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RESUMO 

 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais incidente no mundo. Dentre 
os subtipos imunoistoquímicos de carcinomas mamários, o luminal A é o mais 
comum. Além dos tratamentos tradicionais com cirurgia, quimioterapia e 
radioterapia, pacientes com esse subtipo tumoral se beneficiam com a terapia 
alvo endócrina, sendo que o tamoxifeno é um dos principais medicamentos 
prescritos. Entretanto, durante a terapia contínua e prolongada, é comum 
surgirem células tumorais resistentes ao tamoxifeno. Dessa forma, encontrar 
novos alvos terapêuticos e desenvolver novas terapias-alvo para tumores 
refratários é essencial para a manutenção de um tratamento eficiente. O 
receptor tipo 2 de fatores de crescimento fibroblástico (FGFR2) está associado 
com o câncer de mama luminal. A partir de análises in sílico, duas proteínas 
envolvidas no interatoma de FGFR2 foram apontadas como potenciais 
moduladoras da sensibilidade ao tamoxifeno: EphA2 e PBX1. EphA2 é um 
receptor tirosina quinase que é comumente encontrado super expresso em 
diversos tumores e é associado à progressão tumoral. Esse receptor também 
vem sendo associado com a resistência a quimioterápicos, terapia-alvo e 
radioterapia. O PBX1 é um fator de transcrição pioneiro que já foi associado 
com o desenvolvimento e a progressão de diversos tipos de câncer e, apesar 
de não serem numerosos, alguns estudos indicam que PBX1 possui um papel 
no desenvolvimento da resistência à terapia. Dessa forma, a tecnologia 
CRISPR/Cas9 e o silenciamento gênico com siRNA foram utilizados para 
avaliar o papel dessas proteínas na resistência ao tamoxifeno. Ainda, outras 
análises funcionais foram conduzidas para aumentar a compreensão integral 
de como essas proteínas impactam na fisiologia de células de câncer de mama 
luminal A. Neste trabalho, EphA2 foi associado a redução da viabilidade e da 
proliferação celular. Porém, ele também foi relacionado com o aumento da 
capacidade clonogênica e da resistência ao tamoxifeno. Assim, sugere-se que 
o EphA2 atua como um supressor de tumor nos estágios iniciais de câncer de 
mama luminal A, mas, com a progressão tumoral, ele passa a exercer papéis 
oncogênicos fundamentais no processo metastático e no desenvolvimento de 
resistência à terapia. Para encontrar inibidores de EphA2 que neutralizem sua 
ação oncogênica, primeiramente é preciso investigar os mecanismos pelos 
quais EphA2 atua como supressor de tumor ou como oncoproteína em câncer 
de mama luminal. Em relação ao PBX1, este foi associado com o aumento da 
viabilidade celular, da capacidade clonogênica e da resistência ao tamoxifeno 
em MCF7, mas não em ZR-75-1, possivelmente em razão das diferenças nos 
programas transcricionais regulados por PBX1 em cada linhagem. Apesar do 
PBX1 ser um conhecido oncogene, ele pode atuar de modo diferente em um 
mesmo subtipo oncológico. Sendo assim, estudos mais aprofundados sobre os 
mecanismos de atuação de PBX1 em câncer de mama luminal A devem ser 
conduzidos para validar essa proteína como um potencial alvo terapêutico. 
 

Palavras-chave: Câncer de mama. Tamoxifeno. EphA2. PBX1. CRISPR/Cas9. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most common type of cancer in the world. Among 
the immunohistochemical subtypes of breast carcinomas, luminal A is the most 
common. In addition to traditional treatments such as surgery, chemotherapy 
and radiotherapy, patients with this tumor subtype benefit from endocrine-
targeted therapy, with tamoxifen being one of the main prescribed drugs. 
However, during continuous and prolonged therapies, it is common for 
tamoxifen-resistant tumor cells to appear. Therefore, finding new therapeutic 
targets and developing new target therapies for refractory tumors is essential for 
maintaining an efficient treatment. Fibroblast growth factor receptor type 2 
(FGFR2) is associated with luminal breast cancer. Through in in silico analysis, 
two proteins involved in the FGFR2 interactome were identified as potential 
modulators of the sensitivity to tamoxifen: EphA2 and PBX1. EphA2 is a 
tyrosine kinase receptor that is commonly overexpressed in many tumors, and 
is associated with tumor progression. This receptor has also been associated 
with resistance to chemotherapy, targeted therapy and radiotherapy. PBX1 is a 
pioneer transcription factor that has been associated with the development and 
progression of several types of cancer and, although not numerous, some 
studies indicate that PBX1 has a role in the development of resistance to 
therapy. In this study, the CRISPR/Cas9 technology and gene silencing with 
siRNA were used to evaluate the role of these proteins in tamoxifen resistance. 
Furthermore, other functional analyses were conducted to deepen the 
understanding of how these proteins impact the physiology of luminal A breast 
cancer cells. In this work, EphA2 was associated with reduced cell viability and 
proliferation, although it was also related to an increased clonogenic capacity 
and tamoxifen resistance. Because of that, it is suggested that EphA2 acts as a 
tumor suppressor in the early stages of luminal A breast cancer, but with tumor 
progression it begins to play key oncogenic roles in the metastatic process and 
in the development of resistance to therapy. In order to find EphA2 inhibitors 
that neutralize its oncogenic action, it is first necessary to investigate the 
mechanisms through which EphA2 acts as a tumor suppressor or as an 
oncoprotein in luminal breast cancer. Regarding PBX1, it was associated with 
increased cell viability, clonogenic capacity and resistance to tamoxifen in 
MCF7, but not in ZR-75-1 — possibly due to differences in transcriptional 
programs regulated by PBX1 in each cell line. Although PBX1 is a known 
oncogene, it can act differently in the same oncological subtype. Therefore, 
more in-depth studies on the mechanisms of action of PBX1 in luminal A breast 
cancer should be conducted to validate this protein as a potential therapeutic 
target. 
 

Key-words: Breast Cancer. Tamoxifen. EphA2. PBX1. CRISPR/Cas9. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é um problema de saúde pública que afeta 

principalmente as mulheres (ACS, 2019; INCA, 2022). Dos subtipos de 

carcinomas mamários, os que expressam o receptor de estrogênio são os mais 

frequentes, correspondendo a pelo menos dois terços de todos os casos 

(VALENTIN et al., 2012; ACS, 2019). Apesar do prognóstico dos tumores 

luminal A (principalmente) e B serem relativamente melhores quando 

comparados aos outros subtipos, eles ainda são responsáveis pela morte de 

milhares de mulheres no Brasil e no mundo. Os medicamentos alvo-específicos 

aumentam a eficiência dos tratamentos e, com frequência, reduzem a 

quantidade e severidade dos efeitos colaterais. No entanto, uma parcela 

considerável dos tumores desenvolve resistência à terapia-alvo (WARDELL et 

al., 2015; JORDAN, 2018; LOI et al., 2019). Dessa forma, torna-se não só 

necessário, mas também urgente encontrar alvos-terapêuticos em potencial, de 

modo a possibilitar o futuro desenvolvimento de novos tratamentos. 

O receptor tipo 2 de fatores de crescimento fibroblástico (FGFR2 – do 

inglês, fibroblast growth factor receptor 2) está associado com o câncer de 

mama, principalmente com os tumores que expressam o receptor de 

estrogênio (ER+ – do inglês, estrogen receptor positive). A compreensão do 

interatoma de FGFR2 quando envolvido com a regulação do receptor de 

estrogênio pode aprofundar o entendimento sobre o desenvolvimento e 

progressão de carcinomas mamários ER+, bem como auxiliar na busca de 

potenciais alvos-terapêuticos envolvidos nesse regulon. Análises in sílico 

sugerem que EphA2 e PBX1, duas proteínas envolvidas no interatoma de 

FGFR2 em cânceres de mama luminais, modulam a resposta ao tamoxifeno 

durante o tratamento de tumores mamários luminais (OLIVEIRA, 2018), sendo 

o tamoxifeno um dos hormonioterápicos de escolha para o tratamento desses 

tumores. 

EphA2 (do inglês, erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma A2 

receptor) é um receptor tirosina-quinase envolvido com processos de 
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desenvolvimento (VAUGHT et al., 2009; CHENG et al., 2013). No entanto, ele 

está frequentemente super expresso em diversos tipos de câncer, incluindo o 

de mama, sendo frequentemente associado à progressão tumoral 

(BRANTLEY-SIEDERS et al., 2011; HAN et al., 2022). Seu papel na resistência 

à quimioterapia e à terapia-alvo vem sendo estudada em diversos tipos de 

câncer, tais como câncer de pulmão (AMATO et al., 2016), colorretal (YAO et 

al., 2022) e hepático (CHEN et al., 2020). Apesar de haver estudos associando 

esse receptor à resistência à terapia em câncer de mama, esses não são 

numerosos, sendo necessários mais estudos que corroborem ou refutem os 

resultados já publicados na literatura. 

O PBX1 (do inglês, pre-B-cell leukemia homeobox transcription factor 1) 

é um fator de transcrição pioneiro (PF – do inglês, pioneer transcription factor) 

que controla diversos programas do desenvolvimento. Assim como outros PFs, 

ele também já foi associado com o desenvolvimento e progressão tumoral em 

diversos tipos de câncer, incluindo os carcinomas mamários (revisado por 

VEIGA et al., 2021). Apesar dos resultados de Oliveira (2018) indicarem PBX1 

como um modulador da resposta ao tamoxifeno, não há evidências diretas na 

literatura que corroborem com esses resultados. Contudo, PBX1 já foi 

associado à resistência à quimioterapia (JUNG et al., 2016) e à radioterapia 

(YU et al., 2020) em outros tipos de câncer. 

Sendo assim, esse trabalho utilizou ensaios funcionais para investigar 

como essas duas proteínas de interesse – EphA2 e PBX1 – atuam em 

linhagens de câncer de mama luminal A. Ainda, o papel dessas proteínas na 

resistência ao tamoxifeno foi investigado para melhor avaliá-las como 

potenciais alvos terapêuticos nesse subtipo de carcinoma mamário. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. CÂNCER DE MAMA 

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças caracterizadas por 

mudanças em um grupo de células no corpo, sendo que essas alterações 

levam as células a se proliferarem descontroladamente (ACS, 2019; INCA, 

2022). Na maioria dos cânceres, essa proliferação desordenada tende a formar 

uma massa de células cancerosas, constituindo um tumor (ACS, 2019; INCA, 

2022). Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2022), com a 

progressão da doença as células tumorais podem adquirir a capacidade de se 

espalharem para outras regiões do corpo via metástase. 

Quando o câncer ocorre em tecido mamário, ele é denominado câncer 

de mama, podendo acometer regiões lobulares ou ductais. Atualmente, o 

câncer de mama é a neoplasia mais comum no mundo, correspondendo a 

11,7% de todos os casos (SUNG et al., 2021). Em se tratando especificamente 

de mulheres, o câncer de mama representa entre 24 e 33% de todos os novos 

casos de câncer diagnosticados nesse grupo (DAI et al., 2016; SUNG et al., 

2021; SIEGEL et al., 2022), e é também o tipo de neoplasia com maior índice 

de mortalidade (SUNG et al., 2021). Embora a taxa de mortalidade seja a mais 

alta dentre os demais tipos de câncer entre as mulheres, a letalidade do câncer 

de mama é considerada relativamente baixa, visto que a mortalidade 

corresponde a menos de um terço da taxa de incidência (STEWART & WILD, 

2014; SUNG et al., 2021). Em países desenvolvidos têm-se observado um 

declínio na taxa de mortalidade de cânceres como o de mama, o que tem sido 

atribuído a avanços na detecção precoce e nos tratamentos (SERVIK, 2014; 

SIEGEL et al., 2022). Nos Estados Unidos da América (EUA), por exemplo, a 

taxa de mortalidade caiu 42% desde 1989 (SIEGEL et al., 2022). Apesar de ser 

relativamente raro, esse tipo de câncer também acomete indivíduos do sexo 

masculino, representando 1% do total de casos da doença (INCA, 2022).  

No Brasil, entre os anos de 2001 e 2012, a mortalidade decorrente do 

câncer de mama aumentou em uma taxa de 0,9% ao ano (DeSANTIS et al., 

2015). Somente em 2017, 16.724 óbitos em função dessa neoplasia foram 
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registrados (MS/INCA, 2019). Para 2022, estima-se que a incidência de novos 

casos registrados no país corresponda a 66.280 (MS/INCA, 2019). Em países 

em desenvolvimento como o Brasil, o diagnóstico do câncer de mama ocorre 

em estágios mais avançados da doença, afetando negativamente o tratamento, 

qualidade de vida e sobrevida dos pacientes; portanto, o diagnóstico precoce e 

controle do câncer de mama fazem parte da lista de prioridades da Política 

Nacional de Saúde do Brasil (MS/INCA, 2019). 

 

2.1.1. Etiologia do câncer de mama 

O câncer é, essencialmente, uma doença de natureza genética que leva 

a um descontrole da proliferação celular. No entanto, a etiologia do câncer de 

mama é multifatorial, envolvendo a idade, fatores endócrinos/reprodutivos, 

ambientais/comportamentais e fatores genéticos/hereditários (STEWART & 

WILD, 2014; INCA, 2022). 

Fatores endócrinos e reprodutivos incluem nuliparidade, primeira 

gravidez após os 30 anos e histórico hormonal relacionado ao estímulo pelo 

estrogênio (menarca antes dos 12 anos, menopausa após os 55 anos, uso de 

determinados anticoncepcionais e terapia de reposição hormonal prolongada) 

(STEWART & WILD, 2014; INCA, 2022). Fatores ambientais e 

comportamentais, por sua vez, referem-se ao consumo de bebidas alcoólicas, 

exposição à radiação ionizante, obesidade, sedentarismo (STEWART & WILD, 

2014; INCA, 2022). Nos Estados Unidos, por exemplo, o leve aumento na taxa 

de incidência do câncer de mama em 0,5% ao ano, desde meados dos anos 

2000, é parcialmente atribuído às quedas contínuas na taxa de fertilidade e ao 

aumento de sobrepeso populacional (SIEGEL et al., 2022). No Brasil, entre 

1990 e 2015, houve um aumento de 0,77% na mortalidade por câncer de 

mama atribuído à inatividade física (SILVA et al., 2018). 

Por fim, fatores genéticos e hereditários fazem referência a mutações 

(somáticas ou germinativas) em genes que conferem suscetibilidade à doença. 

A maioria dos cânceres – 90 a 95% – são esporádicos (PARTIPILO et al., 

2016), ou seja, não resultam de mutações herdadas, mas sim de alterações 
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somáticas gênicas, cromossômicas e/ou epigenéticas, que se acumulam em 

um indivíduo ao longo da vida. Todavia, fatores genéticos hereditários 

relacionados à herança de um alelo de alta penetrância contendo uma mutação 

germinativa, a qual confere um aumento no risco de desenvolvimento de um ou 

mais tipos específicos de câncer, contribuem para 5 a 10% dos casos 

(PARTIPILO et al., 2016). Em se tratando do câncer de mama, os principais 

genes envolvidos em casos hereditários da doença são o BRCA1 e o BRCA2, 

sendo que mulheres portadoras de alelos de risco de algum desses genes 

tenham um risco aumentado de 40 a 80% no desenvolvimento dessa neoplasia 

(EASTON et al., 1995; STRUEWING et al., 1997; ROBSON, 2002; 

FACKENTHAL & OLOPADE, 2007). Outros genes de risco baixo ou moderado 

também contribuem para o desenvolvimento do câncer de mama. De um modo 

geral, as alterações genéticas, sejam elas somáticas ou germinativas, ocorrem 

principalmente em duas classes de genes: (1) proto-oncogenes, que quando 

mutados tornam-se oncogenes com ganho de função, e (2) genes supressores 

de tumor, os quais podem ser inativados levando à perda de sua função 

(WEINBERG, 2014). Resumidamente, esses genes estão normalmente 

envolvidos com o controle do ciclo celular e da integridade genética e 

cromossômica. 

 

2.1.2. Classificação 

Na realidade, o câncer de mama compreende um grupo de doenças 

heterogêneas e, portanto, a estratificação em subtipos histológicos e 

moleculares torna-se relevante do ponto de vista clínico, de modo a permitir um 

direcionamento para um tratamento mais eficaz e personalizado (DAI et al., 

2016). Além da importância para o diagnóstico e prognóstico, a estratificação 

também é pertinente na pesquisa científica, de modo a se obter maiores 

informações que serão utilizadas para melhorar o diagnóstico e tratamentos. 

De acordo com a origem histológica, o câncer de mama pode ser 

dividido mais de 20 subtipos (ACS, 2019). Ele pode ser classificado como 

carcinoma ou sarcoma, se originado em tecido epitelial ou conjuntivo, 
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respectivamente. Entretanto, sarcomas no tecido mamário são bastante raros, 

correspondendo apenas de 0,5 a 1,0% dos cânceres de mama (POLLARD et 

al., 1990; MELLO et al., 2010; LIM et al., 2016). Dessa forma, comumente 

nesse estudo estaremos nos referindo ao câncer de mama também como 

carcinoma mamário. Ainda em relação à classificação histológica, quando a 

proliferação desordenada das células cancerosas ocorre no revestimento dos 

ductos mamários, têm-se os carcinomas ductais; em oposição, quando a 

ocorrência se dá nos lóbulos, têm-se os carcinomas lobulares (ACS, 2019). 

Ambos podem ser classificados ainda como in situ, nos quais não ocorre 

extravasamento através da membrana basal, ou invasivos, os quais 

ultrapassam os limites da membrana basal e invadem o estroma circundante, 

sendo estes os mais frequentes (81%) (ACS, 2019; VUONG et al., 2014). 

Alterações na proliferação de outros tipos de células mamárias podem levar ao 

desenvolvimento de neoplasia mais raras, tais quais a cribiforme, mucinoso, 

micropapilar, entre outros (VUONG et al., 2014). 

Nas últimas décadas, com o avanço das técnicas de biologia molecular, 

foi possível criar uma classificação dos carcinomas mamários de acordo com 

seu padrão molecular. O estudo de expressão gênica diferencial por meio de 

microarranjos, conduzido por Perou et al. (2000) avaliou a expressão gênica 

em amostras de tumores mamários e os classificou em quatro subgrupos 

moleculares: luminal/receptor de estrogênio positivo (ER+), semelhante ao 

basal, HER2 (receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 – do 

inglês, Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) positivo (HER2+) e 

semelhante ao normal (PEROU et al., 2000). Estudos posteriores do mesmo 

grupo corroboraram os resultados previamente encontrados, mas os 

pesquisadores propuseram dividir o subtipo luminal em dois novos subtipos, A 

e B (SØRLIE et al., 2001; SØRLIE et al., 2003). Posteriormente, Farmer et al., 

(2005) identificaram uma sexta categoria de tumores mamários, a qual eles 

denominaram como apócrino molecular, sendo este caracterizado pela 

expressão positiva diferencial do receptor de andrógeno. Mais recentemente foi 

sugerida a inclusão do subtipo claudina baixa, o qual apresentava baixa 

expressão dos genes codificadores das claudinas 3, 4 e 7, e da E-caderina, 
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além do aumento da expressão de marcadores de transição epitelial para 

mesenquimal (PRAT et al.; 2010). Dessa forma, do ponto de vista molecular, o 

câncer de mama, passou a ser dividido em sete subtipos: luminal A, luminal B, 

semelhante ao basal, HER2+, semelhante ao normal, apócrino molecular e 

claudina baixa. 

Apesar da classificação molecular ter revolucionado o conhecimento 

sobre a biologia dos diferentes subtipos de câncer de mama, melhorando a 

avaliação de diagnóstico, prognóstico e possibilitando uma evolução no 

tratamento específico para cada subtipo, a utilização de técnicas que permitem 

montar esses perfis não é uma prática comum na clínica, visto que o custo 

ainda é considerado relativamente alto (ACS, 2019). Sendo assim, foi sugerida 

uma classificação simplificada que se aproximasse à classificação molecular, 

com base em marcadores imunoistoquímicos, cuja implementação é mais 

viável tanto técnica quanto economicamente. Os marcadores escolhidos foram 

aqueles que permitem identificar a presença dos receptores hormonais de 

estrogênio e progesterona (ER e PR – do inglês, estrogen receptor e 

progesterone receptor, respectivamente), HER2 e do marcador de proliferação 

celular Ki67 (STEWART & WILD, 2014; ACS, 2019). Assim, a classificação de 

tumores mamários conforme análise imunoistoquímica compreende quatro 

subtipos: luminal A, luminal B, HER2+ e triplo negativo, conforme o Quadro 1. 

 
Quadro 1: Classificação imunoistoquímica do câncer de mama 

 

Legenda: Classificação imunoistoquímica do câncer de mama e prognóstico, com base na 
expressão dos biomarcadores: receptor de estrogênio (ER), receptor de progesterona (PR), 
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Receptor do fator de crescimento epidermal humano tipo 2 (HER2) e Ki67. FONTE: Adaptado 
de Goldhirsch et al., 2011; ACS, 2019. 

 

O grupo luminal A é o subtipo mais frequente, correspondendo a 73% 

dos casos de câncer de mama, enquanto o luminal B e o triplo negativo 

apresentam frequências de 11 e 12%, respectivamente e, por fim, os 

carcinomas HER2+ são os menos comuns, sendo responsáveis por 4% dos 

casos (ACS, 2019). 

A correta classificação do tumor mamário é de extrema importância não 

apenas para a definição do prognóstico, mas principalmente para a definição 

do tratamento. O tratamento para o câncer de mama é variável e depende de 

diversos fatores, como o subtipo do tumor mamário, grau, estadiamento e 

características individuais da paciente. Ainda assim, geralmente inclui um 

conjunto de abordagens terapêuticas, tais como: cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia, hormonioterapia, terapia alvo e imunoterapia (ACS, 2019). 

Apesar do prognóstico referente ao câncer de mama luminal A ser 

considerado bom, esses tumores não são muito sensíveis à quimioterapia 

(IGNATIADIS & SOTIRIOU, 2013; BONACHO et al., 2019). No entanto, a 

presença de receptores hormonais em células dos tumores mamários luminal A 

e B, em particular o receptor de estrogênio, possibilita o emprego da terapia 

endócrina, tornando o tratamento mais específico e eficaz. Essa estratégia 

terapêutica ocorre por meio da administração de medicamentos como os 

moduladores e/ou degradadores seletivos do receptor de estrogênio (MSREs e 

DSREs, respectivamente) e inibidores de aromatase (HAMMOND et al., 2010; 

JORDAN, 2018). Um dos medicamentos mais prescritos na terapia endócrina 

de tumores de mama luminais é o tamoxifeno (revisado em BARAZETTI et al., 

2021). 

O tamoxifeno é um MSRE que liga ao RE e bloqueia sua atividade 

transcricional, e é utilizado independentemente do estágio dos cânceres 

mamários, tanto em mulheres na pré ou pós-menopausa (Revisado em 

BARAZETTI et al., 2021). As mulheres com carcinomas mamários do tipo 
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luminal apresentaram queda de 30 a 50% no risco de recidiva após 10 ou 5 

anos de tratamento via terapia hormonal com tamoxifeno, respectivamente 

(IGNATIADIS & SOTIRIOU, 2013; PAN et al., 2017). Ainda, o risco de 

mortalidade é 30% menor após 15 anos do início da administração de 

tamoxifeno, quando comparado à terapia livre de tratamento hormonal (PAN et 

al., 2017). Entretanto, durante a terapia endócrina contínua e prolongada, os 

tumores frequentemente desenvolvem resistência a esses fármacos 

(WARDELL et al., 2015; JORDAN, 2018). 

Assim, considerando que carcinomas mamários que expressam receptor 

de estrogênio são os mais frequentes dentre os demais tipos de câncer de 

mama, e que eles podem não responder bem à quimioterapia, além do 

potencial desenvolvimento de resistência contra a terapia alvo-específica 

direcionada ao receptor de estrogênio, entende-se que há necessidade em se 

encontrar novos alvos terapêuticos para esses subtipos neoplásicos. 

 

2.2. INTERATOMA DO FGFR2 E CÂNCER DE MAMA LUMINAL 

O receptor tipo 2 do fator de crescimento fibroblástico (FGFR2) já foi 

extensamente associado ao câncer de mama, principalmente àqueles que 

expressam o receptor de estrogênio.  

Zang & Pento (2001) utilizaram linhagens celulares de câncer de mama 

para testar o efeito de FGFR2 na motilidade das células ER-positivas e ER-

negativas. Eles verificaram que além da motilidade ter sido mais estimulada 

nas linhagens ER+, a expressão de FGFR2 também era maior quando 

comparadas às células ER-negativas (ZANG & PENTO, 2001). Ainda, Stacey 

et al. (2008) reportaram que o SNP (do inglês, single-nucleotide polymorphism) 

rs1219648 do gene FGFR2 estava associado com o risco aumentado no 

câncer de mama ER+, mas não estava envolvido com tumores ER-negativos. 

Esses trabalhos indicam que o FGFR2 exerce papel importante no 

desenvolvimento e progressão de tumores mamários ER+. 

