvimento das proteínas, foram analisados marcadores para verificar a possibilidade de 

implicação das proteínas no mecanismo de apoptose. A apoptose é um sistema que pode 

ocorrer por duas vias, a via intrínseca e a via extrínseca. A via intrínseca inicia-se na 

mitocôndria, e é desencadeada normalmente por fatores internos, como estresse ou dano ao 

DNA5, ou ainda amplo desequilíbrio no potencial da membrana mitocondrial (ΔΨm)55. Estudos 

sugerem que a despolarização do potencial de membrana mitocondrial provoca a liberação 

de citocromo c, considerada proteína chave na via intrínseca. Assim, no citoplasma, essa 

proteína se liga ao fator 1 de ativação da protease pró apoptótica Apaf1 que recrutam 

caspases iniciadoras da via intrínseca, como caspase 95, 56, 57.  

Já na via extrínseca, o processo de apoptose, acontece inteiramente no citoplasma da 

célula, e é iniciada pela ligação de proteínas nos receptores de morte na membrana 

citoplasmática. Na cauda citosólica desses receptores, encontram-se domínios que se ligam 

em proteínas que ativam as caspases iniciadoras, especialmente na caspase 85. No final de 
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ambas as vias, comumente, a via intrínseca e extrínseca ativa a caspase 3, uma das caspase 

executora. Essa proteína também foi avaliada no presente estudo, no entanto, nenhum dos 

tratamentos com as proteínas de interesse apresentou marcação da clivagem de caspase 3, 

em nenhuma das linhagens avaliadas no estudo. Nesse estudo avaliamos a clivagem de PARP, 

proteína localizada no final da via apoptótica. A Poly (ADP-ribose) Polymerases (PARP) está 

envolvida em vários processos biológicos, além de morte celular, como proliferação e reparo 

do DNA58, 59 59. 

Para inferir se as proteínas provocavam alteração no ciclo celular, após as 24 horas de 

tratamento, foi verificado o nível de expressão de p21. Essa proteína, regula negativamente o 

ciclo celular60, constituindo um dos checkpoints do ciclo que mediante alguma falha no DNA, 

promove a interrupção do ciclo60. O ciclo pode ser impedido na fase inicial da interfase de G1 

para S, ou na fase G2 para M, bloqueando a entrada na mitose 5. Além do envolvimento em 

mecanismos de morte celular levando a célula à apoptose, p21 também está associado a 

mecanismos intracelulares de proliferação celular, onde a falta dessa proteína pode aumentar 

o processo de tumorigênese 60. A H2AX, é uma proteína ativada em resposta ao dano no DNA, 

o ciclo celular é paralisado para restauração do DNA61. Quando o processo de reparação, por 

algum motivo é impossibilitado, ocorre a ativação da apoptose 62. 

Uma maneira de avaliar se a diminuição da viabilidade celular, ocorreu devido a redução 

da taxa proliferativa das células, é verificar a fosforilação diminuída de AKT e ERK. A proteína 

quinase B (PKB/AKT) é essencial na regulação do metabolismo, além de estar envolvida em 

processos de transcrição, progressão do ciclo e sobrevivência celular63. Outra proteína 

responsável pela proliferação e sobrevivência da célula, é a ERK. Entretanto, alguns autores 

relatam que a ativação de ERK pode estar relacionada a morte celular64. 

A CaNB é uma proteína que compõe a família das fosfatases serine/ treonina 

dependente de Cálcio, que participa de vários processos celulares e vias de transdução de 

sinal dependentes de Ca (2+) 65. Fruman e colaboradores constataram que a CaNB pode 

desempenhar um papel na programação da morte celular, esse estudo foi realizado em 

hibridomas para a produção de células T, onde verificou-se a ligação ao receptor de células T 

CD3 66. Em um outro estudo onde foi aumentado o nível de CaNB em células neuronais, 

mediada por um adenovírus, verificou-se que essa proteína tem envolvimento na apoptose 

de células neuronais pela via citocromo c/caspase 3, o que foi confirmado com uma incubação 

das células com inibidores de calcineurin ciclosporina A e FK506, que reduziu a apoptose.67.  
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Analisando a CaNB da formiga E. opaciventre, os resultados se corroboram com os 

descritos na literatura, pois, a CaNB possui algum grau de envolvimento com a via apoptótica. 