Tendo em vista as evidências de associação entre o FGFR2 e os 

carcinomas mamários que expressam o receptor de estrogênio (luminal A e B), 
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um grupo de pesquisadores da Universidade Federal do Paraná (UFPR) e 

Universidade de Cambridge passaram a estudar a via de interação entre o 

FGFR2 e o receptor de estrogênio. 

Primeiramente, Fletcher et al. (2013) utilizaram métodos de biologia de 

sistemas e ensaios funcionais em uma linhagem celular luminal A para estudar 

a rede regulatória do câncer de mama, como ela é perturbada pelo FGFR2 e 

como outros reguladores dessa rede estão relacionados com o risco da 

doença. Os resultados encontrados reforçam que a via de sinalização mediada 

por FGFR2 contribui para o risco de carcinomas mamários ER+ (FLETCHER et 

al., 2013). Mais especificamente, o risco associado à sinalização alterada de 

FGFR2 está envolvido com a atividade alterada da rede transcricional do 

receptor alfa de estrogênio (ERα – do inglês, estrogen receptor alpha), o qual é 

codificado pelo gene ESR1 (FLETCHER et al., 2013). Os pesquisadores 

também identificaram outros três componentes-chave dessa rede: FOXA1, 

GATA3 e SPDEF, sendo todos esses fatores de transcrição (TFs) (FLETCHER 

et al., 2013). 

Em 2015, Castro et al. investigaram as vias de sinalização de FGFR2 e 

ERα para identificar reguladores associados a essas vias. Para isso, utilizaram 

uma abordagem de biologia de sistemas e ensaios funcionais em linhagens 

celulares de câncer de mama tanto positivos quanto negativos para o receptor 

de estrogênio. No caso das linhagens celulares de câncer de mama luminal, 

além de confirmar os TFs de risco encontrados por Fletcher et al. (2013), os 

resultados indicam outros fatores transcricionais de risco, entre eles: XBP1, 

RARA e AR (CASTRO et al., 2015). 

No ano seguinte, Campbell et al. (2016) publicaram um estudo cujo 

objetivo foi testar diferentes sistemas de sinalização por FGFR2, em cinco 

linhagens celulares de câncer de mama ER+ (quatro luminal A e uma luminal 

B) para examinar o efeito da ativação de FGFR2 nos perfis transcricionais das 

linhagens. Análises funcionais que testaram diferentes modelos de ativação do 

FGFR2, bem como experimentos de silenciamento desse receptor 

demonstraram que o FGFR2 causa um efeito inibitório no regulon de ESR1 
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(CAMPBELL et al., 2016). Visto que a interação estrogênio-ER é o componente 

principal do câncer de mama ER+, os resultados encontrados por Campbell et 

al. (2016) sugerem que o risco aumentado no desenvolvimento neoplásico 

deve estar associado com a redução da expressão de FGFR2. Isso não era 

esperado, uma vez que outros estudos, inclusive um do mesmo grupo, 

indicavam que tumores mamários ER+ apresentavam maior expressão de 

FGFR2 (ZANG & PENTO, 2001; MEYER et al., 2008). No entanto, o 

mecanismo de ação de polimorfismos no FGFR2 parece ser mais complexo. 

Campbell et al. (2016), por exemplo, propõem que FOXA1 se liga com maior 

afinidade à sequência intrônica levando o alelo de risco SNP rs2981578 (T>C) 

em FGFR2, o que resultaria em um aumento da acessibilidade da cromatina; 

isso permitiria o acesso de repressores transcricionais, o que culminariam com 

a repressão, e não ativação, do promotor de FGFR2. Atualmente, sabe-se que 

alelos de risco afetam as cascatas de sinalização do FGFR2, mas o modo 

como isso ocorre ainda não é compreendido. 

Em um trabalho mais recente, Oliveira (2018) utilizou uma abordagem 

puramente baseada em biologia de sistemas para encontrar potenciais alvos 

terapêuticos do câncer de mama luminal no interatoma de FGFR2. 

Inicialmente, foi realizada uma análise de interação proteica, utilizando 

diferentes bancos de dados, para identificar proteínas que interagem com 

FGFR2 em tecido mamário saudável, resultando em 434 proteínas (OLIVEIRA, 

2018). Análises de modulação condicional foram conduzidas para pesquisar o 

perfil de expressão gênica entre cada uma dessas 434 proteínas em relação 

aos 23 TFs associados com câncer de mama encontrados por Castro et al. 

(2015) (OLIVEIRA, 2018). Essa análise permite identificar genes capazes de 

modificar a atividade de um fator de transcrição (TF – do inglês, transcription 

factor) por meio da detecção de mudanças no perfil de informação mútua entre 

o fator de transcrição e seus alvos, quando condicionados a valores de 

expressão de um gene modulador candidato. Com isso, chegou-se a oito 

proteínas diferencialmente expressas em câncer de mama ER+, as quais 

fazem parte da via de regulação entre FGFR2 e pelo menos um dos 23 TFs 

investigados (OLIVEIRA, 2018). Oliveira (2018) prosseguiu analisando bancos 



29 

 

 

 

de dados de xenoenxertos derivados de pacientes (PDX – do inglês, patient 

derived xenograft), na tentativa de entender como essas oito proteínas tinham 

impacto em respostas a tratamentos de carcinomas mamários, principalmente 

ao tratamento com tamoxifeno, o que levou a duas proteínas de maior 

interesse: EphA2 e PBX1. Entretanto, todas as análises conduzidas por 

Oliveira (2018) foram feitas unicamente via biologia de sistemas, sendo que 

não foi validado experimentalmente se – ou como – EphA2 e/ou PBX1 

participariam de algum processo carcinogênico ou de resposta terapêutica. 

 

2.3. EPHA2 

Os 16 receptores Eph (do inglês, Erythropoietin-producing hepatocelular) 

compreendem a maior família de receptores tirosina-quinase e são 

subdivididos em duas classes, EphA e EphB, de acordo com a sequência e 

com a afinidade pelos seus ligantes, as efrinas A e B (PASQUALE, 2010; 

SAHOO & BUCK, 2021). Geralmente, as efrinas estão ancoradas à membrana 

celular ou de exossomos (GONG et al., 2016; PASQUALE, 2016), sendo que 

as efrinas do tipo A estão ancoradas por uma molécula de glicofosfatidilinositol, 

enquanto as do tipo B possuem um domínio transmembrana (Figura 1) 

(SAHOO & BUCK, 2021). 

Os receptores Eph apresentam três regiões: extracelular, 

transmembrana e intracelular (Figura 1). A porção extracelular é composta por 

um domínio globular de ligação ao ligante, uma região rica em cisteína e duas 

repetições de fibronectina tipo III (HIMANEN et al., 2001). A região intracelular 

é composta por um motivo justamembrana, um domínio tirosina-quinase, um 

motivo alfa estéril e um motivo de ligação ao domínio PDZ (SAHOO & BUCK, 

2021). 
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Figura 1: Representação esquemática da estrutura geral dos receptores Eph e seus ligantes 
efrinas A e B. LBD: Domínio de ligação; CRD: região rica em cisteína; FN: repetições de 
fibronectina tipo III; TM: região transmembrana; JM: região justamembrana; KD: domínio 
tirosina-quinase; SAM: motivo estéril alfa; PDZBM: motivo de ligação ao domínio PDZ; GPI: 
glicofosfatidilinositol. FONTE: Adaptado de SAHOO & BUCK, 2021. 

 

O EphA2 é um receptor de 976 aminoácidos codificado pelo gene 

EPHA2, o qual possui 17 éxons e está localizado no cromossomo 1p36.13 

(Figura 2). 

 

 
Figura 2: Estrutura do gene EPHA2. Diagrama simplificado onde os retângulos numerados 
representam éxons de EPHA2 e as linhas que os conectam representam os íntrons. Acima 
encontram-se as posições de início e fim do gene no cromossomo 1 humano. Esse diagrama 
não está em escala real. FONTE: elaborada pela autora. 

 

O EphA2 é um importante membro da família de receptores Eph e 

possui afinidade com as efrinas-A1, -A2, -A3, -A4 e -A5 (DARLING et al., 

2019). Após a ligação receptor-ligante, ocorre a oligomerização e clusterização, 

sendo que a complexa natureza dos clusters Eph-efrinas podem levar a 

diferentes resultados nas vias de sinalização celular (JANES et al., 2011; 

LIANG et al., 2019). Além disso, a ligação comumente promove uma 



31 

 

 

 

sinalização bidirecional, onde os sinais enviados a partir da ativação do EphA2 

na célula apresentadora do receptor são chamados de sinais forward, enquanto 

os sinais enviados na célula apresentadora da efrina são denominados sinais 

reverse (PASQUALE, 2010; LIANG et al., 2019). Entretanto, EphA2 também 

pode ser ativado por uma via não-canônica, independente de ligante, na qual 

ocorre a fosforilação da serina 897 em EphA2 (MIAO et al., 2009). 

O EphA2 participa do desenvolvimento ocular (SHI et al., 2012; CHENG 

et al., 2013), do remodelamento ósseo (IRIE et al., 2009) e da morfogênese da 

glândula mamária (VAUGHT et al., 2009). Todavia, alterações na expressão 

desse receptor são relativamente comuns em tumores (WALKER-DANIELS et 

al., 1999; KINCH & CARLES-KINCH, 2003; LIN et al.,2007). 

Quando comparado ao tecido mamário normal ou adjacente, os tumores 

de mama apresentam expressão elevada de EphA2 (BRANTLEY-SIEDERS et 

al., 2011). Ainda, a alta expressão de EPHA2 a nível de mRNA também foi 

correlacionada com um pior prognóstico em pacientes com câncer de mama 

(BRANTLEY-SIEDERS et al., 2011). Em particular, no subtipo triplo negativo, 

foi demostrado que EphA2 exerce papel importante na proliferação celular 

tanto in vitro quanto in vivo (SONG et al., 2017), além de promover a migração, 

angiogênese e metástase (HAN et al., 2022). No estudo de Lévêque et al. 

(2019), o silenciamento de EPHA2 causou resultados opostos, mas ambos 

significativos, em células de câncer de mama do tipo luminal A. Enquanto o 

silenciamento de EPHA2 aumentou a capacidade clonogênica de células 

MCF7, houve também redução na formação de colônias em células T47D 

(LÉVÊQUE et al., 2019). 

O papel de EphA2 na carcinogênese mamária ainda não foi 

completamente elucidado. De modo geral, as evidências apontam que EphA2 é 

super expresso em tumores mamários e está associado com um pior 

prognóstico. Entretanto, a maioria dos estudos investigam os tumores triplo-

negativos. Quanto aos carcinomas mamários especificamente luminais, o 

EphA2 ainda não foi extensivamente estudado, sendo que alguns resultados 

encontrados se mostraram contraditórios. Possivelmente, os resultados 
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conflitantes podem ser explicados, parcialmente, pela complexidade da 

sinalização celular gerada por EphA2. A ativação do receptor via ligação à 

efrina A1, seu principal ligante, parece suprimir a tumorigênese, visto que essa 

interação causa clusterização de EphA2, a qual é seguida por internalização 

subsequente dos receptores, levando à regulação negativa e inibição de vias 

MAPK e Akt (MACRAE et al., 2005). Por outro lado, EphA2 pode ser ativado de 

modo independente de ligante, com a fosforilação da Ser897 (ZHOU et al., 

2015), ou pela interação com outros receptores de superfície celular, tais quais 

EGFR e HER2, levando à regulação positiva de vias MAPK, Akt e da atividade 

de GTPases da família Rho (LARSEN et al., 2007; BRANTLEY-SIEDERS et al., 

2008). 

Oliveira (2018) demonstrou, via biologia de sistemas, que EphA2 pode 

ter algum impacto na resposta ao tratamento de câncer de mama luminal. De 

fato, há evidências de que a expressão e ativação de EphA2 estão associadas 

com o desenvolvimento de resistência à terapia em diversos tipos de câncer, 

como melanoma (AZIMI et al., 2017), câncer de pulmão (AMATO et al., 2016) e 

câncer gástrico (HUANG et al., 2020). Em câncer de mama, a expressão de 

EphA2 também pode estar reduzindo a sensibilidade à terapia hormonal (LU et 

al., 2003), à imunoterapia (ZHUANG et al. 2010) e à quimioterapia (GAO et al., 

2021), mas não há muitos estudos que corroborem com esses resultados. 

 

2.4. PBX1 

O PBX1 é um fator de transcrição pioneiro (PF) que pertence à família 

altamente conservada PBX1-4 (MONICA et al., 1991; WAGNER et al., 2001) e 

controla diversos programas do desenvolvimento. O gene PBX1, que codifica 

esse PF, está localizado no cromossomo 1q23.3 e possui nove éxons (Figura 

3). A proteína, quando traduzida, possui 430 aminoácidos. 
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Figura 3: Estrutura do gene PBX1. Diagrama simplificado onde os retângulos numerados 
representam éxons de PBX1 e as linhas que os conectam representam os íntrons. Acima 
encontram-se as posições de início e fim do gene no cromossomo 1 humano. Esse diagrama 
não está em escala real. FONTE: elaborada pela autora. 

 

Fatores de transcrição pioneiros como o PBX1 são fatores de transcrição 

especiais, que são capazes de reconhecer e ligar aos seus sítios de ligação 

mesmo em cromatina altamente condensada, de modo a remodelá-la, 

tornando-a mais acessível para que outros fatores de transcrição possam ligar 

à região e ativar a transcrição efetivamente (Figura 4) (JOZWIK & CARROLL, 

2012; GREBBIN & SCHULTE, 2017). 

 
Figura 4: Atuação de um fator pioneiro. Fatores pioneiros podem reconhecer e ligar a regiões 
de cromatina altamente condensadas, relaxando-as e tornando-as mais acessíveis para outros 
fatores de transcrição. PF: fator pioneiro; TF: fator de transcrição. FONTE: Adaptado de VEIGA 
et al., 2021. 

 

O PBX1 exerce importantes funções durante a embriogênese, 

organogênese e diferenciação (KIM et al., 2002; SCHNABEL et al., 2003a), 

sendo que mutações potencialmente patogênicas em PBX1 podem levar a 

severos fenótipos como anormalidades congênitas dos rins e trato urinário 

(RIEDHAMMER et al., 2017), cardiopatia congênita sindrômica (ALANKARAGE 

et al., 2020) e má formação óssea (RIEDHAMMER et al., 2017; ALANKARAGE 

et al., 2020). 
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Assim como outros PFs, PBX1 também foi extensivamente relacionado 

com o desenvolvimento e a progressão do câncer (VEIGA et al., 2021). 

Especificamente no contexto do câncer de mama, o PBX1 foi associado com a 

proliferação celular em MCF7, uma linhagem luminal positiva para o receptor 

de estrogênio, e com um aumento de risco de metástase (MAGNANI et al., 

2011; MAGNANI et al., 2013; MAGNANI et al., 2015). Ainda, Magnani et al. 

(2011) defendem que mais de 70% dos genes-alvo do estrogênio tem sua 

transcrição dependente do PBX1. Por outro lado, PBX1 não exerceu influência 

na proliferação e na invasividade de células MCF10A, uma célula não-tumoral, 

e MDA-MB-231, que é uma linhagem de câncer de mama triplo negativo 

(WANG et al., 2017). Juntos, esses resultados apontam para uma possível 

atuação de PBX1 especificamente em tumores de mama ER+. De fato, Ao et 

al. (2020) sustentam que a super expressão de PBX1 está associada com o 

câncer de mama ER+ e ainda pode ser considerado um biomarcador de 

prognóstico ruim. Além disso, PBX1 parece aumentar a sobrevivência celular, 

uma vez que o silenciamento de PBX1 aumentou o nível de apoptose em 

células de câncer de mama positivas e negativas para o receptor de estrogênio 

(ZHANG et al., 2017). 

Segundo Oliveira (2018), PBX1 é um bom candidato a modulador da 

resposta à terapia em câncer de mama luminal. No entanto, não há nenhuma 

forte evidência, na literatura, que corrobore com os resultados in sílico de 

Oliveira (2018). Todavia, PBX1 já foi associado à resistência à quimioterapia 

em câncer de ovário (JUNG et al., 2016) e à resistência à radioterapia em 

câncer de esôfago (YU et al., 2020). 

Claramente, PBX1 possui papel fundamental no desenvolvimento e 

progressão do câncer de mama ER+. Entretanto, é necessário um maior 

aprofundamento nas investigações para que o PBX1 possa ser validado como 

um alvo terapêutico. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVOS 

3.1.1. Objetivo geral 

Investigar o papel de EphA2 e PBX1, por meio de análises funcionais em 

linhagens de câncer de mama luminal A, na busca de potenciais alvos 

terapêuticos. 

 

3.1.2. Objetivos específicos 

 Produzir células de câncer de mama luminal A com o gene EphA2 

permanentemente editado, para serem utilizadas como modelo de 

estudo nesta e em outras pesquisas; 

 Produzir células de câncer de mama luminal A com o gene PBX1 

permanentemente editado, para serem utilizadas como modelo de 

estudo nesta e em outras pesquisas; 

 Avaliar como as alterações de EphA2 e PBX1 podem afetar o 

desenvolvimento e progressão tumoral em linhagem de câncer de mama 

luminal A; 

 Avaliar como as alterações de EphA2 e PBX1 interferem na resistência 

ao tamoxifeno em linhagem de câncer de mama luminal A; 

 Avaliar o efeito na expressão de possíveis alvos transcricionais após 

silenciamento gênico e edição de PBX1. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. CULTIVO CELULAR 

As linhagens celulares de câncer de mama MCF-7 e ZR-75-1, ambas do 

subtipo luminal A, foram cultivadas em meio DMEM – Dulbecco's Modified 
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Eagles Medium – (Gibco, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(FBS – do inglês, fetal bovine serum) e 1% da solução de antibióticos 

penicilina/estreptomicina a 100 U/mL e 100μg/mL, respectivamente (Gibco, 

EUA). Todas as células foram mantidas em estufa úmida a 37°C e 5% de CO2. 

As células eram cultivadas até atingirem aproximadamente 80% de 

confluência, momento no qual eram removidas por dissociação enzimática com 

tripsina para utilização em distintos experimentos. Ambas as linhagens foram 

utilizadas para silenciamento gênico do PBX1, mas apenas a MCF7 foi utilizada 

para edição gênica dos genes EPHA2 e PBX1, de modo independente. 

 

4.2. SILENCIAMENTO GÊNICO DE PBX1 

O silenciamento gênico de PBX1 em MCF7 e ZR-75-1 foi realizado por 

meio da transfecção transiente de um siRNA cujo alvo específico era o gene 

PBX1 humano (SASI_Hs01_00154081/PBX1, Merck). Para garantir que 

quaisquer resultados obtidos a partir dessa transfecção se desse 

exclusivamente devido à alteração de expressão de PBX1, um siRNA controle 

negativo universal (SIC001, Merck) também foi utilizado, o qual será referido 

neste trabalho como NC (do inglês, negative control). Todas as transfecções 

foram realizadas com o reagente de transfecção Lipofectamina 3000® 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific). 

Após alguns testes de otimização, definiu-se um protocolo de 

transfecção reversa que foi utilizado em todos os ensaios de silenciamento 

(Figura 5). Na transfecção reversa, as células são plaqueadas no mesmo 

momento da transfecção, ou seja, elas ainda estão em suspensão quando 

entram em contato com a lipofectamina. Dessa forma, a superfície de contato 

com o agente de transfecção é maior, aumentando a eficiência da técnica. A 

suspensão celular era preparada com meio de cultivo DMEM, sem 

suplementação de FBS e antibióticos. Após um período de seis horas as 

células eram visualizadas em microscópio óptico e, se constatada aderência, 

as células poderiam ser utilizadas nos ensaios subsequente, com substituição 

do meio de cultivo pelo meio DMEM suplementado. 
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Figura 5: Protocolo de transfecção reversa. siPBX1: siRNA cujo alvo é o gene PBX1 humano. 
NC: siRNA controle negativo universal. FONTE: elaborada pela autora. 

O silenciamento gênico foi confirmado por RT-qPCR e por Western 

Blotting. As células transfectadas e silenciadas foram utilizadas nos ensaios 

funcionais de viabilidade celular, proliferação, capacidade clonogênica e de 

resistência ao tamoxifeno. O RNA total extraído dessas células também foi 

utilizado em ensaios de correlação de expressão gênica. Todos os ensaios 

foram realizados em, pelo menos, três replicatas biológicas independentes. 

 

4.3. EDIÇÃO GÊNICA 

4.3.1. Estratégia utilizada para edição gênica 

A tecnologia CRISPR/Cas9 (onde, do inglês, CRISPR refere-se a 

clustered regularly interspaced short palindromic repeats, e Cas9 refere-se a 

CRISPR associated protein 9) foi utilizada para a edição dos genes EPHA2 e 

PBX1 humanos na linhagem de câncer de mama luminal A MCF7. Essa técnica 

pode ser executada de diversas formas de acordo com o tipo de edição 

desejado, enzima, sistema de delivery e de seleção dos mutantes. 
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Para essa pesquisa, optou-se pela indução de mutações do tipo 

inserções e/ou deleções (indel) aleatórias, sem que fosse fornecido um DNA 

doador. Nesse tipo de estratégia, após a clivagem em ambas as fitas de DNA, 

conta-se com a atuação da via de reparo por junção de extremidades não 

homólogas (NHEJ – do inglês, non-homologous end joining) (PEREIRA, 2016). 

Com isso, espera-se que, em parte dos clones obtidos, obtenha-se indels não-

múltiplos de três, de modo a causar uma alteração da fase de leitura na 

sequência que leve a uma drástica alteração na sequência peptídica da 

proteína resultante, e/ou à formação de stop códons prematuros (PEREIRA, 

2016) (Figura 6). 

 

 
Figura 6: Exemplo de mecanismo de edição gênica causada após atuação da via NHEJ. G1 e 
G3 referem-se aos genes 1 e 3 hipotéticos, separados do gene-alvo por íntrons (em branco). 
FONTE: PEREIRA, 2016. 

 

A enzima escolhida foi a Cas9 nickase (Cas9n), a qual possuí um dos 

sítios de clivagem da enzima Cas9 inativado (Figura 7). Dessa forma, para que 

ocorra a clivagem em ambas as fitas de DNA dos genes de interesse – o que é 

necessário para a edição da sequência de DNA – é preciso construir dois 

complexos gRNA/Cas9n para cada gene a ser editado, sendo que cada gRNA 

deve ter como alvo específico uma das fitas de DNA (Figura 7). Essa estratégia 

pode reduzir a taxa de obtenção de quebra dupla-fita, uma vez que se torna 

necessária a entrada de não um, mas dois complexos gRNA/Cas9n na célula, 

que devem agir simultaneamente. Entretanto, trata-se de uma abordagem mais 
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eficaz, uma vez que ela reduz a taxa de mutações off-target (não-desejadas) 

de 50 a 1500 vezes (RAN et al., 2013a). 

 

 
Figura 7: Clivagem em ambas as fitas de DNA por meio de um par de gRNA guiando duas 
Cas9n. FONTE: Adaptado de RAN et al., 2013a. 

 

Nessa pesquisa, optou-se pelo delivery via vetor plasmidial. Os 

plasmídeos escolhidos para essa pesquisa foram o pSpCas9n(BB)-2A-GFP 

(PX461) (Addgene, Plasmid #48140) (Figura 8), construído por Ran et al. 

(2013b), e o PX461 modificado, no qual o gene codificante da proteína verde 

fluorescente (GFP – do inglês, green fluorescent protein) foi previamente 

substituído pelo gene que codifica a proteína vermelha fluorescente (RFP, – do 

inglês, red fluorescent protein). Os plasmídeos foram gentilmente cedidos pelo 

Dr. Bruno Dallagiovanna Muñiz, do Instituto Carlos Chagas (ICC) – Fiocruz 

Paraná. Esses plasmídeos carregam a sequência da enzima Cas9n, a qual 

está representada como Cas9(D10A) na Figura 8. Uma vez que esses 

plasmídeos possuem as sequências para os genes codificantes da GFP 

(PX461) e da RFP (PX461 modificado), a seleção dos mutantes foi realizada 

posteriormente via Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS). 
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Figura 8: Diagrama do plasmídeo pX461. FONTE: Addgene, 2018. 

 

4.3.2. Construção dos vetores carregando os RNAs guia (gRNA) 

Para produzir as linhagens editadas, primeiramente foi necessário a 

construção dos plasmídeos carregando os gRNAs específicos para os genes 

de interesse (Figura 9). 
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Figura 9: Etapas para a construção dos plasmídeos carregando as sequências dos gRNAs. 
FONTE: PEREIRA, 2016. 

 

O processo foi iniciado com a análise das sequências gênicas de EPHA2 

e PBX1, com o objetivo de determinar as sequências que seriam utilizadas 

para a síntese dos gRNAs. Essa etapa foi realizada com o auxílio da 

ferramenta UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/), priorizando 

sequências localizadas nos primeiros éxons, e que apresentassem scores altos 

de especificidade e eficiência. Além disso, considerando a utilização da Cas9n, 

a distância entre as sequências que dariam origem ao par de gRNAs para cada 

gene de interesse foram otimizadas seguindo as recomendações de Ran et al., 

2013a. Sendo assim, as sequências para a construção do sistema de 

expressão do complexo gRNA/Cas9n são apresentadas na Quadro 2. 
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Quadro 2: Lista das sequências de oligonucleotídeos, para a construção dos gRNAs de 
reconhecimento dos genes EPHA2 E PBX1, utilizadas para a clonagem nos vetores PX461 e 

PX461 modificado. 

 
Legenda: Em vermelho estão os nucleotídeos adicionais para a montagem nos vetores PX461 
e PX461 modificado. 

 

Cada par de sequências de oligonucleotídeos foi fosforilado e anelado 

adicionando-se 1μL da sequência 1 do alvo a 100μM, 1μL da sequência 2 do 

alvo a 100μM, 0,5μL de tampão T4 1X, 1μL de T4 polinucleotídeo quinase 

(NEB) e 6,5μL de água. Essa solução foi incubada a 37ºC por 30 minutos, 

seguido da incubação a 95ºC por 5 minutos, e então a temperatura foi reduzida 

até 25ºC, em uma taxa de 5ºC por minuto. Posteriormente, as soluções obtidas 

foram diluídas a um fator 1:250. 

Os plasmídeos PX461 e PX461 modificado foram digeridos com a 

enzima de restrição Anza™ 4 BpiI (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EUA) e 

purificados em gel de agarose. Em seguida, a extração dos plasmídeos do gel 

foi realizada utilizando o kit QIAquick Gel Extration Kit (QIAGEN), conforme as 

instruções do fabricante. 

Com os oligonucleotídeos fosforilados e anelados, e com os plasmídeos 

digeridos e purificados, prosseguiu-se com a reação de ligação, misturando-se 

50ng do vetor digerido com 1μL dos oligos fosforilados e anelados 4μL de 

tampão T4 DNA ligase 5X, 1μL de T4 DNA ligase, e completando com água 
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ultra-pura para um volume total de 20μL. A solução foi deixada overnight e a 

temperatura ambiente. Os oligos EPHA2–a e PBX1–a foram ligados, 

separadamente, ao plasmídeo PX461 (GFP), enquanto os oligos EPHA2–b e 

PBX1–b foram ligados, separadamente, ao plasmídeo PX461 modificado 

(RFP). Essa estratégia foi adotada para facilitar a posterior seleção via FACS, 

uma vez que nosso objetivo é a recuperação das células contendo ambos os 

complexos gRNA/Cas9n (Figura 7), assim, buscamos as células que emitissem 

ambas as fluorescências verde e vermelha. 

 

4.3.3. Transformação de bactérias e extração de DNA plasmidial 

Após a reação de ligação, obtém-se uma mistura de plasmídeos com o 

oligo inserido, plasmídeos que se fecharam novamente sem a inserção do 

oligo, plasmídeos que se mantiveram abertos e residuais dos demais 

reagentes. 

Sendo assim, para cada alvo (Quadro 2), 50μL de uma suspensão de 

bactérias E. coli da cepa DH5α competentes foram transformadas com 3μL da 

reação de ligação. Após 20 minutos de incubação em gelo, procedeu-se com 

um choque térmico de 40 segundos em termobloco a 42ºC, seguidos de mais 

dois minutos de incubação em gelo. As bactérias transformadas foram 

recuperadas adicionando-se 1mL de meio LB 1X nos microtubos e as 

mantendo a 37ºC por uma hora, sob agitação. 

Em seguida, 100μL de cada suspensão foram plaqueados em meio LA 

contendo ampicilina, antibiótico necessário para selecionar as bactérias que 

foram, de fato, transformadas. As placas foram mantidas em estufa a 37ºC 

para o crescimento bacteriano por aproximadamente 16 horas. 

No dia seguinte, colônias bem isoladas foram inoculadas em 5mL de 

meio LB 1X suplementado com Ampicilina (100μg/mL) e cultivadas a 37ºC, sob 

agitação, por aproximadamente 16 horas. Em seguida, o DNA plasmidial foi 

extraído por meio do kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN), seguindo as 

recomendações do fabricante. Essas etapas estão resumidamente 

representadas na Figura 10. 
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Figura 10: Transformação de bactérias competentes e extração do DNA plasmidial. FONTE: 
elaborada pela autora. 

 

A inserção dos oligos foi confirmada por reação com enzimas de 

restrição, reação em cadeia da polimerase (PCR – do inglês, polymerase chain 

reaction) e sequenciamento de Sanger. Para as reações de restrição, foram 

utilizadas as enzimas Anza™ 4 BpiI (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EUA) 

e ApaI (gentilmente cedida pelo ICC, Fiocruz-PR). Para as PCRs, os 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados estão apresentados nos 

Quadros 2 e 3. A confirmação dos clones foi realizada via sequenciamento de 

Sanger utilizando os primers apresentados no Quadro 3, e com o sequenciador 

ABI3730xl. 

 
Quadro 3: Primers utilizados para a confirmação de inserção dos oligos nos vetores por PCR e 

por sequenciamento 

 

 

4.3.4. Transfecção dos vetores e seleção dos clones 

Após a confirmação da inserção dos oligos nos vetores PX461 e PX461 

modificado, estes foram transfectados nas células de câncer de mama MCF7, 

para expressão da Cas9n e dos gRNAs, e posterior seleção clonal via FACS 

(RAN et al., 2013b) (Figura 11). 
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Figura 11: Transfecção dos vetores e seleção clonal via FACS. FONTE: Adaptado de 
PEREIRA, 2016. 

 

Para a transfecção dos vetores plasmidiais, foi adotada a metodologia 

de transfecção direta. Dessa forma, foram plaqueadas 5,5 x105 células por 

poço, em placas de seis poços. Após 24 horas, as transfecções foram 

realizadas conforme instruções do fabricante, sendo que o volume dos poços 

foi completado para 1mL com meio de cultivo DMEM, sem suplementação de 

FBS e antibióticos. As transfecções seguiram as estratégias apresentadas no 

Quadro 4. Decorridas mais quatro horas, o meio de cultivo foi substituído pelo 

meio DMEM/F12 suplementado. O reagente de transfecção utilizado foi a 

Lipofectamina 3000® (Invitrogen, ThermoFisher Scientific). 

 
Quadro 4: Estratégias de transfecção dos plasmídeos 

 

 

Após um período de 24 horas a partir da transfecção, as células foram 

removidas por dissociação enzimática com tripsina, centrifugadas e 

ressuspendidas em PBS. O mesmo procedimento foi realizado com a linhagem 

MCF7 não-transfectada, para definição de parâmetros no citômetro. 
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As células transfectadas para expressão dos pares de gRNAs foram 

purificadas por cell sorting, em plataforma de citometria de fluxo (Fiocruz – 

RPT08L – ICC). Foram utilizadas duas placas de 96 poços para cada gene alvo 

(EPHA2 e PBX1). 

 

4.4. CONFIRMAÇÃO DE EDIÇÃO DOS GENES EPHA2 E PBX1 

Antes que se iniciassem os ensaios de confirmação de edição gênica e 

os ensaios funcionais com os clones obtidos a partir da seleção clonal, esses 

foram cultivados para expansão celular, de modo a manter um estoque das 

células editadas em potencial. Após essa etapa, as sequências de DNA das 

regiões alvo nos clones foram analisadas por sequenciamento de Sanger.  

 

4.4.1. Extração de DNA e Amplificação gênica por PCR 

O DNA genômico de todos os clones recuperados a partir da seleção 

clonal foram extraídos com o kit Bio Gene Extração de gDNA (Bioclin Quibasa), 

conforme instruções do fabricante. O DNA obtido foi quantificado por meio da 

leitura da densidade óptica, em NanoDrop 1000 (ThermoFisher Scientific, 

EUA). 

Uma estratégia de PCR foi elaborada para iniciar a triagem dos clones 

com maior potencial de edição gênica (Figura 12). Foram desenhados primers 

forward e reverse que flanqueassem a região potencialmente editada, bem 

como um primer forward interno a essa região, para ambos os genes 

estudados (Tabela 1). No caso de edição gênica, espera-se que a região alvo 

tenha sido alterada a tal ponto que o primer interno não consiga reconhecer a 

sequência de DNA, impossibilitando que o segmento seja amplificado. Nesse 

caso, os primers flanqueadores funcionariam como um controle positivo da 

reação. Além disso, conforme o tamanho das mutações indel, poderia ser 

possível observar uma alteração no tamanho do amplicon esperado. Por outro 

lado, caso a região não tenha sido afetada, o primer interno reconheceria a 

sequência, possibilitando a amplificação da região. Essa é uma primeira etapa 

de triagem, uma vez que pequenas alterações na sequência nucleotídica ainda 
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são passíveis de reconhecimento por pareamento inespecífico do primer 

interno. 

 

 
Figura 12: Estratégia de PCR para triagem dos clones com maior potencial de edição. As 
flechas indicam os primers, as regiões das quais eles são complementares e o sentido de 
polimerização. As duas barras horizontais indicam a dupla fita de DNA. Em vermelho está 
representada a região alvo para a edição gênica. FONTE: elaborada pela autora. 

 

Tabela 1: Lista de primers utilizados e estratégia de combinação para a triagem de clones 
potencialmente editados via PCR. 

 

 

Os produtos de PCR obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose 1% para determinar se seriam encaminhados diretamente para as 

reações de purificação e sequenciamento, ou se seriam previamente clonados 

em vetor plasmidial. 
 

4.4.2. Clonagem dos produtos de PCR e extração do DNA plasmidial 

Para aqueles clones celulares que eram triados como potencialmente 

editados, o fragmento maior de DNA amplificado era clonado no vetor 

plasmidial pTZ57R/T, gentilmente cedido pela prof. Ana Claudia Bonatto, do 
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Laboratório de Interação Planta-Bactéria (LIPB – UFPR). Essa molécula de 

DNA recombinante era utilizada para transformar bactérias competentes, as 

quais seriam selecionadas e cultivadas para extração do DNA plasmidial. 

O pTZ57R/T é um vetor pré-digerido e tratado com uma enzima para a 

adição de nucleotídeos deoxitimidina às terminações 3’-OH do DNA. Dessa 

forma, para ligar os fragmentos de interesse ao vetor, a reação de PCR era 

realizada no mesmo dia da clonagem, utilizando a enzima Taq DNA 

polimerase, de modo a garantir que a cauda poli-A – complementar à região 

poli-T do pTZ57R/T – não seria degradada. A reação de ligação era então 

realizada conforme a Tabela 2. 

 
Tabela 2: Protocolo de reação de ligação dos produtos de PCR ao vetor pTZ57R/T. 

 

 

O volume total das reações de ligação (10μL) foi utilizado para 

transformar 100μL de uma suspensão de bactérias E. coli da cepa DH5α 

competentes. As células ficavam incubadas por 20 minutos no gelo, seguidos 

de um choque térmico de 40 segundos a 42ºC, e mais dois minutos de 

incubação em gelo. As bactérias transformadas foram recuperadas 

adicionando-se 400μL de meio LB 1X nos microtubos e as mantendo a 37ºC 

por uma hora, sob agitação. 

Em seguida, 180μL da suspensão foram plaqueados em meio LA 

contendo ampicilina em uma concentração de 250μg/mL, e X-Gal em uma 

concentração de 30μg/mL, para selecionar as bactérias transformadas e com o 

DNA recombinante, respectivamente. As placas foram mantidas em estufa a 
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37ºC para o crescimento bacteriano por aproximadamente 16 horas. As 

colônias selecionadas foram inoculadas em 5mL de meio LB 1X suplementado 

com ampicilina (250μg/mL) e cultivadas a 37ºC, sob agitação, por 

aproximadamente 16 horas. 

Para a extração do DNA plasmidial, 1mL da cultura bacteriana foi 

centrifugada a 14500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 150μL de tampão GET (glicose 50mM, EDTA 10mM, Tris 

HCl pH 8,0 25mM), seguido da adição de 150μL de solução de lise (SDS 1%, 

NaOH 0,18M) e homogeneização. Após cinco minutos de incubação em 

temperatura ambiente, a reação foi neutralizada com 150μL de KacF (acetato 

de potássio 3M, ácido fórmico 1,8M, pH 4,8), misturando-a por inversão e a 

incubando por 10 minutos no gelo. Depois desse período, foram adicionados 

50μL de uma solução de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) seguido 

de agitação por vórtex. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a 

14500 rpm, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e o DNA foi 

precipitado adicionando-se 1mL de etanol absoluto e centrifugando por 10 

minutos a 14500 rpm. O sobrenadante foi descartado e o DNA plasmidial foi 

lavado com etanol 80% seguida de uma nova centrifugação por cinco minutos, 

na mesma velocidade. O DNA foi seco a temperatura ambiente e então 

dissolvido em 15μL de água ultrapura. 

O DNA plasmidial recuperado foi utilizado em uma nova PCR com os 

oligonucleotídeos iniciadores que levam à síntese dos fragmentos maiores de 

EPHA2 e PBX1 (Tabela 1). Após a confirmação da reação via eletroforese em 

gel de agarose 1%, o produto era purificado e sequenciado. 

 

4.4.3. Purificação 

Após a reação de amplificação por PCR, utilizando os primers que levam 

à obtenção dos fragmentos maiores de EPHA2 e PBX1 (Tabela 1), encontram-

se em solução, além do fragmento de DNA de interesse, os primers não 

hibridizados, dNTPs não utilizados, enzimas, componentes do tampão e 
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resíduos de DNA de fita simples que possam ter sobrado ou se originado na 

reação de amplificação anterior. 

A presença dos primers não hibridizados e dos dNTPs pode 

comprometer a análise do sequenciamento (WERLE et al., 1994). Assim, os 

fragmentos de DNA de interesse devem ser primeiramente purificados. A 

purificação foi realizada por meio do método enzimático com as enzimas 

exonuclease I (EXO I) e fosfatase alcalina de camarão (do inglês, Shrimp 

Alkaline Phosphatase, SAP) (WERLE et al., 1994). A enzima EXO I é 

responsável por degradar os primers e qualquer DNA de fita simples residual. A 

SAP desfosforila os dNTPs que se encontram em solução. As enzimas, 

diluídas em solução tampão, são adicionadas diretamente aos produtos da 

PCR (Tabela 3) e incubadas a 37°C por um período 60 minutos, seguido de 

inativação a 80°C por 15 minutos. 

 
Tabela 3: Protocolo de reação para a purificação dos produtos de PCR. 

 
 

4.4.4. Sequenciamento 

As amostras purificadas foram submetidas à reação de sequenciamento 

com o Kit BigDye™ Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e os mesmos 

primers que foram utilizado nas PCRs (Tabela 1, primers para as regiões 

flanqueadoras). Todavia, as reações de sequenciamento foram realizadas com 

cada primer separadamente. 

O protocolo das reações de sequenciamento está descrito na Tabela 4. 

As condições de ciclagem dos fragmentos que não foram submetidos à 

clonagem molecular estão descritas na Tabela 5, enquanto as condições para 
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os fragmentos que passaram pela etapa de clonagem molecular estão 

descritas na Tabela 6. 

 
Tabela 4: Protocolo da reação de sequenciamento dos produtos de PCR purificados. 

 

 
Tabela 5: Condições de ciclagem das reações de sequenciamento dos produtos de PCR 

purificados que não passaram por clonagem molecular. 

 

 
Tabela 6: Condições de ciclagem das reações de sequenciamento dos produtos de PCR 

purificados que passaram por clonagem molecular. 

 

 

Após as reações de sequenciamento, os produtos eram precipitados. A 

precipitação dos fragmentos de tamanhos distintos marcados pelos 

terminadores fluorescentes é importante para eliminar, no sobrenadante, os 

primers e os terminadores fluorescentes residuais. Assim, 2,5μL de EDTA 

125mM e 25μL de etanol absoluto eram adicionados à reação, seguidos de 
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centrifugação a 2000g, por 30 minutos e spin invertido. Os fragmentos 

precipitados eram então lavados com 50 μL de etanol 80%, seguido de mais 

uma etapa de centrifugação a 2000g, por 5 minutos e spin invertido. O etanol 

residual era evaporado em termociclador, a 60°C, durante 5 minutos. Ao 

produto precipitado e seco foi adicionado 12μL de formamida para 

desnaturação das fitas de DNA no termociclador, a 95°C, durante dois minutos, 

seguido de choque térmico no freezer -80°C durante 40 segundos, a fim de 

estabilizar as fitas separadas para seu sequenciamento pela metodologia de 

Sanger em sequenciador ABI3500 (Applied Biosystems). 

 

4.5. EXTRAÇÃO DE RNA 

As células transfectadas com siPBX1 ou com NC foram coletadas de 

poços em placas de seis poços 48 horas após a transfecção por dissociação 

enzimática com tripsina, seguida de centrifugação para recuperação dos pellets 

celulares. O tempo de 48 horas foi definido a partir de testes que comprovaram 

um silenciamento eficiente nessa condição. Foram realizadas pelo menos três 

replicatas biológicas independentes para cada condição (siPBX1 ou NC). 

As células com o gene PBX1 editado via tecnologia CRISPR/Cas9, bem 

como a linhagem MCF7 selvagem, foram cultivadas em garrafas de cultivo 

celular e removidas por dissociação enzimática com tripsina para obtenção de 

pellet celular após centrifugação. Para cada clone com o PBX1 editado, bem 

como para seu controle (linhagem MCF7), foram coletadas as triplicatas 

biológicas independentes. 

Os pellets obtidos eram ressuspendidos em 1 mL de TRIzolTM 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EUA) para extração do RNA total de 

acordo com instruções do fabricante. A quantificação de RNA foi mensurada 

por meio da leitura da densidade óptica, em NanoDrop 1000 (ThermoFisher 

Scientific, EUA). O RNA total obtido foi submetido à transcrição reversa (RT – 

do inglês, reverse transcription) seguida da reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR – do inglês, quantitative polymerase chain reaction) para 
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análise da expressão, em nível de mRNA, de PBX1 e seus potenciais alvos de 

regulação gênica. 

 

4.6. RT-PCR QUANTITATIVA 

4.6.1. Transcrição reversa 

Previamente às reações de transcrição reversa, o material obtido a partir 

da extração de mRNA foi tratado com DNase I (EN0521, ThermoFisher 

Scientific, EUA) conforme as instruções do fabricante, para a remoção de DNA 

dupla fita residual. 

Em seguida, as reações de transcrição reversa foram realizadas em 

duas etapas (Tabela 7), utilizando-se o kit SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EUA), para conversão de 

mRNA em cDNA. 

 
Tabela 7: Etapas 1 e 2 na produção de cDNA. 

 
 

4.6.2. PCR quantitativa 

As reações de PCR quantitativa em tempo real (qPCR) para a 

mensuração dos mRNA foram conduzidas com PowerUp™ SYBR™ Green 

Master Mix (Applied Biosystems, EUA), de acordo com as instruções do 
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fabricante. Para isso, foram utilizados primers específicos para os genes de 

interesse e para dois genes controle (housekeeping) (GUSB e HPRT) (Quadro 

5). O termociclador utilizado foi o Viia 7 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, EUA). Todas as reações foram performadas em triplicata técnica, 

conforme o protocolo descrito na Tabela 8. Para estimar o nível de expressão 

dos genes avaliados, os dados de RT-qPCR foram analisados pelo método 2-

∆∆CT com o software QuantStudioTM Real-Time v1.3 (ThermoFisher Scientific, 

EUA). 

 
Quadro 5: Lista de primers utilizados para as qPCRs. 
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Tabela 8: Condições de ciclagem para as reações de qPCR. 

 

 

4.7. WESTERN BLOTTING 

A técnica de Western Blotting (WB) foi utilizada para a análise 

quantitativa da proteína codificada pelo gene PBX1 nos ensaios de 

silenciamento. Todos os ensaios foram realizados em, ao menos, três 

replicatas independentes. 

Após a coleta das células, foi realizada a extração de proteínas totais 

com tampão de lise (Tris 20mM, NaCl 137mM, triton 1%, EDTA 2mM, PMSF 

0,002M, pH 8,0). As proteínas foram quantificadas com base no método do 

triptofano (WIŚNIEWSKI & GAUGAZ, 2015), com leitura da fluorescência em 

um leitor de placas (BioTek, USA) com parâmetros de emissão 350nm e de 

excitação 295nm. As concentrações dos extratos proteicos foram calculadas a 

partir de uma curva padrão previamente preparada. 

Foi utilizado um sistema vertical de eletroforese (Bio-Rad, EUA) para o 

WB, no qual as amostras eram aplicadas em um sistema com dois géis sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), sendo o gel 

inferior destinado à separação das proteínas, e o gel superior para 

empilhamento. 

Previamente à aplicação da amostra no gel, um volume de extrato 

contendo 65μg de proteína foi misturado em tampão de amostra (Tris-HCl 

40mM, SDS 1%, beta-mercaptoetanol 2,5%, Glicerol 6%, azul de bromofenol 

0,005%) e levado à desnaturação a 95ºC, por cinco minutos. A corrida 

eletroforética foi realizada a 110V por aproximadamente 2h30. Em seguida, as 

proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE 
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Healthcare Life Science) por um sistema de transferência imerso (West-i10 – 

Loccus), a 100V, no gelo por duas horas. As membranas foram coradas com 

solução de Ponceau (Sigma-Aldrich, EUA) para confirmar que as proteínas 

foram devidamente transferidas. Em seguida, a membrana foi lavada três 

vezes com Tris Buffered Saline with Tween® 20 (TBST) para a remoção do 

corante Ponceau. Prosseguiu-se com o bloqueio da membrana com leite 5% 

em TBST por 40 minutos, sob agitação, seguido de lavagem com TBST e 

incubação, por aproximadamente 16 horas, com anticorpos primários de 

coelho, anti-humano, específicos para PBX1 (#PA5-17223, Invitrogen) ou beta-

actina (controle endógeno, #PA1-183, Invitrogen), todos diluídos em TBST-BSA 

5%, em uma concentração de 1:1000. 

Após o período de incubação, a membrana foi novamente lavada três 

vezes com TBST e incubada com anticorpo secundário de cabra, anti-coelho, 

conjugado com HRP (Horseradish Peroxidase), para detecção por 

quimioluminescência (#7074, Cell Signaling), diluído em TBST-BSA 5%, em 

uma concentração de 1:2000, sob agitação em gangorra, por uma hora. Após a 

lavagem, as proteínas foram detectadas utilizando-se o kit SuperSignalTM West 

Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (ThermoFisher Scientific, EUA), com 

captura de imagem por meio do fotodocumentador Amersham Imager 680 Blot 

(GE Healthcare Life Science). 

 

4.8. VIABILIDADE CELULAR 

Ensaios funcionais de viabilidade celular foram conduzidos tanto nas 

células cujo gene PBX1 estava silenciado quanto nas células cujos genes 

EPHA2 ou PBX1 estavam editados, utilizando sempre os respectivos controles. 

Após seis horas da transfecção em placas de seis poços, ambas as 

células tratadas com siPBX1 ou NC foram plaqueadas, em quintuplicata 

técnica, em placas de 96 poços. As células da linhagem ZR-75-1, foram 

plaqueadas em uma concentração de 5000 células por poço, enquanto a 

concentração selecionada para a linhagem MCF7 foi de 3500 células por poço. 

Como as edições de EPHA2 e de PBX1 foram realizadas em MCF7, as células 



57 

 

 

 

editadas via tecnologia CRISPR/Cas9 e as células selvagens também foram 

plaqueadas em uma concentração de 3500 células por poço, em quintuplicata 

técnica e em placas de 96 poços. 

A viabilidade celular relativa foi mensurada empregando-se o método da 

resazurina após 24, 48, 72, 96 e 120 horas da transfecção ou do 

plaqueamento, no caso das células editadas. A resazurina é um composto não-

fluorescente, de coloração azul intensa que é reduzido à resofurina, de 

coloração rosa, em células metabolicamente ativas (Figura 13). Para isso, o 

meio de cultivo era removido e substituído por uma solução composta por 90% 

meio DMEM suplementado e 10% de uma solução de resazurina inicialmente a 

0,25 mg/mL. As células eram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 

mais quatro horas. Em seguida, a absorbância era lida nos comprimentos de 

onda 570nm e a 600nm em leitor de microplacas para posterior análise (Figura 

13). Todos os ensaios foram realizados com pelo menos três replicatas 

biológicas independentes. 

 

 
Figura 13: Base do método da resazurina. A: a resazurina, de cor azul intensa, é reduzida à 
resofurina, de coloração rosa, devido ao metabolismo celular, sendo assim um indicativo de 
viabilidade. B: A absorbância do meio é lida em 570 e 600nm, correspondentes ao pico obtido 
pela resofurina e pela resazurina, respectivamente. FONTE: Adaptado de Coelho, 2018. 
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4.9. PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Após o ensaio de viabilidade, a mesma placa de 96 poços era utilizada 

para o ensaio de proliferação celular. Dessa forma, o ensaio também foi 

conduzido em quintuplicata técnica e em, pelo menos, três replicatas biológicas 

independentes para todas as condições. 

Para o ensaio de proliferação celular, o meio de cultivo com 

resazurina/resofurina era removido e as células eram fixadas com solução de 

metanol absoluto por 15 minutos. Essas células eram posteriormente coradas 

com uma solução de cristal violeta a 0,25 mg/mL em água ultrapura e 

incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. A solução era então 

removida e os poços eram lavados duas vezes com PBS. Em seguida, 100μL 

de uma solução de extração (ácido acético glacial a 33% em água ultrapura) 

era adicionada às células, incubando-as por 20 minutos de modo a permitir a 

homogeneização do corante na solução de extração. A absorbância da solução 

de extração com o corante era medida em leitor de microplacas a 570nm. 