Nas linhagens HCB289 e UMSCC47 foi verificado um aumento na clivagem de PARP em relação 

ao controle pCI.Neo, indicando que esta proteína provavelmente causa uma ativação de uma 

das vias do apoptose. Nas linhagens UDSCC2 e SCC25, não houve clivagem de PARP, quando 

relacionadas com o controle pCI.Neo. Entretanto, em nenhuma das linhagens foi obtida 

marcação da clivagem de caspase 3. Portanto consideramos necessária a realização de outros 

ensaios, para melhor averiguar por qual via apoptótica, a morte está ocorrendo. Nas linhagens 

UDSCC2, UMSCC47 e SCC25, o tratamento com Calcineurin B indicou que essa proteína 

provavelmente não causa dano no DNA, visto que a expressão de p21 e a fosforilação de H2AX 

foi menor que o controle pCI.Neo, utilizado para a normalização. Já na linhagem HCB289, a 

proteína CaNB, foi capaz de aumentar a expressão de p21. 

Recentemente, a combinação da CaNB associada a 5-FU em tumores gástricos inibiu a 

proliferação das células tumorais, revertendo os efeitos imunossupressores, sem aumentar os 

efeitos colaterais 68. Nas linhagens consideradas sensíveis ao tratamento HCB289 e SCC25, a 

CaNB aumentou a fosforilação de ERK. Entretanto não houve fosforilação de ERK nas linhagens 

UDSCC2 e UMSCC47, estudos apontam que ERK pode estar associado a morte celular64. A 

proteína AKT, não apresentou diferença relevante ao tratamento de CaNB. Estes resultados 

podem ser indicativos que CaNB pode levar ao aumento da taxa proliferativa das células, 

mediada pela via ERK. 

A proteína Three Finger, foi expressa em uma concentração muito baixa, menor que 1 

ng/mL, no entanto, para a transfecção foi utilizada a mesma concentração de DNA em todas 

as proteínas. Esse dado sugere que possa estar ocorrendo alguma regulação negativa, 

podendo ser pós-transcricional ou pós-traducional na proteína Three Finger toxin. 

As toxinas Three finger (3FTx) são umas das proteínas mais abundantes em venenos de 

cobras e também as responsáveis pela grande toxicidade 69. As proteínas desta família 

possuem facilidade adaptativa específica que gera funções pleiotrópicas70.  

Segundo Munawar e colaboradores, a Three finger pode inibir a maquinaria catalítica 

vital da célula, o proteassoma 20S, que desestabiliza o sistema de homeostase celular mediada 

pela citotoxina 1 71. Em todas as linhagens, UDSCC2, UMSCC47, SCC25 e HCB289, a proteína 

Three finger foi responsável por uma ativação da fosforilação de H2AX em relação ao controle 

pCI.Neo, sugerindo a existência de dano no DNA. Esta proteína é um fator importante no 
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processo de reparo de DNA danificado, e quando não é possível a reparação dos danos, ocorre 

a ativação da apoptose61. Na linhagem SCC25 tratada com o meio condicionado contendo a 

3FTx, p21 não obteve uma diminuição da expressão. No entanto UDSCC2 e UMSCC47 a 

expressão de p21 foram aumentadas. Nas linhagens UMSCC47 e HCB289 tratadas com 3FTx, 

ocorreu a clivagem de PARP, indicando que os danos causados no DNA foram suficientes para 

ativar a via apoptótica. Apenas na linhagem HCB289, 3FTx gerou uma diferença expressiva na 

fosforilação de AKT em relação ao controle pCI.Neo, essa diferença foi a diminuição da 

fosforilação. Na linhagem SCC25, a fosforilação de AKT, não foi analisada devido a insuficiência 

de lisado proteico. No entanto nessa linhagem foi verificado um aumento de ERK, 

diferentemente das linhagens UDSCC2, UMSCC47 e HCB289, que a fosforilação de ERK foi 

reduzida. Esses resultados no permitem sugerir que a proteína Three finger, aparentemente 

causa um forte efeito de dano ao DNA, evidenciado pela clivagem de PARP, fosforilação de 

H2AX e aumento da expressão de p21. 