Todavia, para que fosse possível analisar os valores de absorbância, 

previamente aos ensaios de proliferação, procedeu-se com a construção de 

uma curva padrão para as linhagens trabalhadas durante essa pesquisa: MCF7 

e ZR-75-1. Para a MCF7, foi preparada uma suspensão celular na 

concentração de 640 mil células/mL, procedendo-se com uma diluição seriada 

no fator 1:2, até que se alcançasse a concentração de 20 mil células/mL, 

obtendo-se seis suspensões diferentes. Para a ZR-75-1, foi realizado o mesmo 

procedimento, mas se partindo de uma concentração inicial de 1,28 x106 

células/mL, obtendo-se ao final sete suspensões com concentrações distintas. 

Para ambas as linhagens, foram plaqueados, em placas de 96 poços, 100μL de 

cada suspensão em quintuplicata técnica. Após um período de oito horas, 

quando as células já estavam aderidas, o meio de cultivo era removido, 

prosseguindo-se com os passos descritos no parágrafo anterior. Dessa forma, 

como a quantidade de células em cada poço era conhecida, foi possível 

determinar uma equação que relacionasse os valores de absorbância com o 

número de células para cada linhagem. 
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4.10. CAPACIDADE CLONOGÊNICA 

Os ensaios funcionais de capacidade clonogênica foram realizados nas 

células silenciadas para o gene PBX1, bem como nas células nas quais os 

genes EPHA2 ou PBX1 estavam editados, sempre comparando os resultados 

com os respectivos controles. 

Após seis horas da transfecção, ambas as células tratadas com siPBX1 

ou NC foram plaqueadas, em triplicata técnica e em placas de seis poços, a 

uma concentração de 500 células por poço. No caso das linhagens submetidas 

à edição gênica via CRISPR/Cas9, após chegar em aproximadamente 80% de 

confluência, as células editadas e seu controle (MCF7 selvagem) eram 

plaqueadas da mesma forma que nos ensaios de silenciamento. 

As células da linhagem MCF7 foram cultivadas por 15 dias em estufa a 

37°C e 5% de CO2, enquanto as células ZR-75-1 foram cultivadas por 28 dias, 

sob as mesmas condições. Transcorrido esses períodos, o meio de cultivo era 

removido e as células eram fixadas com metanol absoluto por cinco minutos. 

Em seguida, as colônias eram coradas com solução de cristal violeta a 0,25 

mg/mL em água ultrapura e incubadas por 10 minutos em temperatura 

ambiente. A solução era então removida e os poços eram lavados com PBS 

duas vezes, de modo a remover o excesso de corante. O número de colônias 

observadas era contado para posterior análise estatística. Esses ensaios eram 

realizados em, no mínimo, três replicatas biológicas independentes. 

 

4.11. RESISTÊNCIA AO TAMOXIFENO 

Por se tratar de um MSRE, o tamoxifeno é um dos principais 

medicamentos utilizados como terapia endócrina contra os cânceres de mama 

luminais. Todavia, durante o tratamento endócrino contínuo e prolongado, 

frequentemente os tumores desenvolvem resistência ao tamoxifeno 

(WARDELL et al., 2015; JORDAN, 2018; revisado por BARAZETTI et al., 

2021). EphA2 e PBX1 são potenciais candidatos a moduladores da resposta ao 

tamoxifeno (LU et al., 2003; Oliveira, 2018). Dessa forma, a viabilidade celular 

após o tratamento com tamoxifeno em diversas concentrações foi analisada, 
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tanto nas células tratadas com siPBX1 quanto nas células editadas via 

tecnologia CRISPR/Cas9. 

Para as células tratadas com siRNA (siPBX1 e NC), após seis horas da 

transfecção em placas de seis poços, as células foram plaqueadas, em 

quintuplicata técnica, em placas de 96 poços. As células da linhagem MCF7 

foram plaqueadas em uma concentração de 5000 células por poço, enquanto a 

linhagem ZR-75-1 foi plaqueada a 7000 células por poço. Por serem originárias 

da MCF7, as células editadas e seus controles também foram plaqueadas em 

uma concentração de 5000 células por poço, em quintuplicata técnica e em 

placas de 96 poços. 

As células foram mantidas em estufa a 37ºC e 5% de CO2 e, ao final das 

24 horas da transfecção ou do plaqueamento das células editadas, o meio de 

cultivo era substituído por um meio contendo tamoxifeno em diferentes 

concentrações (2,5; 5; 10; 20 e 40 μM) ou por um meio contendo DMSO 

(controle), visto que a solução estoque de tamoxifeno foi preparada diluindo-o 

em DMSO. Nos resultados, o controle será apresentado como concentração 0 

μM de tamoxifeno. 

A viabilidade celular relativa foi mensurada empregando-se o método da 

resazurina, conforme descrito na seção “4.8. Viabilidade celular”, após 72 e 96 

horas de tratamento. Todos os ensaios foram realizados em ao menos três 

replicatas biológicas independentes. 

 

4.12. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados de expressão de mRNA e de proteínas, bem como os dados 

provenientes dos ensaios funcionais (viabilidade celular, proliferação celular, 

capacidade clonogênica e resistência ao tamoxifeno) foram avaliados por meio 

do teste t não pareado. Valores de p ≤ 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. Todas as análises e gráficos foram realizados 

com o programa GraphPad Prism 7.04. 
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5. CAPÍTULO I 

Os resultados e as discussões desse trabalho foram divididos em quatro 

capítulos. O Capítulo I apresenta um artigo científico, intitulado Targeting 
EphA2: a promising strategy to overcome chemo-resistance and drug 
resistance in cancer. Trata-se de uma revisão bibliográfica sobre a resistência 

a diferentes classes de medicamentos contra o câncer, induzida por um 

aumento de expressão do receptor EphA2. Nessa revisão, foram investigados, 

principalmente, os tipos de câncer que são responsáveis pelos maiores 

números de óbitos relacionados ao processo neoplásico na população mundial. 

Ainda, foram exploradas algumas alternativas medicamentosas que tem como 

alvo específico o EphA2. Esse artigo sugere que o EphA2 está envolvido com a 

progressão e agressividade carcinogênica, além de ser um potencial 

modulador da resistência à terapia. Ainda, o artigo aponta que os tumores que 

super expressam esse receptor podem se beneficiar de terapia-alvo contra o 

EphA2, principalmente em regimes de terapia combinada, independentemente 

de terem alcançado um estágio de resistência à terapia convencional. Esse 

artigo foi submetido à revista International Journal of Molecular Sciences em 

outubro de 2022 e já passou por dois ciclos de revisão, a pedido dos revisores. 

A versão apresentada é a mais atual. O manuscrito está formatado conforme 

as normas da revista. 
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ABSTRACT 

Erythropoietin-producing hepatocellular A2 (EphA2) is a vital member of the Eph 

tyrosine kinase receptor family and has been associated with developmental processes. 

However, it is often overexpressed in tumors and correlates with cancer progression and 

worse prognosis due to the activation of its noncanonical signaling pathway. 

Throughout cancer treatment, the emergence of drug-resistant tumor cells is relatively 

common. Since the early 2000s, researchers have focused on understanding the role of 

EphA2 in promoting drug resistance in different types of cancer, as well as finding 

efficient and secure EphA2 inhibitors. In this review, the current knowledge regarding 

induced resistance by EphA2 in cancer treatment is summarized, and the types of cancer 

that lead to the most cancer-related deaths are highlighted. Some EphA2 inhibitors were 

also investigated. Regardless of whether the cancer treatment has reached a drug 

resistance stage in EphA2-overexpressing tumors, once EphA2 is involved in cancer 

progression and aggressiveness, targeting EphA2 is a promising therapeutic strategy, 

especially in combination with other target-drugs for synergistic effect. For that reason, 

monoclonal antibodies against EphA2 and inhibitors of this receptor should be 

investigated for efficacy and drug toxicity. 

 

Keywords: EphA2; chemoresistance; drug resistance; cancer 

 



63 

 

 

 

INTRODUCTION 

Ephs receptors and ephrins 

In the late 1980s, Hirai et al. [1] identified and characterized an Erythropoietin-

producing hepatocellular (Eph) receptor tyrosine kinase (RTK) by molecular cloning. 

As its particular features could distinguish the receptor from the RTKs known so far, it 

was suggested that this Eph receptor should belong to a new class of RTKs [1]. Since 

then, other Eph receptors have been identified, and the 16 Eph receptors currently 

known comprise the largest family of tyrosine kinase receptors [2,3]. Based on their 

sequence homology and their interaction with ephrin ligands, these receptors are 

subdivided into two classes: EphA and EphB [3]. In humans, 14 Eph receptors have 

been identified [3], although two of them — EphB6 and EphA10 — are tyrosine 

pseudokinases [4].  

Being RTKs, Eph receptors display three regions: an extracellular region (ECR), 

a transmembrane domain (TM) and an intracellular region (ICR) (Figure 1). The ECR 

consists of a ligand-binding globular domain, a cysteine-rich region and two fibronectin 

type-III repeats [5]. The ICR comprises four main structures: a juxta membrane (JM) 

motif, a tyrosine kinase (TK) domain, a sterile alpha motif (SAM) and a PDZ-domain 

binding motif (PDZBM). The highly conserved JM motif contains two tyrosine residues 

that act as autophosphorylation sites for Eph receptors [6,7]. The SAM domain is in 

charge of performing protein-protein interaction with other SAM domains or with SH2-

containing proteins through the phosphorylation of a conserved tyrosine [8–10]. Due to 

its mechanism, the SAM domain possibly promotes homo- and hetero-oligomerization 

and clustering [9,10]. Through its interaction with PDZ domain-containing proteins, the 

C-terminal PDZBM acts in the localization and clustering of Eph receptors on the 

surface of the cell [11,12]. 
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Figure 1: Eph receptor and ephrins. Cell-to-cell interaction through an Eph receptor 

and ephrins, highlighting their domains. ECR: extracellular region; LBD: ligand binding 

domain; CysRR: cysteine-rich region; FN3: fibronectin type-III repeats; TM: 

transmembrane domain; ICR: intracellular region; JM: juxta membrane motif; TK: 

tyrosine kinase domain; SAM: sterile alpha motif; PDZBM: PDZ-domain binding 

motif; GPI: glycosylphosphatidylinositol. This figure was created with BioRender.com. 

 

The Eph receptor ligands — the ephrins — are also divided into two subclasses: 

ephrin-A and ephrin-B ligands (Figure 1). Unlike other RTK ligands, which are soluble, 

ephrins are anchored to the cell or exosome membranes [13,14]. While type A ephrins 

are tethered by a glycosylphosphatidylinositol (GPI) molecule, type B ephrins have a 

transmembrane domain [2]. However, soluble forms of ephrin-A1 have been identified 

in vitro [15,16] and in vivo [15] and were shown to activate EphA2 receptors in cancer. 

Preferentially, but not exclusively, EphA receptors bind to ephrin-A ligands and EphB 

receptors bind to ephrin-B ligands [2]. Although ephrins are main ligands of Eph 

receptors, the progranulin growth factor [17] has been implicated in the activation of 

Eph receptors. 
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Eph-ephrin binding is followed by oligomerization and clustering, which might 

involve diverse combinations of Eph receptors and ephrins [4,18]. This complex nature 

of Eph-Ephrin clusters leads to different downstream signaling outcomes [4,18]. It is 

interesting that once both Eph receptors and ephrins are anchored to the surface of cells, 

Eph-ephrin complexes act in cell communication, promoting bidirectional signaling 

[2,4]. The signals emanating from the Eph receptor-presenting cell are called forward 

signals, while those emanating from the ephrin-expressing cell are known as reverse 

signals [2,4]. Forward signaling usually relies on the kinase activity of the catalytic 

domain, after the ligand-dependent activation of the receptor, although there is evidence 

that Eph receptors also have non-catalytic [19] and ligand-independent functions 

[20,21]. Once type B ephrins have a transmembrane domain followed by a short 

cytosolic tail, which harbors tyrosine residues that could potentially be phosphorylated, 

ephrin B ligands promote reverse signaling similar to that of membrane receptors [22]. 

In addition, there is growing evidence of reverse signaling promoted by type A ephrins, 

though they do not present an intracellular domain [23]. 

Just like other RTK families, Eph receptors are known for their involvement in 

several cellular processes, such as cell migration [20], adhesion [24], repulsion [25], 

proliferation [26], differentiation [27] and morphogenesis [17]. They have been 

associated with the development of the nervous system [28–31], female reproductive 

tract processes [25,32,33], tissue repair (Reviewed in Wu et al. [34]), immunity 

(Reviewed in Darling & Lamb [35]), vasculogenesis and angiogenesis [36–39]. 

 

EphA2 

EphA2 is a vital member of the Eph receptors. It was first identified in the 

screening of a HeLa cell cDNA library by Lindberg & Hunter [40], who used 

degenerated oligonucleotides designed to hybridize highly conserved regions of tyrosine 

kinase proteins. Due to its presence in epithelial cells, it was first named Eck, standing 

for epithelial cell kinase [40]. In humans, the gene which encodes EphA2 (EPHA2) 

maps to chromosome 1p36.1 [41]. 
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EphA2 binds with ephrin-A1, -A2, -A3, -A4, -A5 [35,42–44] and progranulin 

[17]. Physiological functions of this member of the Eph receptor family include 

important roles in lens development [45,46], bone remodeling [47] and mammary gland 

branching morphogenesis [48]. However, an altered expression of RTK or pathological 

mutations and polymorphisms in RTK genes are frequently present in many tumors. For 

this reason, the role of EphA2 in tumorigenesis began to be investigated soon after its 

identification. 

EphA2 exhibits a complex and bidirectional behavior throughout cancer 

development and progression. An overexpression of EphA2 in mRNA and protein 

levels was observed in many types of cancers, considering both tumor and cancer cell 

lines [49–52]. In a carcinogenic context, EPHA2 was reported as an oncogene both in 

vitro and in vivo, since the receptor promotes proliferation [53], migration [54,55], 

invasion [54–56], metastasis [55] and cancer stem properties [55]. In addition, an 

overexpression of EphA2 was also associated with a decrease in overall and recurrence-

free survival [57]. Although the expression of EphA2 was positively associated with 

proliferation in lung cancer [58], it was also found that it acts as a tumor suppressor, 

since EphA2 inhibits KRAS expression and consequently inactivates ERK1/2 MAP 

kinase signaling pathway, thus keeping the lung cancer cell in an antiproliferative state 

[59]. A possible reason for this bidirectional behavior of EphA2 concerns how this 

receptor is activated (Figure 2). 
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Figure 2: EphA2 activation. On the left: canonical activation of EphA2 by ephrin 

binding promotes a bidirectional signal: the ephrin initiates the reverse signaling 

pathway, while the tyrosine phosphorylation in the juxtamembrane region (brown) 

activates the forward signaling inside the EphA2-expressing cell. Forward signaling 

usually leads to partial EphA2 clusterization, internalization and degradation, which 

balances EphA2 expression. On the right: reduced expression of ephrins, EphA2 

overexpression, EphA2 interaction with some cell receptors or the phosphorylation of 

serine 897 in EphA2 by Akt or other kinases might lead to noncanonical activation. 

Noncanonical activation might contribute to important oncogenic processes such as cell 

proliferation, invasion, migration, metastasis and drug resistance. This figure was 

created with BioRender.com. 

 

The canonical activation of EphA2 depends on ephrin binding and it seems to 

exert a protective role against cancer development and progression. EphA2 activation 

with Ephrin A1 inhibited the Ras/ERK1/2/MAPK cascade and reduced cell proliferation 

in several cell types, including cancer cells [60,61]. In addition, Ephrin A1-EphA2 

binding leads to EphA2 autophosphorylation, which promotes co-clusterization and the 
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association between EphA2 and c-Cbl, followed by the internalization of this complex 

and EphA2 degradation [62]. 

On the other hand, when activated by a noncanonical pathway, EphA2 might act 

as an oncoprotein. The noncanonical activation is ephrin-independent and requires the 

phosphorylation of EphA2 at serine 897 by Akt, PKA, RSK and other kinases 

[20,63,64]. When progranulin binds to EphA2, it evokes an Akt/Erk1/2 positive 

feedback loop that leads to Ser897 phosphorylation and promotes cell motility, 

anchorage-independent growth and cisplatin-resistance in bladder cancer cells [65]. 

Evidence suggests that the interaction between EphA2 and other cell receptors, such as 

EGFR and HER2, might also lead to a noncanonical EphA2 activation [66,67]. Kim et 

al. [68] demonstrated that EGFR and EphA2 directly interact through the RR domain in 

EGFR and the kinase domain in EphA2. The EGFR/Ras pathway activates Akt, which 

induces EphA2 phosphorylation at Ser897 and promotes binding to EGFR in the 

presence of Ephexin1, leading to tumor progression [68]. EphA2 accumulation is 

another mechanism for noncanonical activation. By binding to EphA2, ANXA1 

enhances EphA2 stabilization through the inhibition of polyubiquitination and 

proteasomal degradation, also promoting Ser897 phosphorylation through the Akt 

pathway [69]. This interaction also induces nasopharyngeal carcinoma growth and 

metastasis [69]. 

In the early 2000s, there was evidence suggesting that EphA2 could diminish 

tumor sensitivity to therapy [70]. In the past decade, the interest in unraveling the role 

of EphA2 in promoting drug resistance during cancer treatment has been rising. 

Because of the unquestionable involvement of EphA2 in tumorigenesis, along with 

compelling evidence of its engagement on drug resistance, EphA2 is currently 

becoming a highly interesting therapeutic target. As a result, many research groups are 

focused on finding EphA2 modulators or inhibitors. 

In this review, our aim is to summarize the current knowledge regarding EphA2-

induced drug resistance in cancer treatment, focusing on the types of cancer that lead to 

most of the cancer-related deaths. We will also explore potential alternatives for 

targeting EphA2.  
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EPHA2-INDUCED RESISTANCE IN CANCER TREATMENT 

The development of drug resistance is commonly reported in cancer treatment. 

The overexpression of EphA2 receptor by tumor cells is often observed and it has been 

associated with resistance to different therapeutic strategies in several types of cancer. 

Here, we summarize these associations in tumors that cause the most expressive death 

rates (Table 1). 

 

Table 1. Strategies of Anti-EphA2 therapy to overcome drug resistance in cancer treatment. 

Type of cancer Treatment Function EphA2 inhibitor REF 

Lung cancer Erlotinib (TKI) EGFR antagonist ALW-II-41-27 [71] 

Colorectal cancer 
5-FU and cisplatin (CT) 

Cetuximab (Mab) 

 

EGFR antagonist 

ALW-II-41-27 

ALW-II-41-27 

[72]    

[73–75] 

Liver cancer Sorafenib (TKI) MAPK pathway inhibitor Prazosin [76] 

Gastric cancer 
5-FU (CT) 

Afatinib (TKI) 

 

Pan-HER inhibitor 

Verteporfin (EphA2-YAP pathway)  

ALW-II-41-27 

[77]     

[78] 

Breast cancer 
Tamoxifen (ER+ patients) 

Trastuzumab (HER2+ patients) 

SERM 

HER2 antagonist 

Anti-EphA2 mab 

Anti-EphA2 antibody 

[70,79]   

[57] 

Therapy-resistant tumors associated with EphA2 overexpression and treatment 

strategies. STKI – tyrosine kinase inhibitors; CT – chemotherapy; ER+ — Estrogen 

receptor-positive; HER2+ — Human epidermal growth factor receptor-2-positive; 

SERM — selective estrogen receptor mod-ulator; Mab – monoclonal antibody. 

 

Lung Cancer 

 Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in the world [80]. 

Activating mutations in the epidermal growth factor receptor (EGFR) are common 

among lung cancer patients (Reviewed in Camidge et al. [81]). Although EGFR 

tyrosine kinase inhibitors (TKIs) present high response rates, most patients eventually 

develop acquired resistance (Reviewed in Camidge et al. [81]). 
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 Compared to healthy tissues, EphA2 is overexpressed in lung tumors, mainly in 

the ones harboring EGFR mutations [71]. Preliminary results indicate that targeting 

EphA2 with the small-molecule inhibitor ALW-II-41-27 might be a promising 

therapeutic strategy to overcome erlotinib resistance in lung cancer patients [71]. EphA2 

expression is greatly increased in HCC827-GR, a non-small cell lung cancer (NSCLC) 

cell line resistant to gefitinib [82]. However, silencing EPHA2 has restored gefitinib 

sensitiveness, suggesting that EphA2 is an active player in promoting gefitinib 

resistance in lung cancer [82]. 

Besides drug resistance, EphA2 might also contribute to radiation resistance in 

lung cancer, as reported in the lung carcinoma cell lines A549R [83], H1975 and U-

1810 [84]. 

 

Colorectal Cancer 

Colorectal cancer (CRC) ranks second in cancer mortality worldwide [80]. CRC 

chemotherapy regimens often include 5-fluorouracil (5-FU) and cisplatin. However, a 

considerable number of patients eventually present intrinsic or acquired 

chemoresistance. EphA2 is upregulated in CRC cells resistant to 5-FU and cisplatin, but 

after being treated with ALW-II-41-27, an enhancement in the cells' chemosensitivity 

was observed, mainly when ALW-II-41-27 was combined with 5-FU or cisplatin [72]. 

Cetuximab is an EGFR antagonist used in monotherapy or combined therapy to 

treat EGFR-expressing, K-Ras wild-type metastatic CRC. Evidence strongly suggests 

that EphA2 promotes resistance to cetuximab in CRC [73–75]. Data from both in vitro 

and in vivo experiments suggest that combined therapies with cetuximab and ALW-II-

41-27 lead to a synergistic, antiproliferative and pro-apoptotic effect, resulting in tumor 

growth suppression [75]. 

 

Liver Cancer 
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Liver cancer is the sixth most common type of cancer in the world, but it is the 

third one in number of cancer-related deaths [80]. Late diagnosis, rapid progression and 

limited therapeutic options contribute to poor prognosis [85]. 

Acting as a kinase inhibitor, sorafenib was the first target drug approved by the 

FDA for liver cancer treatment. However, acquired resistance to sorafenib is often 

reported. Chen et al. [76] found that both EphA2 expression and noncanonical 

activation of EphA2 through phosphorylation of Ser897 are highly increased in 

sorafenib-resistant HuH-7R hepatocellular carcinoma (HCC) cells. Combined treatment 

with sorafenib and prazosin, an EphA2 agonistic inhibitor, promotes apoptosis and 

reduces cell motility in vitro, while showing, in a synergistic manner, tumor growth 

inhibition and prolonged survival in vivo [76]. 

EphA2 also seems to have a role in radiation resistance in HCC cell lines, since 

EphA2 knockdown in 97H HCC cells diminished the cell proliferation rate and invasion 

ability, while increasing apoptosis after low-dose irradiation [86]. Opposite results were 

obtained after treating 97H cells with an EphA2 overexpression vector [86]. 

Although liver cancer therapy still relies on systemic approaches, the FDA has 

recently approved several target drugs to improve liver cancer treatment, such as 

atezolizumab, bevacizumab, nivolumab and ipilimumab [87]. To date, no studies have 

been found that connect EphA2 with resistance to recently approved target drugs for 

treating liver cancer. However, as EphA2 expression might point to HCC progression 

[15,88], its role in promoting resistance to these recently approved drugs for treating 

liver cancer should be further investigated. 

 

Gastric Cancer 

 Globally, gastric cancer (GC) is the fourth type of cancer with the highest 

mortality rate [80]. EphA2 is overexpressed in GC tumors when compared to the 

adjacent normal gastric mucosa, while in GC cells EphA2 seems to promote cell 

proliferation, colony formation, migration and invasion [77]. 
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One of the most frequently used chemotherapy approaches is based on 5-FU 

monotherapy or its combination with other therapeutics [77]. However, tumors often 

develop resistance [77]. In vitro experiments indicate that EphA2 overexpression in GC 

cells might increase the resistance to 5-FU treatment. Mechanistically, EphA2 activation 

seems to induce YAP T357 phosphorylation, leading to YAP's stability and 

translocation to the nucleus [77]. Treatment with verteporfin, a small molecule that 

inhibits TEAD-YAP association, led to a suppressive effect in vivo, mainly in combined 

therapy with 5-FU. 

Human epidermal growth factor receptors are a family of tyrosine kinase 

receptors that are frequently overexpressed in gastric cancer, highlighting EGFR and 

HER2 members [89]. Afatinib, an FDA-approved pan-HER inhibitor used to treat 

specific types of lung cancer, is being evaluated in some clinical trials for the treatment 

of advanced or inoperable GC. EphA2 expression was upregulated in afatinib-resistant 

PDX models, and the combined therapy with ALW-II-41-27 showed significantly better 

results than afatinib or ALW-II-41-27 alone [78]. 

 

Breast Cancer 

 Breast cancer is the most common type of cancer, corresponding to 11.7% of all 

new cancer cases, besides being the fifth leading cause of deaths by cancer worldwide 

[80]. Breast tumors and breast cancer cell lines often overexpress EphA2 [90], which 

has been linked to drug resistance. 

Estrogen receptor-positive (ER+) breast cancer types are the most frequent 

breast carcinomas, and they usually benefit from hormonotherapy. Tamoxifen, a 

selective estrogen receptor modulator, is one of the main drugs for ER+ breast cancer 

treatment, though acquired resistance to it is often reported. EphA2 overexpression 

reduces tamoxifen sensitivity, which might be reestablished with monoclonal antibodies 

against the receptor [70,79]. 

The human epidermal growth factor receptor-2 (HER2) is frequently 

overexpressed in breast cancer. In such a scenario, target therapy with trastuzumab is 
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highly recommended. However, increased levels of EphA2 contribute to trastuzumab 

resistance [57]. Consequently, for HER2 enriched breast carcinomas that also present 

overexpressed EphA2, a combination of trastuzumab and an EphA2 inhibitor might be a 

promising therapeutic approach [57]. 

Gao et al. [23] showed that EphA2 is upregulated in exosomes from Epirubicin-

resistant and adriamycin-resistant breast cancer cell lines. The levels of exosomal 

EphA2 are higher in the plasma of breast cancer patients who underwent chemotherapy 

than in the plasma of patients at the time of initial diagnosis [23]. Although drug 

sensitivity assays were not conducted in this study, the results suggest a possible role of 

EphA2 in increasing resistance to these drugs.  

 

Other Cancers 

 The EphA2 role in inducing drug resistance throughout the treatment was 

evaluated for many other types of cancer, and evidence suggests that EphA2 might 

promote target therapy resistance and chemoresistance in multiple solid cancer types. 

Like erlotinib-resistance in EGFR mutated lung cancer [71], in vitro and in vivo 

models indicate that EphA2 overexpression also seems to promote resistance to 

erlotinib in KRAS mutated pancreatic cancer [91]. In addition, EphA2 might also 

promote sunitinib resistance in renal cell carcinoma, leading to cancer progression 

through metastasis, as demonstrated by Ruan et al. [92]. 

In melanoma, patients carrying BRAF-activating mutations often benefit from 

target therapy involving BRAF inhibitors (BRAFi) such as vemurafenib or dabrafenib. 

However, intrinsic or acquired resistance to these therapeutics is still a challenge that 

must be overcome [93]. Increased expression of total EphA2 as well as p-EphA2Ser897 in 

BRAFi-resistant melanoma cells suggest that EphA2 might drive BRAFi resistance 

through the noncanonical signaling pathway [94–96]. 

Besides resistance to target therapy, EphA2 might be an important player on 

chemoresistance. The released exosomes from gemcitabine-resistant PANC-1 

pancreatic cancer cell line overexpressed EphA2 and were able to increase 
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chemoresistance in MIA-PaCa-2 and BxPC-3 pancreatic cancer cells [97]. However, 

EphA2 knockdown in PANC-1 cells was sufficient to inhibit the exosome-mediated 

chemoresistance in these gemcitabine-sensitive pancreatic cancer cells [97]. Through 

the PI3K/Akt signaling pathway, paclitaxel-resistance might be achieved via EphA2 

overexpression in nasopharyngeal carcinoma [98]. Overexpressing EPHA2 

glioblastoma cells present a higher IC50 to imatinib than that of EPHA2-silenced cells 

[99]. EphA2 was also related to chemoresistance in gynecological cancer types. In vitro 

and in vivo experiments point a potential role for EphA2 noncanonical pathway in 

promoting cisplatin and carboplatin resistance in ovarian cancer [100]. As demonstrated 

by Shen et al. [101], a combined therapy with docetaxel and an EphA2 inhibitor might 

improve the treatment of chemotherapy-resistant ovarian tumors. In cervical cancer, 

EphA2 might promote chemoresistance to epirubicin by inducing CDK6 expression 

[102]. 

EphA2 is a protein associated with resistance to both target therapy and 

chemotherapy in different types of cancer. In addition, it also promotes resistance to 

radiation in some solid tumors. Although EphA2 overexpression could be a biomarker 

of worse prognosis and worse response to treatment, it might be considered a potential 

therapeutic target as well, thus it should be further investigated. 

 

PERSPECTIVES 

Through the years, we have witnessed an outstanding evolution in cancer 

treatment. Despite significant improvements in surgery technologies, chemotherapy and 

radiotherapy, we now live in the era of target therapies. Target therapeutics include 

monoclonal antibodies, cancer growth inhibitors, antiangiogenics and PARP inhibitors. 

However, during treatment, cancer genomic instability and epigenetic 

reprogramming contribute to the emergence of resistant tumor cells. Continuous drug 

selection pressure might also induce resistance to therapy and allow cancer progression 

to more aggressive phenotypes [93]. In addition, resistance to more than one target 

therapy is not unusual. 



75 

 

 

 

Kuo et al. [103] exemplified the complexity of cancer acquired resistance 

against treatment. Argininosuccinate synthetase 1 (ASS1)-negative tumors are being 

treated with recombinant arginine deiminase (ADI) in clinical trials, though the 

reactivation of ASS1 expression might lead to ADI-resistance [103]. EphA2 

overexpression in ADI-resistant melanoma cells provides an additional resistance to 

EGFR inhibitors [103]. Considering multidrug resistance scenarios, modern and more 

efficient cancer treatments frequently combine diverse strategies to fight tumors. 

One interesting strategy includes the use of one or more immunotherapeutic 

agents. Immunotherapy strategies stimulate the patient's own immune system to fight 

tumors. Nevertheless, many cancer types present resistance to immunotherapy. The 

abundance of T cells in the tumor microenvironment (TME) is of utmost importance to 

maintain tumor sensitivity to immunotherapies [104]. Human pancreatic 

adenocarcinoma, for example, is generally refractory to immunotherapy due to an 

immunosuppressive TME that is often poor in CD8+ cytotoxic T lymphocytes 

[105,106]. EphA2 is a potential driver for immunosuppression, since Epha2 deletion in 

mouse pancreatic ductal adenocarcinoma cells have led to an increase in total and 

activated CD8+ T cells and total CD4+ T cells, but to a decrease in suppressor cells 

[106]. In addition, the ablation of EphA2 increased tumor sensitivity to immunotherapy 

in this mouse model [106]. 

EphA2 is often correlated with drug resistance in cancer, which makes it an 

interesting potential target for cancer treatment, especially when targeted in combined 

therapy with another drug of choice. But targeting EphA2 might be efficient not only 

for treating tumors with acquired resistance. Lee et al. [107] reported that LipoplatinTM 

sensitivity was enhanced when EphA2 was downregulated by silencing in lung tumor 

cells. The HDACs-EphA2 axis inhibition through the combination of WW437 (HDAC 

inhibitor) and ALW-II-41-27 synergistically reduced cell viability and migration of 

breast cancer cells [108]. Salem et al. [109] developed a peptide-drug conjugate with an 

agonistic EphA2-targeting agent, using a dimeric version of the peptide 123B9 

conjugated with paclitaxel. This was able to activate EPHA2 at nanomolar 

concentrations and to target circulating breast cancer tumor cells, suppressing lung 

metastasis in vivo. Ovarian tumor-bearing mice were treated with a complex of the 
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neutral liposome 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine (DOPC) incorporated 

with a small interfering RNA (siRNA) which targets EPHA2 [110]. A complex of 

DOPC and a nonsilencing RNA was used as control. After the treatment, the siRNA-

DOPC reduced tumor growth when compared to the control group. In addition, when 

combined to paclitaxel, siRNA-DOPC was more effective in stunting tumor growth 

than paclitaxel alone [110]. Later, Wagner et al. [111] conducted a preclinical study to 

evaluate the potential toxicological effects of the siRNA-DOPC complex in mice and 

Rhesus monkeys. As the results indicate a good tolerance to the complex, it is now 

being tested in the NCT01591356 ongoing phase I clinical trial [111]. Recently 

published works reported novel peptides targeting EphA2. Targefrin-dimers bind to 

EphA2 ligand binding domain and promote the receptor internalization and degradation 

in pancreatic cancer cell lines [112]. Targefrin-dimers might also be conjugated with 

chemotherapeutics such as paclitaxel to boost the drug's effectiveness in vivo, and 

preliminary results suggest that targefrin is well tolerated [112]. UniPR126, a carrier 

that targets EphA2, showed a significant and synergistic effect against prostate cancer 

when conjugated with niclosamide [113]. 

Finding potential drug targets is an ongoing effort for researchers and clinicians. 

There are studies evaluating monoclonal antibodies as well as inhibitors against EphA2, 

and ALW-II-41-27 — a small molecule inhibitor — has provided some interesting 

results. There are yet no clinical trials for the use of this molecule to treat EphA2-

overexpressing cancer types. However, there are some clinical trials in course exploring 

antibodies, siRNA and other classes of EphA2 inhibitors [114,115]. In this review, we 

have compiled enough evidence to strongly suggest that EphA2 is a promising target in 

cancer treatment, mainly for overcoming drug resistance. Thus, EphA2 inhibitors 

should be deeply investigated for efficacy and drug toxicity mitigation. 
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6. CAPÍTULO II 

O segundo capítulo é destinado aos resultados obtidos a partir dos 

ensaios envolvendo a edição de EPHA2 em MCF7 e discussão. Esses 

resultados ainda não foram estruturados no formato de um artigo científico pois 

há a intenção de complementá-lo com mais dados antes da submissão. 

 

6.1. RESULTADOS 

6.1.1. Obtenção de clones potencialmente editados em EPHA2 

Após a transfecção dos plasmídeos PX461 e PX461 modificado em 

células MCF7, era possível visualizar, em microscópio de fluorescência 

invertido, células com fluorescência verde, vermelha, ou de ambas as cores 

(Figura 14). 

 

 
Figura 14: Imagem da microscopia de fluorescência de células da linhagem MCF7 
transfectadas com os plasmídeos PX461 e PX461 modificado, carregando as sequências para 
os gRNAs cujo alvo é o gene EPHA2. 

 

A metodologia de seleção clonal que foi utilizada neste trabalho, via 

FACS, teve como objetivo selecionar apenas as células que apresentassem 

ambas as fluorescências. Estas seriam cultivadas a partir de single cell, em 

placas de 96 poços (Figura 15). 
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Figura 15: Imagem da microscopia de fluorescência, após seleção clonal, de uma célula da 
linhagem MCF7 transfectada com os plasmídeos PX461 e PX461 modificado, carregando as 
sequências para os gRNAs cujo alvo é o gene EPHA2. 

 

A seleção clonal via FACS é uma metodologia agressiva para as células. 

Além disso, células humanas crescem melhor quando na presença de uma 

população de células, de modo a estimular a comunicação intercelular. Dessa 

forma, muitas das células selecionadas acabam morrendo logo após o 

processo de seleção ou durante as primeiras semanas de cultivo. Inicialmente, 

foram recuperados 16 clones com EPHA2 potencialmente editado, nomeados 

como EPHA2 #1 a EPHA2 #16. Todavia, três desses morreram nas primeiras 

semanas (EPHA2 #4, EPHA2 #5 e EPHA2 #8), restando 13 clones 

potencialmente editados. 

 

6.1.2. Sequenciamento dos clones EPHA2 

Como mencionado na Seção 4.4.1, uma estratégia de PCR (Figura 12) 

seguida de eletroforese em gel foi planejada e utilizada para fazer uma triagem 

inicial dos clones com maior potencial de edição. A Figura 16 traz, como 

exemplo, um desses géis. Nesse gel, foram testados apenas quatro clones: 

EPHA2 #1, EPHA2 #2, EPHA2 #3 e EPHA2 #6. Os clones #1, #2 e #3 

apresentaram o padrão de bandas esperado para células não editadas e, por 

isso, os produtos de PCR de 505pb foram destinados às reações de purificação 

e sequenciamento sem serem previamente clonados no vetor plasmidial 

pTZ57R/T. O clone EPHA2 #6, por outro lado, apresentou um padrão de 
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bandas esperado para a edição gênica (Figura 16). Nesse caso, a banda de 

205pb não está presente, lembrando que o primer forward nessa reação é 

interno à região-alvo para edição, indicando a perda da especificidade do 

oligonucleotídeo iniciador. Além disso, para esse clone, a banda de 505pb 

aparece dividida em duas bandas, indicando mutações indel distintas para 

cada cromossomo nas células do clone EPHA2 #6. Géis como esse foram 

feitos para todos os clones obtidos, e as informações estão resumidas no 

Quadro 6. 

 

 
Figura 16: Exemplo de gel de eletroforese para triagem de clones potencialmente editados para 
o gene EPHA2. MCF7: o DNA utilizado era proveniente de células MCF7 selvagens. EPHA2 
#X: o DNA utilizado era proveniente do clone #X, sendo 1≤X≤16. CT +1: foram utilizados os 
primers para o fragmento maior de EPHA2 (505pb). CT +2: foram utilizados os primers para o 
fragmento maior de PBX1 (455pb), também utilizado como controle de reação. Triagem: foram 
utilizados os primers para o fragmento menor de EPHA2 (205pb). CT -1: controle negativo 
utilizando os primers para o fragmento maior de EPHA2. CT -2: controle negativo utilizando os 
primers para o fragmento menor de EPHA2. O retângulo em vermelho delimita a região 
contendo os poços destinados às PCRs do clone EPHA2 #6. 
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Quadro 6: Resumo das informações obtidas a partir dos géis de eletroforese, e as estratégias 
escolhidas para o sequenciamento dos clones EPHA2 #1 a EPHA2 #16. 

 

 

Os produtos de PCR de 505pb de todos os clones com baixo potencial 

de edição foram purificados, submetidos à reação de sequenciamento, 

precipitados e sequenciados. Todos, sem exceção, estavam com a sequência 

de DNA inalterada. 

Para os clones EPHA2 #6, EPHA2 #13 e EPHA2 #16, os fragmentos 

maiores de PCR foram clonados no vetor pTZ57R/T e o DNA plasmidial foi 

extraído e submetido à PCR previamente às etapas de purificação, reação de 

sequenciamento, precipitação e sequenciamento propriamente dito. O Quadro 

7 resume os efeitos da edição nesses três clones. Como o clone EPHA2 #6 foi 

selecionado para os ensaios funcionais, as edições nas sequências dos 

cromossomos homólogos, bem com as alterações na sequência peptídica 

podem ser visualizadas com mais detalhes na Figura 17. 
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Quadro 7: Efeitos das edições nas sequências de DNA dos clones EPHA2 editados. 
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Figura 17: Edição gênica e alteração peptídica no clone EPHA2 #6. A: sequência gênica e 
peptídica da célula antes da edição. A edição foi realizada no éxon 3 do gene EPHA2. Ambas 
as sequências de DNA da fita codificante (em cima) e da fita complementar (embaixo) estão 
representadas. Em azul, está a sequência alvo do gRNA, e em rosa a sequência PAM. Os 
triângulos vermelhos indicam os sítios de corte unifilamentar da Cas9 nickase. Acima da 
sequência está a região correspondente da sequência peptídica após a tradução do mRNA, 
sendo que o EPHA2 possui, ao todo, 976 aminoácidos. B: edição alcançada nos dois 
cromossomos homólogos na célula MCF7. Nessas imagens, apenas a sequência da fita 
codificante foi apresentada. Todas as alterações nas sequências de DNA e peptídica estão 
sinalizadas em vermelho. No cromossomo homólogo 1, houve uma deleção de 49 pares de 
base, gerando um frameshift a partir da posição 72 na proteína e um stop códon prematuro na 
posição 145. No cromossomo homólogo 2, houve uma substituição e uma deleção de 113 
pares de base, possivelmente deletando o éxon 3 no mRNA, gerando um frameshift a partir da 
posição 52 na proteína e um stop códon prematuro na posição 169. 
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6.1.3. EphA2 reduz a viabilidade celular de células MCF7 

O EphA2 é um receptor tirosina-quinase que já foi relacionado a diversas 

funções oncogênicas. Quanto à viabilidade celular, esse receptor pode agir de 

modo bidirecional conforme o contexto em que está inserido. Em células de 

câncer cervical, EphA2 foi relacionado com o aumento da viabilidade celular 

(HUANG et al., 2021). Por outro lado, a ativação de EphA2 com o domínio 

extracelular da efrina-A1 levou à redução da viabilidade de células de câncer 

de mama triplo negativas (NOBLITT et al., 2008). Possivelmente, esse 

comportamento aparentemente controverso de EphA2 deve-se à forma como 

ele é ativado. A ativação canônica de EphA2, a partir da ligação com efrinas, 

leva à clusterização do receptor na superfície celular, seguido de sua 

internalização e degradação (MIAO et al., 2001; WALKER-DANIELS et al., 

2002). Em contrapartida, quando EphA2 é ativado pela via não canônica, na 

qual ocorre a fosforilação da serina 897 em EphA2, ocorre a ativação da via 

Ras/ERK1/2/MAPK, a qual pode levar à fenótipos oncogênicos se desregulada 

(YEDDULA et al., 2015; BURASCHI et al., 2020). 

Dessa forma, o papel de EphA2 na viabilidade celular foi avaliado em 

células de câncer de mama luminal A, especificamente em MCF7, ao comparar 

as células editadas EPHA2 #6 com a MCF7 selvagem (wt – do inglês, wild 

type). A viabilidade foi mensurada pelo método da resazurina após 24, 48, 72, 

96 e 120 horas de plaqueamento e são apresentadas como viabilidade celular 

relativa ao controle (MCF7 wt) no tempo de 24 horas (Figura 18). A viabilidade 

das células EPHA2 #6 foi aproximadamente 60% maior do que nas células 

MCF7 wt após 24 horas de cultivo celular (p = 0,0164), 48% maior após 48 

horas (p = 0,0077) e 67% maior após 72 horas de cultivo (p = 0,0226). Nos 

tempos de 96 e 120 horas a diferença não foi significativa, possivelmente 

porque as células EPHA2 #6 atingiram um platô metabólico.  
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Figura 18: Viabilidade celular relativa das células editadas no gene EPHA2 e das células MCF7 
em diferentes tempos de cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student não 
pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. 

 

Os resultados desses ensaios mostraram que as células que expressam 

EphA2 funcional (MCF7 wt) apresentam viabilidade celular reduzida quando 

comparadas com as células que expressam a proteína EphA2 truncada 

(EPHA2 #6), sugerindo que o EphA2 pode reduzir a viabilidade das células. 

 

6.1.4. EphA2 reduz a proliferação celular em células MCF7 

Assim como para a viabilidade, o EphA2 pode ter um comportamento 

bidirecional no que diz respeito à indução de proliferação celular, de acordo 

com a via de ativação. Enquanto a via canônica inibe efeitos proliferativos, a via 

não-canônica ativa a via Ras/ERK1/1/MAPK, promovendo a proliferação. 

Dessa forma, investigamos como o EphA2 atua nas células de câncer de 

mama luminal A MCF7. Após as primeiras 24 horas de cultivo, o número de 

células EPHA2 #6 era aproximadamente 53% maior do que o de células MCF7 

wt (p = 0,0022). Já após 48 e 72 horas, o número de células editadas 

correspondia a mais do que o dobro de células selvagens, com valores de p = 

0,0077 e p = 0,0303, respectivamente (Figura 19).  
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Figura 19: Proliferação celular mensurada a partir do método colorimétrico com cristal violeta, 
comparando o número de células EPHA2 #6 e de células MCF7 wt em diferentes tempos de 
cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os 
valores de significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. 

 

Apesar de ainda manter uma diferença importante após 96 e 120 horas 

de incubação, os desvios padrões elevados indicaram que não havia 

significância nesses tempos. É possível que isso tenha ocorrido devido ao 

espaço limitado para divisão celular nos poços da placa de 96 poços. Como a 

curva padrão foi construída com uma concentração máxima de 64 mil células 

por poço, não é possível garantir que a equação da reta represente bem 

quantidades de células maiores de que esse valor, como é o caso do número 

de células após 120 horas. Além disso, mesmo para quantidades de células 

menores do que 64 mil, como no caso da quantidade de células após 96 horas 

de cultivo, pode ter ocorrido alguma variação na taxa proliferativa devido as 

células no interior das colônias formadas ao longo dos primeiros dias não 

conseguirem se multiplicar com a mesma eficiência das células nas bordas das 

colônias. 
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Os resultados indicam que as células que expressam EphA2 funcional 

(MCF7 wt) apresentam proliferação celular reduzida quando comparadas com 

as células que expressam a proteína EphA2 truncada (EPHA2 #6), sugerindo 

que o EphA2 está agindo por meio da via canônica em células MCF7. 

 

6.1.5. EphA2 aumenta a capacidade clonogênica de células MCF7 

Um grande desafio para células malignas em um tumor primário é, além 

de adquirir a capacidade de invadir vasos sanguíneos e linfáticos, conseguir 

sobreviver e formar novas colônias em um tecido secundário, diferente do 

original, iniciando o processo de metástase. O receptor EphA2 já foi associado 

com metástase em alguns tipos de câncer, incluindo nasofaríngeo (LI et al., 

2019), colorretal (SAITO et al., 2004) e gástrico (YUAN et al., 2009). O ensaio 

de capacidade clonogênica traz importantes informações sobre o potencial 

metastático de células tumorais. Dessa forma, esse ensaio foi utilizado para 

avaliar a capacidade das células EPHA2 #6 formarem colônias, em 

comparação com as células selvagens. 

Quando o gene EPHA2 foi editado, levando à posterior tradução de uma 

proteína truncada, foram obtidas 134,3 ± 4,6 (média ± erro padrão) colônias, 

enquanto as células MCF7 não-editadas formaram 175,1 ± 12,5 colônias. Logo, 

as células alteradas apresentaram uma capacidade de formação de colônia 

23,3% menor do que as células selvagens (p = 0,0181), corroborando com os 

dados encontrados na literatura (Figura 20). 
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Figura 20: Comparação da capacidade clonogênica das células EPHA2 #6 e das células não-
editadas. A: Fotografias de alguns poços dos ensaios de capacidade de formação de colônias. 
Na região superior da figura, poços contendo células de MCF7 wt coradas após 15 dias de 
cultivo do ensaio. Na região inferior, poços com as células editadas e coradas após os 15 dias 
de cultivo. B: Número de colônias formadas após 15 dias de cultivo de células EPHA2 #6 e de 
células MCF7 wt. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foi adotado 
o valor de significância: * p ≤ 0,05. 

 

Esses resultados sugerem que o EphA2 pode estar associado a um 

aumento do risco de metástase em câncer de mama luminal A. 

 

6.1.6. EphA2 aumenta a resistência ao tamoxifeno de modo dose-
dependente e tempo-dependente 

Tendo em vista o forte papel desempenhado pelo EphA2 na resistência 

a diferentes agentes terapêuticos contra o câncer, investigamos seu papel na 

resistência ao tamoxifeno em MCF7. Apesar de EphA2 já ter sido previamente 

reportado como modulador da resistência ao tamoxifeno em células de câncer 

de mama luminal A por Lu et al. (2003) e Gökmen-Polar et al. (2011), ambos os 

estudos eram do mesmo grupo e utilizaram uma metodologia onde a expressão 

de EphA2 era aumentada na célula através da transfecção de vetores 

carregando o gene EPHA2. Além disso, não foi encontrado nenhum novo 

estudo desde 2011. Dessa forma, torna-se necessário novos ensaios que 

validem ou refutem os resultados encontrados por Lu et al. (2003) e Gökmen-

Polar et al. (2011), de modo a incentivar novas pesquisas que aprofundem o 
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entendimento da modulação da sensibilidade ao tamoxifeno por EphA2 em 

cânceres de mama ER+. 

Sendo assim, a viabilidade das células EPHA2 #6 e MCF7 wt foi 

mensurada pelo método da resazurina após 72 e 96 horas de tratamento com a 

aplicação de diferentes concentrações do tamoxifeno (Figura 21). Após 72 

horas de tratamento, as células EPHA2 #6 apresentaram viabilidade reduzida 

em 11,6% (p = 0,00005), 15,7% (p = 0,00016) e 12,4% (p = 0,00008) em 

relação às células selvagens nas concentrações de 2,5μM, 5μM e 10μM, 

respectivamente. As concentrações de 20μM e 40μM foram elevadas o 

suficiente para reduzir a viabilidade de ambas as células sem diferença 

significativa. Para um tratamento um pouco mais prolongado, de 96 horas, a 

diferença na viabilidade celular se manteve significativa apenas para a 

concentração de 10μM (p = 0,02108). 

 

 
Figura 21: Viabilidade celular relativa das células editadas no gene EPHA2 e das células MCF7 
wt em 72 e 96 horas de tratamento com diferentes concentrações de tamoxifeno. Para esse 
ensaio, foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de 
significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 

 

Esses resultados sugerem que o EphA2 aumenta a resistência ao 

tamoxifeno de células MCF7 de maneira dose-dependente e tempo-

dependente. 
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6.2. DISCUSSÃO 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais incidente no mundo, e o 

quinto que mais leva a óbito, considerando ambos os gêneros (SUNG et al., 

2021). A classificação imunoistoquímica permite a avaliação de prognóstico e 

funciona como um guia para o planejamento das estratégicas terapêuticas a 

serem tomadas, de modo a aumentar a eficiência do tratamento. Dentre os 

subtipos imunoistoquímicos, o luminal A é o mais comum, correspondendo a 

mais de 70% dos casos (ACS, 2019). Esse subtipo caracteriza-se, 

principalmente, pela expressão do receptor de estrogênio, ausência de super 

expressão ou amplificação de HER2 e baixa expressão de Ki67 (ACS, 2019). 