A Lisofosfolipase pertence à família de proteínas alfa/beta hidrolases. Lakubov e 

colaboradores relatam sobre sua forte atividade hemolítica em 1-acillysofosfatidilcolina 

dentro de uma faixa estreita de pH 72. É ressaltado ainda que a função catalítica e hemolítica 

é ativada na presença de íons Ca+2 e Mn+2 72.  

Estudos apontam que a lysoPL, pode estar relacionada com a localização e sinalização 

de RAS 73. Na via de sinalização da Ras MAP-cinase, Ras ativa diretamente Raf, que ativa Mek 

que ativa ERK5. No entanto nas linhagens, UDSCC2, UMSCC47, utilizadas em nosso estudo, 

ERK obteve uma diminuição da fosforilação em relação ao controle pCI.Neo. Contudo, Wang 

e colaboradores afirmam RAS, pode ativar direta e indiretamente a via PI3K, que ativa a 

fosforilação de AKT74. Nossos resultados, podem incorporar evidencias positivas a essa 

afirmação, pois a Lisofosfolipase, foi capaz de induzir um aumento considerável na 

fosforilação de AKT, nas linhagens UDSCC2, SCC25 e HCB289. Ressaltamos ainda que, ao serem 

tratadas com o meio condicionado contendo a Lisofosfolipase, todas as linhagens, UDSCC2, 

UMSCC47, SCC25 e HCB289, apresentaram clivagem em PARP. No entanto, o dano no DNA foi 

notado pela fosforilação de H2AX em UDSCC2 e SCC25. O aumento de p21 em UMSCC47 e 

HCB289, quando tratadas por 24 horas com Lisofosfolipase, mostrou que a proteína pode 

interferir no ciclo celular. O tratamento com a Lisofosfolipase, foi capaz de ativar duas vias, a 

via de proliferação induzida por AKT e o dano no DNA e ciclo celular. 
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A Quitinase é uma hidrolase de glicosil caracterizada pela capacidade de degradar a 

quitina que é o segundo componente amplamente encontrado na natureza depois da celulose 

75-77. A Quitinase está presente em diversos organismos como artrópodes, bactérias, fungos, 

plantas e humanos 75. 

Pan e colaboradores, demostraram em um estudo realizado in vivo em células tumorais 

de mama e in vitro em modelos xenoenxertados, que o tratamento com Quitinase leva a um 

dano seletivo nas células tumorais 78. Nos nossos resultados, foi notado o aumento da 

fosforilação de H2AX, somente na linhagem UDSCC2. Entretanto, a Quitinase foi responsável 

pelo aumento da fosforilação de AKT nas linhagens UDSCC2, SCC25 e HCB289, e clivagem de 

PARP nas quatro linhagens em estudo. Sugere que um dos efeitos do tratamento com a 

Quitinase seria modular/ ativar o dano no DNA. 
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7 Conclusões  

O tratamento com as proteínas CaNB, 3FTx, lysoPL e CHI, mesmo que em baixa 

concentração, demonstrou que estas são capazes de modificar mecanismos metabólicos nas 

linhagens tumorais, notado pela diminuição da viabilidade celular e inibição da migração, 

características marcantes de células tumorais. Além de modularem vias de sinalização, 

importantes compreendendo as proteínas, PARP, H2AX, AKT, ERK e p21. Essas características 

identificam as proteínas, como potenciais proteínas de interesse terapêutico. 

Mais estudos se fazem necessários para melhor compreensão e delineamento dos 

processos os quais as proteínas estejam envolvidas. 
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