Essas características tornam o subtipo luminal A o de melhor prognóstico por 

ser, geralmente, menos agressivo em comparação com os demais, além de se 

beneficiar com o tratamento específico com hormonioterapia (GOLDHIRSCH et 

al., 2011; ACS, 2019). Dentre os medicamentos utilizados na terapia-alvo, o 

tamoxifeno é uma das principais escolhas (revisado em BARAZETTI et al., 

2021). Entretanto, com o tratamento contínuo e prolongado com tamoxifeno, é 

comum o surgimento de células tumorais resistentes a essa medicação 

(WARDELL et al., 2015; JORDAN, 2018). 

EphA2 é um importante receptor tirosina quinase que vem sendo 

frequentemente associado com resistência a quimioterápicos e a diversas 

terapias-alvo. No entanto, apenas dois trabalhos, ambos do mesmo grupo, 

sugerem que esse receptor está envolvido com a resistência ao tamoxifeno em 

câncer de mama (LU et al., 2003; GÖKMEN-POLAR et al., 2011). Dessa forma, 

o papel de EphA2 na modulação da resposta ao tamoxifeno foi investigado em 

células MCF7 no presente trabalho. Além disso, foram conduzidos ensaios 

funcionais de viabilidade celular, proliferação e capacidade clonogênica, a fim 

de proporcionar um entendimento mais amplo e integral de como o EphA2 atua 

em células de câncer de mama luminal A. 

Os resultados obtidos sugerem que o EphA2 reduz a viabilidade celular 

de MCF7. Esses dados corroboram com os encontrados por Dohn et al. (2001), 

no qual a indução de EphA2 reduziu a viabilidade de células MCF7 por meio do 
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aumento na taxa de apoptose celular. Dohn et al. (2001) também conseguiram 

demonstrar que a expressão de efrina A1 é positivamente regulada por p53 e 

p73, em resposta a danos celulares. Dessa forma, os autores sugerem que a 

ligação efrina A1-EphA2 seria responsável por sensibilizar a célula a sinais pró-

apoptóticos em caso de dano ao DNA (DOHN et al. 2001). A interação entre 

efrina A1 e EphA2 também reduziu a viabilidade de células de gliomas e de 

carcinoma de cabeça e pescoço por meio da inibição da fosforilação de ERK 

(LARSEN et al., 2010). 

Por outro lado, o EphA2 já foi positivamente associado com o aumento 

da viabilidade celular em diversos tipos de câncer, tais como carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço (LIU et al., 2012), câncer de mama 

triplo negativo (SONG et al., 2017), carcinoma nasofaríngeo (TAN et al., 2012) 

e câncer de pulmão (ISHIGAKI et al., 2019). 

Estudos que investigaram mais profundamente o mecanismo de atuação 

de EphA2 indicam que a sua ativação a partir da ligação à efrina A1 leva à 

internalização do receptor, impedindo a ativação da via EphA2/MAPK 

(MACRAE et al., 2005), enquanto a ativação não canônica de EphA2 leva à 

ativação da via Ras/MAPK (LARSEN et al., 2007; BRANTLEY-SIEDERS et al., 

2008; ZHOU et al., 2015). Uma vez que essa via pode levar à proliferação e à 

sobrevivência celular, as quais impactam nos índices de viabilidade 

mensurados por métodos como o da resazurina, os diferentes modos de 

ativação de EphA2 podem resultar em fenótipos contrastantes em relação à 

viabilidade. Dessa forma, o papel de EphA2 na viabilidade celular está 

intrinsicamente relacionado com a forma na qual o receptor está sendo ativado 

em um determinado contexto. Sendo assim, os resultados obtidos nesse 

trabalho sugerem que EphA2 é ativado pela via canônica em MCF7, causando 

diminuição da viabilidade celular. 

O método da resazurina, utilizado para mensurar a viabilidade celular, é 

uma metodologia colorimétrica que se baseia em reações redox em resposta 

às atividades metabólicas das células. Sendo assim, apenas com esse ensaio 

não é possível dizer se a maior viabilidade das células editadas se deve a uma 
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alteração no metabolismo energético ou a uma diferença na quantidade de 

células, seja por maiores taxas proliferativas ou menores índices de morte 

celular. Para aprofundar um pouco mais a investigação, a proliferação celular 

foi medida por meio do método colorimétrico com cristal violeta. Trabalhos de 

outros grupos apontam uma atuação tanto pró-proliferativa quanto 

antiproliferativa de EphA2. Song et al. (2017) sugerem que EphA2 aumenta a 

proliferação de células de câncer de mama do subtipo triplo-negativo. Esse 

comportamento também foi verificado em câncer de pulmão (AMATO et al., 

2016). Por outro lado, a ativação de EphA2 pela ligação com a afrina A1 foi 

responsável por reduzir a proliferação de células de mesotelioma (NASREEN 

et al., 2007). Neste trabalho, os resultados dos ensaios de proliferação celular 

indicaram que EphA2 atua de modo a reduzir a proliferação celular de células 

MCF7, o que seria esperado no caso da ativação de EphA2 pela via canônica. 

Em conjunto, os resultados indicam que a redução da viabilidade celular por 

EphA2 deve-se, pelo menos em parte, aos efeitos antiproliferativos desse 

receptor, possivelmente ativado pela via canônica. 

Curiosamente, os resultados também indicaram que o EphA2 aumenta a 

capacidade das células MCF7 de formar colônias, em comparação com as 

células EPHA2 #6, nas quais o gene EPHA2 codifica uma proteína truncada. 

Esse comportamento oncogênico parece contraditório em relação à atuação 

supressora de tumor de EphA2 na viabilidade e proliferação celular. No 

entanto, a efrina A1 está majoritariamente ancorada à membrana 

citoplasmática, e não solúvel no meio de cultivo. Sendo assim, no ensaio de 

capacidade clonogênica, onde a densidade celular é baixa, as células ficam 

inicialmente isoladas, distantes umas das outras. Sem a interação ligante-

receptor, EphA2 seria ativado pela via não canônica e perderia seu efeito 

supressor. Quando Miao et al. (2001) avaliaram a estimulação de células de 

câncer de próstata com efrina A1-Fc ou apenas Fc, eles demonstraram que a 

falta de suplementação da efrina A1 aumenta a capacidade das células 

formarem colônias, o que corroboraria com a hipótese de que as células MCF7 

wt formam mais colônias do que as células editadas em EPHA2 devido à 

ativação não canônica do receptor.  
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Ainda, EphA2 aumenta a resistência de células MCF7 ao tamoxifeno, o 

que está de acordo com os resultados de (LU et al., 2003; GÖKMEN-POLAR et 

al., 2011). Em relação a outras terapias-alvo, EphA2 já foi associado com a 

resistência a cetuximab, sorafenib e afatinib em câncer colorretal, hepático e 

gástrico, respectivamente (CUYÀS et al., 2017; CHEN et al., 2019; CHEN et al., 

2020). Além disso, EphA2 diminui a sensibilidade de células tumorais a 

quimioterápicos (YAO et al., 2022) e à radioterapia (GONG et al., 2021). 

Em resumo, os resultados desse trabalho demonstraram que EphA2 

pode atuar como um supressor de tumor nos estágios iniciais de câncer de 

mama positivos para o receptor de estrogênio. No entanto, a progressão 

tumoral pode levar o EphA2 a exercer papéis oncogênicos fundamentais no 

processo metastático e no desenvolvimento de resistência ao tamoxifeno. É 

possível que essa alteração no comportamento de EphA2 seja consequência 

da via pela qual ele é ativado. Contudo, esta hipótese não foi testada neste 

trabalho.   

Conforme o demonstrado no Capítulo I, muitos estudos indicam que 

EphA2 é um bom alvo em potencial para o desenvolvimento de novos 

medicamentos de combate ao câncer. Todavia, os resultados apresentados no 

Capítulo II mostram que é necessário cautela ao utilizar inibidores de EphA2 

em cânceres de mama luminais. Uma abordagem terapêutica promissora seria 

o desenvolvimento de medicamentos que mimetizem a ligação entre efrina A1 

e EphA2, ou que previna a fosforilação da serina na posição 897 de EphA2. 

 

6.3. CONCLUSÕES 

O câncer de mama é responsável pela maior mortalidade por câncer em 

mulheres (SUNG et al., 2021). Apesar de ter um melhor prognóstico, o subtipo 

luminal A é o mais frequente, correspondendo a mais de 70% dos casos (ACS, 

2019). Além dos tratamentos mais tradicionais, que incluem cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia, as pacientes diagnosticadas com esse subtipo 

tumoral se beneficiam com a hormonioterapia, sendo o tamoxifeno um dos 

principais medicamentos prescritos. Todavia, uma parcela expressiva dos 
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tumores eventualmente desenvolve resistência a essa medicação, o que 

permite a recidiva. Sendo assim, a busca de novos alvos terapêuticos e o 

desenvolvimento de novas terapias-alvo é essencial para a manutenção de um 

tratamento eficiente. 

O receptor tirosina quinase EphA2 vem sendo bastante investigado 

como um potencial alvo terapêutico em diversos tipos de câncer – incluindo o 

de mama – tanto para o tratamento de tumores em estágios mais iniciais 

quanto para aqueles refratários à terapia convencional. Entretanto, este 

trabalho demonstrou que, apesar de EphA2 possivelmente aumentar o risco de 

metástase e diminuir a sensibilidade das células cancerosas ao tamoxifeno, 

esse receptor também pode exercer um papel protetivo em relação à 

progressão de carcinomas mamários positivos para o receptor de estrogênio, 

principalmente em estágios mais iniciais da doença. Dessa forma, é preciso 

aprofundar a investigação dos mecanismos pelos quais EphA2 atua como 

supressor de tumor ou como oncoproteína em câncer de mama luminal A. 

Caso a hipótese de alteração da via de ativação do receptor seja comprovada, 

essa informação deve ser considerada na busca de moléculas que neutralizem 

a ação oncogênica de EphA2. 

 

6.4. PERSPECTIVAS 

Este estudo demonstrou que EphA2 é um alvo em potencial para o 

tratamento do câncer de mama luminal A. Porém, talvez o mais importante seja 

modular a forma pela qual EphA2 é ativado, de modo a prevenir a ativação da 

via não canônica, tida como oncogênica. Para isso, primeiramente o western 

blotting deve ser concluído para comprovar que a proteína do EphA2 está, de 

fato, ausente. Essa etapa já foi iniciada. Entretanto, deve ser incluída a 

utilização de anticorpos primários cujos alvos sejam o EphA2 fosforilado na 

tirosina 588, e fosforilado na serina 897 – que caracteriza a ativação da via 

canônica e não canônica, respectivamente. 

Seria interessante realizar ensaios funcionais de morte celular e ciclo 

celular, para aprofundar o nível de entendimento de como o EphA2 age nas 
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células MCF7. Além disso, a investigação de uma possível alteração de 

expressão de genes envolvidos no metabolismo energético celular também 

seria válida para concluir como a viabilidade celular é impactada por EphA2. 

Para isso, amostras de RNA total foram extraídas dos clones EPHA2 #6 e de 

MCF7 wt, em triplicatas independentes, e enviadas para o estudo de RNAseq. 

7. CAPÍTULO III 

O Capítulo III apresenta o artigo científico, intitulado PBX1: a key 
character of the hallmarks of cancer. Trata-se de uma revisão bibliográfica 

cujo objetivo é entender como o PBX1 atua na carcinogênese, organizando 

suas funções dentro dos hallmarks do câncer (HANAHAN & WEINBERG, 2000; 

HANAHAN & WEINBERG, 2011). De acordo com esse artigo, sugere-se que o 

PBX1 está envolvido com, pelo menos, cinco dos dez hallmarks do câncer: 

sinalização proliferativa sustentada, invasão e metástase, indução de 

angiogênese, resistência à morte celular e desregulação do metabolismo 

energético. A atuação de PBX1 nos outros hallmarks não pode ser descartada, 

uma vez que não há estudos o suficiente que suportem ou descartem um papel 

de PBX1 nesses hallmarks. Todavia, a relação de alguns alvos transcricionais 

de PBX1 com processos inflamatórios promotores de tumor e com o escape do 

sistema imune podem indicar a atuação de PBX1 nessas vias. Esse artigo foi 

publicado na revista Journal of Molecular Medicine (FI 5.606) em setembro de 

2021 e está formatado conforme as normas da revista. 
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Abstract
Pre-B-cell leukemia homeobox transcription factor 1 (PBX1) was first identified as part of a fusion protein resulting from 
the chromosomal translocation t(1;19) in pre-B cell acute lymphoblastic leukemias. Since then, PBX1 has been associated 
with important developmental programs, and its expression dysregulation has been related to multifactorial disorders, includ-
ing cancer. As PBX1 overexpression in many cancers is correlated to poor prognosis, we sought to understand how this 
transcription factor contributes to carcinogenesis, and to organize PBX1’s roles in the hallmarks of cancer. There is enough 
evidence to associate PBX1 with at least five hallmarks: sustaining proliferative signaling, activating invasion and metastasis, 
inducing angiogenesis, resisting cell death, and deregulating cellular energetics. The lack of studies investigating a possible 
role for PBX1 on the remaining hallmarks made it impossible to defend or refute its contribution on them. However, the 
functions of some of the PBX1’s transcription targets indicate a potential engagement of PBX1 in the avoidance of immune 
destruction and in the tumor-promoting inflammation hallmarks. Interestingly, PBX1 might be a player in tumor suppres-
sion by activating the transcription of some DNA damage response genes. This is the first review organizing PBX1 roles 
into the hallmarks of cancer. Thus, we encourage future studies to uncover the PBX1’s underlying mechanisms to promote 
carcinogenesis, for it is a promising diagnostic and prognostic biomarker, as well as a potential target in cancer treatment.

Keywords PBX1 · Cancer hallmarks · Pioneer factor · Biomarker

Introduction

PBX1 encodes the pre-B-cell leukemia homeobox transcrip-
tion factor 1, which belongs to the PBX1-4 family and is an 
important transcription factor that regulates multiple devel-
opmental programs. Since altered expression or mutations 
in loci that encode proteins involved in regulatory networks 
are frequently linked to cancer development and progression, 
as soon as PBX1 was identified in 1990 [1, 2], it started to 
be associated with cancer [3–5].

PBX1 historical features

PBX1 was first named as Prl (pre-B cell leukemia) when its 
homeobox domain was identified as part of the chromosomal 

translocation t(1;19) in pre-B cell acute lymphoblastic leuke-
mias by two independent groups [1, 2]. It was redesigned as 
PBX1 to prevent people from confusing it with the prolactin 
gene, also called PRL [6].

The products of the fusion between E2A and PBX1 genes 
have been associated with malignant cell transformation 
[6–8], cell development [7, 8], cell differentiation [9], prolif-
eration [7, 8], apoptosis [7, 10, 11], and cell immortalization 
[8] — all of them in the context of carcinogenesis. The onco-
genic effects observed in the fusion protein E2a-PBX1 might 
arise from the combination of the homeodomain present in 
the PBX1 portion of the new protein and the transcription 
factor activity of E2a, thus disrupting the regulation of genes 
controlled by PBX1 or its related family members PBX1-4 
[12, 13].

PBX1 functions

The PBX1 gene has over 340 kb and is located at chromo-
some 1q23.3. It encodes for PBX1 protein, a family of highly 
conserved homeodomain proteins (PBX1-4) [14, 15]. The 
homeodomain commonly presents three α helices folded into 
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a globular structure and forms a helix-turn-helix motif with 
typically 60 amino acids responsible for the DNA binding 
activity [16–18]. Once homeodomains are highly conserved, 
responsible for specific DNA-binding and well known for 
functioning as important regulators in developmental pro-
grams (reviewed in [19]), it did not take too long for the 
newly discovered PBX1 gene to become a subject of interest 
itself.

Regarding its regulatory activities, PBX1 was exten-
sively studied as a cofactor that forms heterodimers with 
several Hox homeodomain proteins to bind DNA with high 
specificity and to promote gene transcription [20–24]. Other 
heterodimers involving PBX1 were investigated and PREP1 
and MEIS1 were established as important PBX1 partners in 
regulatory networks [25–28].

However, in the past 20 years, PBX1 has been indicated 
as a pioneer factor. Pioneer factors are special transcription 
factors that can recognize and bind to their specific target 
sites in highly condensed chromatin, remodeling it [29, 
30]. When pioneer factors bind on DNA, they can open the 
chromatin, facilitating additional transcription factors bind-
ing and activating transcription effectively (Fig. 1) [29, 30]. 
They are commonly involved in developmental programs 
and cell fate changes [30]. One of the first indications that 
PBX1 could act as a pioneer factor was brought by Berkes 
et al. [31]. While investigating skeletal muscle differentia-
tion and taking myogenin locus as a model, they suggested 

that Pbx1 would be bound to the myogenin promoter in a 
constitutive manner, and this association would be neces-
sary for MyoD transcription factor to recognize its bind-
ing site in the myogenin promoter and to initiate chromatin 
remodeling [31]. Possibly, Pbx1 recruitment depends on the 
presence of the histone variant macroH2A1.2 [32]. These 
findings were further supported by Maves et al. [33], who 
showed that other members of the Pbx family — Pbx2 and 
Pbx4 — were required to induce fast-muscle development in 
zebrafish. In estrogen receptor-positive breast cancer cells, 
after identifying specific epigenetic markers, PBX1 binds 
on DNA and remodels chromatin, making it more accessible 
and substantially promoting estrogen receptor α transcrip-
tional activity [34, 35].

PBX1 plays critical roles during embryogenesis, organo-
genesis, development, and differentiation. Loss-of-function 
studies in mice showed that Pbx1 is essential since knockout 
embryos were incompatible with life, reaching embryonic 
lethality at around  15th or  16th gestational day [36, 37]. The 
absence of Pbx1 in mice’s embryos impaired kidney devel-
opment due to mesenchymal dysfunction, indicating that 
Pbx1 may act as a key regulator of renal morphogenesis 
[37]. The lack of Pbx1 also led to pancreatic hypoplasia and 
defects in endocrine and exocrine cell differentiation. At the 
same time, heterozygous adult mice showed abnormalities 
in pancreatic islet morphology, reduced levels of circulat-
ing insulin, and impaired glucose tolerance [36]. In another 

Fig. 1  Pioneer factor activity. Pioneer factors can recognize and bind 
on specific DNA target sites in highly condensed chromatin, remod-
eling it and making it more accessible for additional transcription fac-

tors to activate gene transcription. This is a schematic diagram and 
does not correspond to the actual scale
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loss-of-function study, the findings indicate that Pbx1 is 
important for urogenital differentiation and adrenal glands 
organogenesis in a pathway involving the expression of ster-
oidogenic factor-1 [38]. Null mice for Pbx1 also presented 
abnormalities in pharyngeal development with phenotypic 
similarities caused by other mutations in Hox genes, suggest-
ing a possible shared pathway [39].

In humans, a considerable number of clinical cases where 
patients carried potentially pathogenic mutations at PBX1 
locus were reported, indicating crucial roles for PBX1, as 
exemplified by its involvement in human primary testis-
determination [40, 41]. In silico analysis of the variant 
p.Arg235Gln predicts that this PBX1 missense mutation 
in the homeodomain might alter the secondary structure 
of PBX1 [40]. Meanwhile, in vitro cell localization assay 
revealed that this mutation favors PBX1 location in the cyto-
plasm, while its wild-type counterpart generally locates in 
the nucleus [40]. The authors also suggest that this muta-
tion could even impair protein–protein interactions between 
PBX1 and some of its partners [40], leading to gonadal dys-
genesis in 46,XY individuals carrying this mutation. Other 
pathogenic mutations in PBX1 locus were also associated 
with congenital abnormalities of the kidney and urinary 
tract [41–43], asplenia [41], microsplenia [41], bilateral dia-
phragmatic eventration [41], pulmonary hypoplasia [41, 44], 
congenital heart disease or heart malformation [41, 42, 44], 
dysmorphic features [41–44], cryptorchidism [42, 43], bone 
malformation [43, 44], sex reversal (another case of 46,XY 
female) [41], neurological malformation [42], growth retar-
dation [43, 44], global developmental delay [43], and intel-
lectual disability [43, 44]. These finds support a critical and 
essential role of PBX1 in major developmental programs.

PBX1 and cancer

Upregulation of PBX1 is related to tumorigenesis [45], poor 
prognosis [35], poor response to induction therapy [46], and 
resistance to therapy [47]. PBX1 is associated with hemat-
opoietic cancers [48] and solid tumors, such as esophageal 
[49], renal [50], gastric cancers [51], and neuroblastoma 
[46].

Cancer is a group of multifactorial diseases. It involves 
germinative and, mostly, somatic mutations that lead to the 
activation of oncogenes and the inactivation or downregula-
tion of tumor suppressor genes. The nature of these muta-
tions varies from point to chromosomic changes that might 
affect both coding and non-coding regions.

Hanahan and Weinberg, with extensive scientific reviews, 
observed some characteristics shared by almost, if not every 
type of cancer [52, 53]. They called these characteristics the 
hallmarks of cancer. The ten hallmarks of cancer are sustain-
ing proliferative signaling, resisting cell death, activating 
invasion and metastasis, inducing angiogenesis, deregulating 

cellular energetics, evading growth suppressors, avoid-
ing immune destruction, tumor-promoting inflammation, 
genome instability and mutation, and enabling replicative 
immortality [52, 53]. A particular oncogene or tumor sup-
pressor may be involved in one or more hallmarks. Identify-
ing genes involved in cancer’s hallmarks and understanding 
their roles in tumor development and progression may lead 
to advances in cancer diagnosis, prognosis, and treatment.

Although several studies associate PBX1 with specific 
roles in carcinogenesis, to our knowledge, there are no 
reviews that organize the effects of PBX1 as an oncogene 
into the hallmarks of cancer. This review will help to organ-
ize the big picture concerning PBX1 in cancer and encour-
age future studies linking PBX1 and cancer diagnosis, prog-
nosis, and treatment.

PBX1 and the hallmarks of cancer

Sustaining proliferative signaling

It is not a simple task for a normal cell to enter an active 
proliferative state. Normal cells need to receive growth-
promoting signs that are recognized by cell receptors and 
processed through plenty of complex signaling pathways 
that culminate with the regulation of genetic programs 
responsible for promoting proliferation. From the produc-
tion of growth signs by the cell itself, by the surround-
ings, or by an endocrine command, to the final genomic 
expression inside the nucleus, there are highly controlled 
biochemical processes to ensure that the cell will only 
proliferate to maintain homeostasis. On the other hand, 
successfully transformed cells acquire the ability to sus-
tain proliferation by generating their own growth signals, 
stimulating normal cells within the stroma to produce and 
release growth factors, hyperexpressing surface receptors, 
and proliferating independently of external mitogenic 
stimuli [53].

From extensive previous studies, we already know that 
PBX1 acts in proliferation in stem cells and during organo-
genesis [54–57]. This is a good starting point to make us 
question whether PBX1 is involved in cancer cell prolifera-
tion as well.

PBX1 is upregulated in tumors of patients with high-grade 
clear cell renal carcinoma (ccRCC) as well as ccRCC cell lines 
[50]. Further investigation showed that PBX1 is positively 
related to cell viability, proliferation, and cell cycle progres-
sion in ccRCC through JAK2/STAT3 pathway [50]. Through 
BrdU labeling, Park et al. revealed an association between 
PBX1 and proliferation in ovarian and breast cancer cells in 
a Notch3-dependent manner [45]. While studying endocrine 
therapy (ET) resistance in breast cancer, Magnani et al. con-
firmed a role for Notch3-PBX1 pathway in the proliferation 
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of ET-responsive and ET-resistant estrogen receptor-positive 
breast cancer cells [58]. Prostate cancer cells might increase 
proliferation rates through the achievement of androgen-
independent growth through PBX1-HoxC8 heterocomplex 
formation [3]. Gastric carcinoma cell lines also presented a 
significant enhancement in proliferation rates after PBX1 over-
expression, as measured by EdU labeling [59].

In gastric cancer cell lines, He et al. showed that PBX1 
expression enhanced cell proliferation rates and led to a 
higher number of colonies [51]. In esophageal squamous 
cancer cell lines, PBX1 increased cell viability while PBX1 
knockdown decreased cells’ ability to form colonies [60]. 
Furthermore, when injected in nude mice’s armpit, cells 
with PBX1 silencing generated smaller tumors than non-
treated cells [60]. The authors’ suggestion that PBX1 acts on 
proliferation rates might have arisen because it was noticed 
that PBX1 silencing decreased STAT3 and p-STAT3 levels 
[60]. However, one must remember that the STAT3 path-
way is involved in proliferation and cell survival [61–64]. 
In addition, PBX1 leads to cell proliferation in leukemia 
by forming heterodimers with PREP1 and regulating RNF6 
[65]. The authors of this study also suggest that some anti-
leukemia agents might act suppressing PBX1 expression or 
disrupting the association between PBX1 and PREP1, thus 
interfering in RNF6 levels [65].

PBX1 was already associated with estrogen-positive 
breast cancer cell proliferation [34, 58]. Moreover, expres-
sion profiles showed that over 70% of estrogen-induced 
target genes are PBX1-dependent in MCF7 breast cancer 
cells [34]. On the other hand, Wang et al. did not observe 
cell proliferation changes after overexpressing PBX1 in 
MCF10A mammary cells and MDA-MB-231 breast can-
cer cells, suggesting that PBX1 alone would not be able 
to promote tumorigenesis [66]. Nevertheless, MCF10A is 
a mammary fibrocystic cell line, and MDA-MB-231 is an 
estrogen-negative breast cancer cell line. Therefore, in mam-
mary tissues, PBX1 might induce proliferation in estrogen 
receptor-positive breast cancer cells specifically. Through in 
silico analysis, Ao et al. strengthened this hypothesis, dem-
onstrating that PBX1 overexpression was associated with 
estrogen receptor-positive breast cancer and was an indica-
tive of poor prognosis in these patients [67].

We were also interested in the PBX1’s targets roles in 
cancer, since it could lead to an indirect participation of 
PBX1 in tumor development and progression. Thiaville 
et al. performed an integrated analysis overlapping PBX1 
ChIP-chip target loci and PBX1 transcriptome in OVCAR3 
ovarian cancer cell line [68]. Thus, the authors were able to 
identify through in silico analysis the genes in which PBX1 
could bind to their promoters and regulate their expres-
sion in a carcinogenic phenotype. However, the interac-
tions between PBX1 and the potential gene targets were not 
experimentally validated yet. Some of these targets, such as 

BOLA2 [69], FZD2 [70], and LYPLA1 [71], are associated 
with cancer cell proliferation, corroborating with a possible 
role of PBX1 in tumor cell proliferation.

Based on this amount of information, we believe that 
PBX1 is associated with the sustained proliferative signaling 
hallmark of cancer. Among the cited articles, many studies 
were successful in demonstrating that PBX1 is positively 
associated with cell proliferation in different types of cancer 
and might act as an oncogene. Yet, we noticed that in some 
cases, PBX1 could not increase cell proliferation rates by 
itself, requiring one or more partners. To our knowledge, 
there was only one study which found that PBX1 might pre-
sent an inhibitory role in cell proliferation and consequently 
act as a tumor suppressor. It was found in lung cancer cell 
lines [72].

Resisting cell death

Tumor growth is not only driven by sustained proliferation. 
To efficiently expand, cancer cells often acquire the ability to 
evade cell death. Programmed cell death is a natural barrier 
against cancer and it is frequently triggered by stress condi-
tions such as hypoxia, irreparable DNA damage, and over-
expression of oncogenes, often experienced by tumors [53]. 
It is common for high-grade and therapy-resistant tumors to 
present lower apoptotic rates during cancer progression [53].

PBX1 was already associated with cell survival and cell 
death in non-tumoral circumstances. In hair follicle mesen-
chymal stem cells, PBX1 expression reduces mitochondrial-
mediated apoptosis through AKT/GSK3β pathway activa-
tion [55]. However, Pbx1 seems to mediate apoptosis in 
mice’s midface morphogenesis [73].

In carcinogenesis, PBX1 behavior regarding apoptosis is 
also bidirectional. PBX1 is one of the most overexpressed 
loci in Heliobacter pylori-associated gastric carcinoma, and 
overexpression of PBX1 in gastric cancer cell lines signifi-
cantly reduced the apoptosis rate [59]. During the inves-
tigation of the role of PBX1 in prostate cancer cell lines, 
Liu et al. demonstrated that overexpression of PBX1 made 
the cells more resistant to apoptosis, while PBX1 silenc-
ing increased cell death [74]. PBX1 also seems to promote 
cell death resistance in breast cancer [75]. Zhang et al. used 
estrogen receptor-positive and -negative breast cancer cell 
lines to understand the role of PBX1 in breast tumor cell 
apoptosis [75]. After PBX1 silencing, there was an increase 
in cell apoptosis, as measured by flow cytometry and sup-
ported by the higher levels of Bax and by the decrease in the 
anti-apoptotic Bcl-2 levels [75]. Yet PBX1 overexpression 
enhanced apoptosis in acute lymphocytic and promyelocytic 
leukemia cell lines [76].

Although there are not numerous studies regarding 
PBX1-mediated cell death or survival, the literature review 
suggests that PBX1 might have an important oncogenic role 
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in enhancing solid tumor cell survival. In contrast, in non-
solid cancers, PBX1 seems to suppress cancer progression 
by promoting apoptosis. In addition, several of the PBX1’s 
transcriptional targets identified by Thiaville et al. [68], such 
as JOSD1 [77], SERP1 [78], and TNFRSF19 [79], enhance 
cell survival in solid cancer.

Activating invasion and metastasis

In most types of cancer, along with tumor progression, some 
cancer cells that acquired alterations that allow them to 
move out the primary tumor site eventually arise. Next, they 
travel through blood or lymphatic vessels to distant tissues 
to form new colonies. In epithelial cancers, this metastatic 
process relies on alterations that change the neoplastic cell 
morphology from an epithelial phenotype to an accumula-
tion of mesenchymal characteristics [53].

One of the hallmarks with more evidence of PBX1 inter-
ference is the activating invasion and metastasis capabilities. 
In gastric carcinoma tissues, PBX1 increased expression was 
correlated with metastasis [51]. This relation was further 
confirmed with invasion and migration in vitro and in vivo 
experiments [51, 59]. Also, PBX1 overexpression was cor-
related with decreased E-cadherin and increased N-cadherin, 
vimentin, and Snail levels [51]. Morphologically, gastric 
cancer cells acquired mesenchymal characteristics with 
PBX1 overexpression, while cells silenced for PBX1 pre-
sented an epithelial phenotype [51]. Brought together, the 
results obtained by He et al. strongly suggest that PBX1 
takes part in gastric carcinogenesis through the activation of 
invasion and metastasis via epithelial-mesenchymal transi-
tion (EMT) process [51].

In non-small cell lung adenocarcinoma (NSCLC), PBX1 
interacts with PREP1, leading to EMT induction [80]. After 
PBX1 knockdown in A549 cells, an increased E-cadherin 
and a decreased vimentin at mRNA and protein levels were 
observed [80]. PBX1 also exerts a significant role in EMT 
in esophageal cancer cells through the interaction with 
FoxC1 in order to activate ZEB2 expression [49] and con-
sequently repress E-cadherin epithelial marker [81, 82]. 
However, contrary to the mechanism found by Zhu et al. 
in esophageal cancer [49], Risolino et al. demonstrated that 
PREP1-PBX1-mediated EMT does not require transcription 
activation of any E-cadherin suppressors in lung carcinoma 
[80]. In NSCLC, PREP1 and PBX1 can induce EMT by 
enhancing the nuclear accumulation of SMAD3 after TGF-β 
treatment [80]. In a non-tumorous context, PBX1 controls 
another SMAD family member, the SMAD4 [83]. Losa et al. 
studying cleft lip with or without cleft palate, used mice 
with cephalic epithelium-specific Pbx loss to understand the 
morphogenesis and fusion of murine upper lip and primary 
palate [83]. The findings suggest that Pbx1 was associated 
with higher levels of nuclear Smad4 and Snail1 transcription 

to drive the EMT during the midface morphogenesis in mice 
[83]. On the other hand, in liver carcinoma cells, the MEIS2-
PBX1 complex activates the transcription of the E-cadherin 
locus [84], which could act in an opposite way to contribute 
to mesenchymal-epithelial transition.

Data from a meta-analysis on breast cancer expression 
studies was sufficient to make Magnani et al. defend PBX1 
expression as a biomarker for metastasis risk in estrogen 
receptor-positive breast cancers [34]. The same group con-
firmed this result using a public microarray dataset [58]. 
In addition, the metastatic effect seems to arise from the 
NOTCH-PBX1 pathway [58]. Equally important, the 
amplification of the PBX1 locus is partly responsible for its 
overexpression in breast cancer; thus, PBX1 copy number 
variation (CNV) was associated with metastatic progres-
sion and might become a prognostic biomarker [35]. On 
the other hand, Wang et al. found no changes in MCF10A 
and MDA-MB-231 cell lines invasiveness when PBX1 was 
overexpressed [66]. However, the mammary MCF10A cell 
is not a cancer cell line, and MDA-MD-231 is an estrogen 
receptor-negative breast cancer cell. Consequently, the effect 
of PBX1 in breast cancer invasiveness and metastasis might 
be dependent on the estrogen receptor status.

Moreover, many PBX1’s transcription targets, such as 
S100A10, RGC32, and ARPC2 [68], are associated with 
invasiveness, migration, EMT, and metastasis. S100A10 
promotes invasion and enhances breast cancer metasta-
sis ability in vivo [85]. In lung cancer, overexpression of 
RGC32 enhances cell invasion and induces EMT [86]. Treat-
ment of eight different human and mouse cancer cell lines 
with an ARPC2 inhibitor by Yoon et al. demonstrated that 
ARPC2 is associated with cell migration and metastasis 
[87].

Regarding the role of PBX1 in invasion and metastasis, 
there is enough evidence to strongly suggest that PBX1 
contributes to this hallmark of cancer, but in a cancer type-
specific manner. Even for the same tissue, the presence or 
absence of specific biomarkers might affect how PBX1 will 
act in metastasis, as it was observed for estrogen receptor-
positive or -negative breast cancers.

Inducing angiogenesis

During embryogenesis, well-tuned and coordinated pro-
cesses regulate the growth and assembling of the vascu-
lature. In adult tissues, angiogenesis will only occur tran-
siently, and in a very regulated manner in events such as 
wound healing and the female reproductive cycle [53]. How-
ever, just like normal tissues, tumors also require oxygen and 
nutrients supply, and they also evacuate carbon dioxide and 
metabolic wastes. Thus, sooner or later, incipient neoplasias 
need to develop the ability to promote angiogenesis for the 
tumor to grow [52].
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PBX1 was already implicated in the angiogenic process 
in a non-tumor context by interacting with Hox factors [22], 
but few studies looked at tumor cells. In A375 and 397 
human melanoma cells, PBX1 interacts with HoxB7, and 
PBX1 knockdown decreases pro-angiogenic factors angi-
opoietin-2 (Ang-2) and matrix metalloprotease 9 (MMP9) 
at both mRNA and protein levels [5]. The PBX1 silencing 
reduces basic fibroblast growth factor locus (bFGF) tran-
scription, although bFGF protein levels remain unchanged 
[5].

Moreover, several of the PBX1’s transcriptional targets 
suggested by Thiaville et al. [68] are associated with angio-
genesis. TM4SF1 has a role in tumor angiogenesis by induc-
ing vascular maturation [88]. S100A10 promotes angiogen-
esis through the GAS6/AXL pathway in a SRC-dependent 
manner in ccRCC [89]. However, TSC1 acts preventing 
angiogenesis, since its suppression by IKKβ hyperactivates 
mTOR and induces angiogenesis [90].

In Shiraishi’s et al. findings, PBX1 seems like a promis-
ing regulator of angiogenesis during cancer progression [5]. 
Some of the PBX1’s targets engagement in angiogenic pro-
cess support a possible role for PBX1 itself in this hallmark. 
However, more studies are needed to corroborate or refute 
the results obtained by Shiraishi et al. and to understand 
PBX1’s real involvement in tumoral angiogenic signaling 
pathways [5].

Deregulating cellular energetics

During cancer progression, tumor cells must adapt their 
energy metabolism to maintain their cell proliferation rates. 
The most notable change in tumor energetics is the War-
burg effect, in which cancer cells often exchange oxidative 
phosphorylation for aerobic glycolysis, even when there is 
available oxygen in the microenvironment [53, 91].

There is some evidence indicating that PBX1 is involved 
with energetic metabolism in both tumorous and non-
tumorous situations. As neoplastic cells often mimic stem 
cell metabolism, it seems reasonable to investigate whether 
PBX1 regulates energetic metabolism in stem cells, as well 
as in cancer. While studying human hematopoietic stem 
cells (HPSC), Kocabas et al. confirmed that HPSCs present 
higher glycolysis rates than mobilized mononuclear periph-
eral blood (MPB) cells [92]. Lower levels of oxygen con-
sumption and a higher level of lactate production by HPSC 
when compared to MPB cells corroborate that HPSCs rely 
on glycolytic pathways instead of oxidative phosphorylation 
[92]. Further analysis revealed that this glycolytic metabo-
lism might be due to the upregulation of Hif-1α by the coop-
erative interaction between MEIS1, PBX1, and HoxA9 [92].

Wang et al. studied the expression of a set of lipid metab-
olism (LiMe) genes in breast cancer and the contralateral 
unaffected breast (CUB) tissues [66]. The research included 

the investigation of PBX1’s role in lipid metabolism of 
estrogen receptor-negative breast cancer. Thereby, PBX1 
was overexpressed in MDA-MB-231, and it was silenced 
in MDA-MB-453 estrogen receptor-negative breast cancer 
cell lines [66]. The overexpression of PBX1’s increased the 
expression of some LiMe genes, while PBX1 knockdown 
downregulated some LiMe genes of the set [66].

Some of the PBX1’s transcriptional targets indicated by 
Thiaville et al. [68] are implicated in cellular energetics by 
promoting aerobic glycolysis, glutamine metabolism, or by 
altering lipid metabolism. In colorectal cancer, at least two 
of the PBX1’s targets are associated with cellular energetic 
changes: copines-1 (CPNE1) is upregulated and increases 
glycolysis through AKT-GLUT1/HK2 pathway [93], and 
glutamine metabolism is reprogramed by overexpression of 
the glutamate pyruvate transaminase 2 (GPT2) [94]. In cer-
vical cancer, fatty acid-binding protein 5 (FABP5) upregu-
lation increases intracellular fatty acid levels and activates 
NF-κB pathway, leading to lymph node metastasis [95].

PBX1 participation in lipid metabolism changes in breast 
cancer indicates its involvement in the deregulation of cel-
lular energetics hallmark of cancer. PBX1’s targets engage-
ment in cellular metabolism changes support a potential role 
for PBX1 in this hallmark. However, more evidence linking 
PBX1 and cancer energetic metabolism would strengthen 
this proposition.

Evading growth suppressors

To add another layer of complexity in cell growth control, 
not only proliferative stimuli must be present for a cell to 
enter an active cell cycle state. Cells must overcome the 
antiproliferative signal effects that work to promote cellular 
quiescence and homeostasis [52]. Therefore, the disruption 
of anti-growth pathways contributes to the evasion of growth 
suppression.

In lung cancer cells, PBX1 may disrupt cell growth since 
PBX1 silencing increased cell proliferation and colony for-
mation [72]. Gene and protein expression measurements 
suggest that PBX1 might positively regulate p21 and p27 
CDK inhibitors [72]. In this scenario, PBX1 acts as a tumor 
suppressor, thus its loss or downregulation would have a 
role in cancer progression. PBX1 seems to engage in a tri-
meric complex with MEIS1 and HOXA10 to activate p21 
transcription and therefore disrupt the myelomonocytic cell 
cycle [96]. However, PBX1 alone is not sufficient to induce 
p21 expression since HOXA1 was the only participant in 
the trimeric complex that could bind directly to the p21 
promoter and could induce p21 expression by itself [96]. 
Moreover, PBX1 expression decreased p21 protein levels 
in hair follicle mesenchymal stem cells [55], supporting its 
role as a regulator of p21 that might act both activating or 
repressing its expression. Regarding the interaction between 
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PBX1 and p27, to date, no other study that would be able to 
corroborate or contradict the results found by Li et al. could 
be found [72].

Although there is some evidence suggesting that PBX1 
could have a role in disrupting anti-growth signals, there are 
not sufficient studies to make us confident to endorse PBX1 
as a bona fide participant in this hallmark of cancer.

Avoiding immune destruction

Immune surveillance is responsible for recognizing and 
eliminating stressed and transformed cells, therefore helping 
to wipe out nascent tumors and control tumor growth. Thus, 
tumor progression frequently evolves to evade the immune 
response [53]. There are many acquired capabilities for an 
incipient cancer cell to avoid immune destruction. Tumor 
cell–mediated production of chemokines capable of recruit-
ing regulatory T cells (Tregs) or conversing  CD4+ T cells 
into Tregs, production of suppressors cytokines by tumor 
cells or by the stroma, and impaired antigen presentation are 
just some examples [97, 98].

PBX1 was not found associated with immune response in 
a carcinogenic context. Despite that, some studies investi-
gated the participation of PBX1 in the regulation of immune 
components in different situations. While studying embry-
onic liver–derived macrophages from Pbx1−/− and wild-type 
mice stimulated with apoptotic cells, Chung et al. discovered 
that macrophages from Pbx1 null mice secreted significantly 
less interleukin 10 (IL-10) than wild-type macrophages [99]. 
However, when stimulated with lipopolysaccharides (LPS), 
there were no relevant differences between the two groups, 
indicating that Pbx1 might regulate IL-10 production spe-
cifically when induced by apoptotic cells [99]. Importantly, 
IL-10 is an anti-inflammatory cytokine known to induce 
immune tolerance through several mechanisms, including 
by inhibiting and/or controlling other cytokines synthesis, 
inhibiting the full development of immature dendritic cells, 
reducing the levels of some  CD4+ T helper cells and increas-
ing the levels of Tregs [100–102]. In this context, PBX1 may 
contribute to immune system evasion.

On the other hand, PBX1 was also associated with natu-
ral killer (NK) cell development through the regulation of 
Nfil3 [103]. NK cells are lymphocytes of the innate immune 
system and are considered important players in immune sur-
veillance against transformed cells [104, 105]. Apart from 
being able to kill multiple adjacent cancer cells promptly, 
NK cells can also enhance adaptative immune response, 
therefore being essential for controlling tumor progression 
[104, 105]. The involvement on NK cell development could 
make PBX1 an important ally in the fight against cancer. 
In addition to NK cells, PBX1 seems to be important for 
B and T lineages lymphopoiesis. Still, there is no evidence 
whether increased levels of PBX1 would somehow alter 

the development of lymphoid progenitors [106]. Finally, 
the PBX1-d, a particular isoform of PBX1, regulates CD44 
expression directly, besides being associated with lupus sus-
ceptibility, being involved with the production of autoreac-
tive  CD4+ T cells and with a reduction of the regulatory T 
cells pool [107, 108].

Although PBX1 controls IL10 transcription in specific 
conditions, it is also responsible for lymphoid lineages 
development and is related to inflammatory conditions. 
Since PBX1 was not directly correlated with immune 
response pathways in cancer yet, we felt encouraged to look 
at PBX1’s targets that are related to immune response during 
carcinogenesis. One of the PBX1’s targets is the CD46 [68], 
which codifies a complement system component that nega-
tively regulates innate response and whose overexpression 
is associated with many types of cancer such as prostate, 
bladder, and ovarian cancers [109–111].

The absence of information regarding PBX1’s relation 
with immune response specifically during tumorigenesis 
shows that there are not enough elements to associate PBX1 
with escaping the immune destruction hallmark of cancer. 
In spite of that, PBX1 has transcriptional targets related to 
immune system, and these axes deserve to be further inves-
tigated in cancer studies.

Tumor-promoting inflammation

Tumor microenvironment is often infiltrated with the 
immune system’s diverse components, thereby generating 
inflammatory conditions. Immune response is an important 
antitumor mechanism, even though inflammatory processes 
have a paradoxical effect and contribute to tumor progres-
sion in many ways. Inflammation can supply growth and 
survival factors to the tumor, in addition to pro-angiogenic 
factors to the microenvironment and signals that induce the 
activation of epithelial-mesenchymal transition pathways, 
facilitating metastasis [53].

PBX1 is associated with lupus, a complex autoimmune 
disease that presents immune activation, autoantibodies, and 
inflammation processes in multiple tissues [107, 112, 113]. 
Lu et al. demonstrated through gene expression profiles that 
a higher expression of Pbx1-d, a PBX1 isoform, enhanced 
not only the innate immune response, but also the inflam-
matory response [112]. Transgenic expression of Pbx1-d 
in mice increased  CD4+ T cell’s inflammatory functions, 
besides impairing  Foxp3+ Tregs homeostasis [113]. CD44, 
a molecule with bidirectional functions in inflammation, is 
directly regulated by PBX1-d [108]. Although CD44 is a 
known marker of inflammation in different contexts [108, 
114, 115], it is also associated with inflammation response 
suppression [116, 117]. Another way for PBX1 to suppress 
inflammatory responses is through the production of IL-10 
by macrophages stimulated by apoptotic cells [99].
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No studies specifically investigating PBX1-mediated 
inflammatory responses in cancer were found. However, 
we looked at some of the PBX1’s targets participation in 
cancer through the regulation of an inflammatory environ-
ment. Among the PBX1’s targets found by Thiaville et al. 
[68], there is the tuberous sclerosis complex 1 (TSC1) and 
the G-protein-coupled receptor 37 (GPR37), both related to 
inflammatory processes.

TSC1 is a tumor suppressor that acts repressing the 
mTOR pathway and that limits inflammation response. 
TSC1 ablation may lead to inflammatory bowel disease and 
colon cancer [118]. GPR37 is related with several cancers 
such as myeloma [119], gastric [120], and lung cancers [121] 
— although it has controversial roles in cancer progression. 
In lung adenocarcinoma, upregulation of GPR37 is associ-
ated with increased proliferation rates and improved migra-
tion and invasion abilities through the TGF-β/Smad pathway 
[121]. Although inflammation biomarkers were not evalu-
ated, it is possible that the observed effects of proliferation, 
invasion, and migration are consequences of inflammation 
processes, since the TGF-β/Smad pathway enhances inflam-
matory response [122–124]. However, GPR37 seems to act 
as a tumor suppressor in human hepatocellular carcinoma 
(HCC), since low levels of GPR37 are associated with pro-
liferation, cell survival, and poor prognosis in HCC patients 
[125]. As GPR37 might also be critical to the resolution of 
inflammation [126, 127] and to promote macroautophagy 
[128], it could have a bidirectional role in cancer.

In summary, there are only a few researches on the 
PBX1’s role in inflammation and no studies regarding 
PBX1-mediated cancer progression through inflammatory 
pathways. With the association of PBX1 and inflammatory 
response in other scenarios, it would be interesting to inves-
tigate this transcription factor’s role on inflammation in the 
tumor microenvironment.

Genome instability and mutation

Normal cells have a remarkable set of players that detect 
DNA damage and repair it, ensuring a low DNA muta-
tion level. However, it is common for tumor cells to have 
increased mutation rates for several reasons, such as the 
expression of defective caretakers, the loss of these compo-
nents, a higher sensibility to mutagens, and a breakdown in 
the genomic maintenance machinery [53].

PBX1 could engage in this hallmark of cancer by dys-
regulating essential caretakers’ transcription, for exam-
ple. Some of the PBX1’s transcriptional targets found by 
Thiaville et al. [68] are important players in DNA-repair 
mechanisms. FOXO3a induces ATM-mediated DNA dam-
age response in breast and prostate carcinoma cells [129]. In 
an osteosarcoma cell line, hnRNPUL1 associates with NBS1 
and is recruited to DNA damage sites with transcription 

inhibitors [130]. In consequence, PBX1 deregulation could 
improve mutation rates.

Possibly, PBX1 could act in a tumor-suppressive 
manner by improving genome stability through PREP1. 
PREP1 is a tumor suppressor known as a cofactor that 
heterodimerizes with PBX1 to regulate gene transcrip-
tion [27]. Non-tumorous mice cells carrying a hypomor-
phic mutation on Prep1 exhibited increased rates of DNA 
and chromosomal damage, including alterations in DNA 
methylation [131]. These results were further supported 
by Palmigiano et al. who demonstrated that HeLa human 
cancer cells accumulated DNA damage after downregu-
lation of PREP1 [132]. Since PREP1 often require the 
complex formation with PBX1, the loss of PBX1 might 
affect PREP1 activity. However, PBX1’s engagement in 
the maintenance of genomic stability and prevention of 
DNA damage was not investigated in neither researches.

Although there is evidence suggesting a possible role for 
PBX1 as a tumor suppressor by promoting genomic stability 
and preventing mutation, for now, this is only a hypothesis. 
Therefore, a possible and more direct PBX1’s participation 
in this hallmark should be investigated.

Enabling replicative immortality

Normal cells have a limited number of replications. Once a 
cell reaches this limit, it enters in a senescence state [52]. 
To grow a tumor, cancer cells must keep dividing for many 
generations after this limit point. Due to the higher prolif-
eration rates plus possible mutations in tumor suppressors 
and/or in genes important for the cell cycle’s control, instead 
of entering in senescence, cancer cells continue to divide 
for additional generations until they enter in crisis. During 
crisis, most of the transformed cell population dies, and the 
genome instability rises until one of the incipient cancer 
cells acquires the capability to multiply limitlessly [52, 133].

After an extensive search, we could not find any study 
investigating the role of PBX1 in cancer cells’ limitless rep-
licative potential.

Final considerations

Transcription factors that regulate key developmental pro-
grams in early embryogenesis are often associated with 
pathological phenotypes when mutated or dysregulated. 
PBX1 functions include sex determination [40], morpho-
genesis [83], and organogenesis [44]. PBX1 is more strongly 
expressed during fetal development, and mutations or dys-
regulation has severe and pleiotropic outcomes [42, 44]. 
Besides congenital disorders, PBX1 is also associated with 
multifactorial diseases such as Parkinson’s disease [134], 
lupus [107], and many types of cancer [3, 45, 49].
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Through this review, we understood that PBX1 contrib-
utes to at least five of the ten hallmarks of cancer proposed 
by Hanahan and Weinberg [53], supporting PBX1’s role 
as a key player in cancer development and progression by 
acting mostly as an oncogene, but sometimes as a tumor 
suppressor (Fig. 2). In cancer, PBX1 acts promoting prolif-
eration and cell survival, participates in tumor cell invasive-
ness and metastasis, induces angiogenesis, and dysregu-
lates cellular energetic metabolism. PBX1’s engagement in 
cancer development and progression may be even greater, 
since there are not enough studies regarding its involve-
ment in the other hallmarks. Avoiding immune destruction 
and tumor-promoting inflammation are potential hallmarks 
in which PBX1 might act, once some of its transcription 
targets found by Thiaville et al. [68] in ovarian cancer cells 
were associated with them (Fig. 2) [110, 121].

Interestingly, we found some evidence suggesting a pos-
sible role of PBX1 in a tumor-suppressor manner. Although 
it might seem controversial, once most of the evidence 
points to an oncogenic role, as a developmental programs’ 
regulator PBX1 regulates numerous loci simultaneously. In 
addition, PBX1 can heterodimerize and engage in regula-
tory programs with PREP1, a transcription factor which acts 
mostly as a tumor suppressor [27, 132]. Accordingly, further 
researches should help us understand the PBX1’s participa-
tion in each type or subtype of cancer specifically, and to 
consider the global phenotypic changes caused by an altered 
PBX1 expression or pathogenic mutations. Moreover, PBX1 
engagement in cancer progression should be investigated 
not only when PBX1 is carrying pathogenic mutations or 
is dysregulated, but also when its heterodimerization with 
partners such as PREP1 and MEIS1 is compromised.

Fig. 2  PBX1 and the hallmarks of cancer. PBX1 and some of its tran-
scriptional targets contribute to cancer development and progression 
by interfering in at least five of the ten hallmarks of cancer. Outside 
the decagon, in black, the five hallmarks of cancer affected by PBX1: 
sustaining proliferative signaling, resisting cell death, inducing angio-
genesis, activating invasion and metastasis, and deregulating cellular 
energetics. In orange, the hallmarks that are potentially affected by 
PBX1, but which lack sufficient evidence to sustain this hypothesis. 
In blue, the hallmark with no studies involving PBX1. Inside the 

decagon, PBX1 is highlighted in bold when there are studies investi-
gating and supporting its role in that specific hallmark of cancer. The 
other proteins inside the decagon are codified by the potential targets 
of PBX1, which are associated with the specific hallmark. These 
potential targets were found by Thiaville et al. after in silico analysis 
that overlapped PBX1 ChIP-chip target loci and PBX1 transcriptome 
in an ovarian cancer cell line that overexpresses PBX1 [68]. Please 
note that these data were not experimentally validated
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It is not surprising that PBX1 acts pleiotropically on car-
cinogenesis. Just like other transcription factors, PBX1 is 
involved in several cellular signaling pathways. FOXA1, 
for example, was already associated with tumor cell prolif-
eration [135, 136], cell survival [136], angiogenesis [137, 
138], and tumor-promoting inflammation [138]. However, 
FOXA1 may act in a protective manner by preventing tumor 
cell invasion and migration and by suppressing metastasis 
[139–141].

In summary, PBX1 is an active player in many types of 
cancers, mostly in an oncogenic manner. Although there is 
enough evidence linking this transcription factor with sev-
eral of the hallmarks of cancer, PBX1 potentially affects 
other acquired capabilities that lead to cancer development 
and progression. We encourage other researchers to raise 
questions around PBX1’s roles and mechanisms that pro-
mote tumorigenesis, as it could be a potential target in can-
cer treatment.
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8. CAPÍTULO IV 

O último capítulo desta tese destina-se aos resultados obtidos a partir 

dos ensaios envolvendo o silenciamento e a edição de PBX1. Antes da 

submissão de um artigo científico abordando esses resultados, outros ensaios 

serão realizados a fim de enriquecer a investigação.  

 

8.1. RESULTADOS 

8.1.1. O PBX1 é eficientemente silenciado a nível de mRNA com siRNA 

Após 48 horas das transfecções do siPBX1 nas células de câncer de 

mama ER+ MCF7 e ZR-75-1, os níveis de mRNA de PBX1 foram mensurados 

por RT-qPCR e comparados com as células controles, as quais foram 

transfectadas com o siRNA NC. 

A expressão de PBX1 foi reduzida em 82,82% (p < 0,0001) em MCF7 

(Figura 22A), enquanto a redução em ZR-75-1 foi de 77,13% (p < 0,0001) 

(Figura 22B). Esses resultados comprovam a eficiência do siPBX1 e do 

protocolo de silenciamento utilizado nesse estudo. 

 

 
Figura 22: Níveis de expressão relativos de mRNA de PBX1 após 48h decorrentes da 
transfecção de siPBX1 e NC. A: Dados de expressão referentes às transfecções em MCF7. B: 
Dados de expressão referentes às transfecções em ZR-75-1. Para esse ensaio, foi aplicado o 
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teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 
0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 

 

8.1.2. O PBX1 é eficientemente silenciado a nível proteico após tratamento 
com siRNA 

Para confirmar que o PBX1 foi silenciado também em níveis proteicos, 

foi realizado o western blotting (WB) com as proteínas totais extraídas das 

células ZR-75-1 após 24, 48 e 72 horas de transfecção com NC ou siPBX1. A 

expressão desse fator de transcrição pioneiro foi reduzida em 54,9% (p = 

0,00473), 58,22% (p = 0,00373) e 58,42% (p = 0,00748) após 24, 48 e 72 horas 

da transfecção, respectivamente (Figuras 23A e 23B). Infelizmente, não foi 

possível concluir o WB para a linhagem MCF7. Esses resultados mostram que 

o silenciamento de PBX1 por meio de transfecção com siRNA reduz a 

expressão desse gene em níveis proteicos. 

 

 
Figura 23: Níveis de expressão relativa de PBX1 após 24, 48 e 72 horas após a transfecção de 
siPBX1 e NC. A: Exemplo de foto da membrana de WB após revelação. B: Dados de 
expressão referentes às transfecções em ZR-75-1. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de 
Student não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01. 

 

8.1.3. Obtenção de clones potencialmente editados em PBX1 

No dia seguinte às transfecções dos plasmídeos carregando as 

sequências dos gRNAs cujo alvo era o gene PBX1, era possível visualizar, em 

microscópio de fluorescência invertido, células MCF7 com fluorescência verde, 

vermelha, ou de ambas as cores, de modo análogo às transfecções para 

edição de EPHA2 (Figura 14). Após a seleção clonal por meio de FACS, eram 
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obtidos poços em placas de 96 poços com apenas uma célula, a qual 

apresentava ambas as fluorescências, de modo similar ao obtido para a 

seleção dos clones potencialmente editados em EPHA2 (Figura 15). 

Inicialmente, foram recuperados 15 clones com PBX1 potencialmente editado, 

nomeados como PBX1 #1 a PBX1 #15. Todavia, três desses morreram nas 

primeiras semanas (PBX1 #2, PBX1 #9 e PBX1 #15), restando 12 clones 

potencialmente editados. 

 

8.1.4. Sequenciamento dos clones PBX1 

A estratégia de PCR seguida de eletroforese em gel de agarose (Seção 

4.4.1) foi utilizada para a triagem dos clones PBX1 #1 a PBX1 #14 com maior 

potencial de edição. 

Um desses géis, feito para a triagem dos clones PBX1 #1, PBX1 #6 e 

PBX1 #8 foi revelado em fotodocumentador, e é apresentado na Figura 24. O 

clone #8 apresentou o padrão de bandas esperado para células não editadas. 

Sendo assim, foi realizada a purificação e sequenciamento do produto de PCR 

de 455pb. Por sua vez, os clones PBX1 #1 e PBX1 #6 apresentaram um 

padrão de bandas condizente com um maior potencial de edição. Apesar de 

terem aparecido bandas da reação cujo primer forward é interno à região-alvo 

para edição, o tamanho dessas bandas é diferente do esperado para a 

linhagem não editada (205pb). Além disso, para esses clones, a banda de 

455pb aparece dividida em duas bandas, indicando mutações indel distintas 

para cada cromossomo nas células dos clones PBX1 #1 e PBX1 #6. 
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Figura 24: Exemplo de gel de eletroforese para triagem de clones potencialmente editados para 
o gene PBX1. MCF7: o DNA utilizado era proveniente de células MCF7 selvagens. PBX1 #X: o 
DNA utilizado era proveniente do clone #X, sendo 1≤X≤14. CT +1: foram utilizados os primers 
para o fragmento maior de EPHA2 (505pb), como um controle adicional de reação. CT +2: 
foram utilizados os primers para o fragmento maior de PBX1 (455pb). Triagem: foram 
utilizados os primers para o fragmento menor de PBX1 (205pb). CT -1: controle negativo 
utilizando os primers para o fragmento maior de PBX1. CT -2: controle negativo utilizando os 
primers para o fragmento menor de PBX1. Os retângulos em vermelho delimitam as regiões 
contendo os poços destinados às PCRs dos clones PBX1 #1 e PBX1 #6. 

 

Foram feitos géis como esse para todos os clones obtidos, e as 

informações estão resumidas no Quadro 8. Os produtos de PCR de 455pb de 

todos os clones com baixo potencial de edição foram purificados, submetidos à 

reação de sequenciamento, precipitados e sequenciados. Quase todos 

estavam com a sequência inalterada. Para os clones PBX1 #1 e PBX1 #6, os 

fragmentos maiores de PCR foram clonados no vetor pTZ57R/T e o DNA 

plasmidial foi extraído e submetido à PCR, purificação, reação de 

sequenciamento, precipitação e sequenciamento propriamente dito. Apesar de 

ter apresentado potencial de edição baixo, os resultados de sequenciamento 

mostravam que o clone PBX1 #4 havia sido editado. Dessa forma, o produto de 
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PCR de aproximadamente 455pb também foi posteriormente clonado no vetor 

pTZ57R/T antes de prosseguir com as demais etapas para o sequenciamento. 

 
Quadro 8: Resumo das informações obtidas a partir dos géis de eletroforese, e as estratégias 

escolhidas para o sequenciamento dos clones PBX1 #1 a PBX1 #14. 

 

 

O Quadro 9 resume os efeitos da edição nos três clones cujas 

sequências de DNA foram alteradas. Como o clone PBX1 #1 foi selecionado 

para os ensaios funcionais, as edições nas sequências dos cromossomos 

homólogos, bem com as alterações na sequência peptídica podem ser 

visualizadas com mais detalhes na Figura 25. 
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Quadro 9: Efeitos das edições nas sequências de DNA dos clones EPHA2 editados. 
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Figura 25: Edição gênica e alteração peptídica no clone PBX1 #1. A: sequência gênica e 
peptídica da célula antes da edição. A edição foi realizada no éxon 3 do gene PBX1. Ambas as 
sequências de DNA da fita codificante (em cima) e da fita complementar (embaixo) estão 
representadas. Em azul, está a sequência alvo do gRNA, e em rosa a sequência PAM. Os 
triângulos vermelhos indicam os sítios de corte unifilamentar da Cas9 nickase. Acima da 
sequência está a região correspondente da sequência peptídica após a tradução do mRNA, 
sendo que o PBX1 possui, ao todo, 430 aminoácidos. B: edição alcançada nos dois 
cromossomos homólogos na célula MCF7. Nessas imagens, apenas a sequência da fita 
codificante foi apresentada. Todas as alterações nas sequências de DNA e peptídica estão 
sinalizadas em vermelho. No cromossomo homólogo 1, houve uma inserção de 63 
nucleotídeos, gerando um frameshift a partir da posição 115 na proteína e um stop códon 
prematuro na posição 127. A região da sequência que está sublinhada não é traduzida. No 
cromossomo homólogo 2, houve quatro substituições e uma deleção de 35 nucleotídeos, 
gerando um frameshift a partir da posição 109 na proteína e um stop códon prematuro na 
posição 186. 
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8.1.5. PBX1 aumenta a viabilidade de células MCF7, mas não de ZR-75-1 

O PBX1 já foi associado com um aumento da viabilidade celular em 

câncer renal (WEI et al., 2018) e de esôfago (YU et al., 2020). Apesar de 

Magnani et al. (2011) e Magnani et al. (2015) terem sugerido que o PBX1 está 

positivamente associado com a proliferação em células de carcinoma mamário, 

o ensaio utilizado nesses estudos foi o WST-1; logo, seria mais correto inferir 

que o PBX1 está associado com a viabilidade celular. Todavia, nesses estudos 

as células foram cultivadas sob suplementação com estrogênio (MAGNANI et 

al., 2011) ou fator de crescimento epidermal (MAGNANI et al., 2015). Ainda, 

em nenhum desses trabalhos a viabilidade foi verificada em células ZR-75-1. 

Desse modo, primeiramente a viabilidade foi avaliada pelo método da 

resazurina após 24, 48, 72, 96 e 120 horas decorridas da transfecção do 

siPBX1 e do NC em MCF7 e ZR-75-1, sem nenhuma suplementação além do 

FBS (Figura 26). Em MCF7, o silenciamento de PBX1 causou uma redução na 

viabilidade celular em 11,27% (p = 0,01735), 11,57% (p = 0,0419), 16,15% (p = 

0,04291) e 8,31% (p = 0,04723) após 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo celular. 

Por sua vez, não houve diferença significativa na viabilidade celular de ZR-75-1 

em nenhum dos pontos avaliados. Esses resultados sugerem que o PBX1 

aumenta a viabilidade de células de câncer de mama MCF7, mas não de ZR-

75-1. 

 

 
Figura 26: Viabilidade celular relativa após silenciamento do gene PBX1 nas células MCF7 e 
ZR-75-1 em diferentes tempos de cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student 
não pareado. Foi adotado o valor de significância: * p ≤ 0,05. 
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A viabilidade celular também foi avaliada nas células PBX1 #1 após 24, 

48, 72, 96 e 120 horas decorridas do plaqueamento e são apresentadas como 

viabilidade celular relativa ao controle (MCF7 wt) no tempo de 24 horas (Figura 

27). Não foi encontrada diferença significativa entre as viabilidades celulares 

das células editadas e não-editadas. Contudo, é possível notar grandes 

desvios na maioria dos pontos. 

 

 
Figura 27: Viabilidade celular relativa das células editadas no gene PBX1 e das células MCF7 
selvagens em diferentes tempos de cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student 
não pareado. Foi adotado o valor de significância: * p ≤ 0,05. 

 

Era esperado que o resultado do ensaio de viabilidade com as células 

PBX1 #1 validassem os resultados encontrados para o silenciamento de PBX1 

em MCF7, uma vez que ambas as células editadas e silenciadas são 

provenientes da mesma linhagem celular. Entretanto, observa-se uma alta 

variabilidade entre as replicatas independentes nos experimentos com as 

células editadas, sendo interessante aumentar o número de replicatas 

biológicas para reduzir possíveis interferentes. 
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8.1.6. PBX1 não altera a proliferação em câncer de mama subtipo luminal A 

O PBX1 já foi associado com o aumento da proliferação em diversos 

cânceres, como câncer renal (WEI et al., 2018), de ovário (PARK et al., 2008) e 

de mama (PARK et al., 2008). Todavia, o efeito proliferativo de PBX1 não foi 

avaliado em ZR-75-1. Assim, a proliferação celular foi avaliada após o 

silenciamento de PBX1 em células MCF7 e ZR-75-1, bem como após a edição 

do gene PBX1 em MCF7. 

Em relação ao silenciamento de PBX1, não foi observada alteração na 

proliferação de ambas as linhagens MCF7 e ZR-75-1 (Figura 28). 

 

 
Figura 28: Proliferação celular mensurada a partir do método colorimétrico com cristal violeta, 
comparando o número de células MCF7 (à esquerda) e ZR-75-1 (à direita) tratadas com 
siPBX1 ou NC em diferentes tempos de cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de 
Student não pareado. Foi adotado o valor de significância: * p ≤ 0,05. 

 

Quanto à edição de PBX1, também não foi observado diferença 

significativa na proliferação das células PBX1 #1 e das células selvagens 

(Figura 29). Em conjunto, esses dados sugerem que o PBX1 não altera a 

proliferação celular em células de câncer de mama ER+. 
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Figura 29: Proliferação celular comparando o número de células PBX1 #1 e de células MCF7 
wt em diferentes tempos de cultivo. Para esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student não 
pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 0,05. 

 

8.1.7. PBX1 aumenta a capacidade clonogênica em células MCF7 

O PBX1 promove processos de transição epitélio-mesenquimal e 

metástase em câncer gástrico, de esôfago e de pulmão (revisado por VEIGA et 

al., 2021). Todavia, em câncer hepático, PBX1 parece promover a transição 

mesenquimal-epitelial (BJERKE et al., 2011), a qual também é uma etapa 

importante para que as células tumorais consigam colonizar tecidos 

secundários durante o evento metastático. A partir de análises in sílico e de 

expressão em pacientes com câncer de mama ER+, Magnani et al. (2011) e 

Magnani et al. (2015) sugerem que o PBX1 é um biomarcador para o risco de 

metástase. Todavia, não há estudos que validem esses resultados por meio de 

ensaios funcionais. 

Uma vez que o ensaio de capacidade clonogênica mede o potencial das 

células conseguirem crescer e formar colônias sem uma eficiente comunicação 

intercelular, ele também pode sugerir um potencial metastático. Dessa forma, 

esse ensaio foi utilizado para avaliar a capacidade das células silenciadas para 

PBX1 formarem colônias, em comparação com o controle. Ainda, as células 

PBX1 #1 também tiveram sua clonogenicidade avaliada, em comparação com 

as células selvagens.
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O silenciamento de PBX1 levou a uma redução significativa de 12,84% 

(p = 0,0124) na capacidade clonogênica de MCF7 (Figura 30A e 30B), mas não 

teve impacto em ZR-75-1 (Figura 30C). 

 

 
Figura 30: Capacidade clonogênica após o silenciamento de PBX1. A: Fotografias de alguns 
poços dos ensaios de capacidade clonogênica em MCF7. Na região superior da figura, poços 
contendo células de MCF7 transfectadas com o NC. Na região inferior, poços com as células 
transfectadas com siPBX1. Ambas as células foram coradas após 15 dias de cultivo. B: 
Capacidade clonogênica relativa após 15 dias de cultivo de células MCF7 tratadas com NC ou 
siPBX1. C: Capacidade clonogênica relativa após 15 dias de cultivo de células ZR-75-1 
tratadas com NC ou siPBX1. Para esses ensaios, foi aplicado o teste t de Student não pareado 
e foi adotado o valor de significância * p ≤ 0,05. 

 

Para validar os dados obtidos em células MCF7, a capacidade de 

formação de colônias foi avaliada nas células editadas PBX1 #1, as quais 
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apresentaram uma capacidade 20,90% menor (p = 0,0008) do que as células 

selvagens (Figura 31). 

 

 
Figura 31: Comparação da capacidade clonogênica das células PBX1 #1 e das células não-
editadas. A: Fotografias de alguns poços dos ensaios de capacidade de formação de colônias. 
Na região superior da figura, poços contendo células de MCF7 wt. Na região inferior, poços 
com as células editadas. Ambas foram coradas após os 15 dias de cultivo. B: capacidade 
clonogênica relativa após 15 dias de cultivo de células PBX1 #1 e de células MCF7 wt. Para 
esse ensaio, foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valore de 
significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01 e *** p ≤ 0,001. 

 

Esses resultados sugerem que o PBX1 aumenta a capacidade 

clonogênica em células de carcinoma mamário MCF7, mas não em ZR-75-1. 

 

8.1.8. PBX1 aumenta a resistência ao tamoxifeno 

O estudo de Oliveira (2008) indica que o PBX1 pode ser um bom 

candidato a modulador da resposta à terapia com tamoxifeno em câncer de 

mama luminal. Entretanto, não há evidências na literatura que suportem esses 

resultados obtidos por Oliveira (2008). Dessa forma, a sensibilidade ao 

tamoxifeno das células ZR-75-1 foi avaliada após o silenciamento de PBX1, ao 

passo que essa sensibilidade também foi investigada em MCF7 após o 

silenciamento e após a edição de PBX1. 
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Em MCF7, o silenciamento de PBX1 não alterou significativamente a 

sensibilidade das células ao tamoxifeno (Figuras 32A e 32B). Por sua vez, em 

ZR-75-1, após 72 horas de tratamento, as células silenciadas apresentaram 

viabilidade reduzida em 9,93% (p = 0,00236) em relação às células 

transfectadas com NC na concentração de 2,5μM (Figura 32C). Nas demais 

concentrações não houve diferença significativa. Entretanto, como as células 

também apresentaram viabilidade reduzida (em 11,65%, p = 0,00008) para o 

controle negativo com DMSO, no qual há ausência de tamoxifeno, não é 

possível inferir que a diferença observada com a concentração de 2,5μM seja 

em decorrência à exposição do tamoxifeno. Para o tratamento de 96 horas, a 

diferença na viabilidade celular se manteve significativa apenas para a 

concentração de 2,5μM (p = 0,01279) (Figura 32D). Contudo, a falta de 

significância na concentração de 5μM – a qual não gerou uma queda 

importante na viabilidade celular –, somada aos resultados das replicatas 

biológicas dos tratamentos de 72 horas sugerem que o PBX1 não está 

modulando a resposta ao tamoxifeno. 

 
Figura 32: Viabilidade celular relativa das células transfectadas com NC ou siPBX1 e tratadas 
com diferentes concentrações de tamoxifeno. Viabilidade em MCF7 após 72 (A) e 96 horas (B) 
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de tratamento. Viabilidade em ZR-75-1 após 72 (C) e 96 horas (D) de tratamento. O tratamento 
foi aplicado 24 horas após a transfecção. Para esses ensaios, foi aplicado o teste t de Student 
não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, 
**** p ≤ 0,0001. 

 

Em relação às células editadas, houve uma redução de viabilidade das 

células PBX1 #1 em 16,17% (p = 0,00002), 20,11% (p = 0,00016) e 24,34% (p 

= 0,00001) em relação às células selvagens nas concentrações de 2,5μM, 5μM 

e 10μM, respectivamente, após 72 horas de tratamento (Figura 33). 

Possivelmente, as concentrações de 20μM e 40μM são altas o suficiente para 

ultrapassar a resistência adquirida e reduzir a viabilidade de ambas as células 

sem diferença significativa (Figura 33). Entretanto, as células editadas também 

apresentaram uma queda na viabilidade em 10,29% (p = 0,00142) quando 

comparadas à MCF7 wt no controle negativo, onde apenas DMSO era 

adicionado como tratamento (Figura 33). Para um tratamento um pouco mais 

prolongado, de 96 horas, a diferença na viabilidade celular se manteve 

significativa nas concentrações de 5μM (p = 0,02999) e 10μM (p = 0,00646). 

 

 
Figura 33: Viabilidade celular relativa das células editadas no gene PBX1 e das células MCF7 
wt em 72 e 96 horas de tratamento com diferentes concentrações de tamoxifeno. Para esse 
ensaio, foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de 
significância: * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 
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Apesar dos resultados mostrarem diferença significativa na viabilidade 

relativa para o tratamento controle (DMSO) em 72 horas, o alto nível de 

significância observado nas concentrações de 2,5μM a 10μM, somados à 

constância da significância nas concentrações de 5μM e 10μM após 96 horas 

de tratamento sugerem que o PBX1 aumenta a resistência ao tamoxifeno em 

MCF7. 

A aparente controvérsia entre os resultados observados nos 

experimentos de silenciamento e de edição de PBX1 em MCF7 podem ser 

decorrentes da atuação do PBX1 residual em células MCF7 silenciadas, uma 

vez que as células silenciadas mantiveram aproximadamente 20% dos níveis 

de mRNA de PBX1 (Figura 22A). Sendo assim, seria interessante aplicar a 

tecnologia CRISPR/Cas9 também em ZR-75-1. 

Os resultados obtidos com o ensaio de viabilidade celular na presença 

de tamoxifeno sugerem que PBX1 pode ser um importante modulador da 

resposta à essa terapia-alvo, atuando de modo a aumentar a resistência de 

células tumorais à medicação. 

 

8.1.9. Expressão de genes potencialmente regulados por PBX1 

A expressão de alguns genes potencialmente regulados por PBX1, 

direta ou indiretamente, também foi investigada após 48 horas da transfecção, 

nos ensaios de silenciamento de PBX1, e em células com esse gene editado. 

Na revisão de Veiga et al. (2021), foi levantada a hipótese de que PBX1 

poderia estar atuando em células tumorais na evasão do sistema imune e na 

promoção de processos inflamatórios. Uma vez que já foi encontrada uma 

correlação positiva entre PBX1-d, uma isoforma de PBX1 associada ao lupus, e 

a expressão de CD44 em um contexto não carcinogênico (NIU et al., 2017), 

verificou-se se uma relação similar se repetia em células tumorais mamárias. 

Em células ZR-75-1, o silenciamento de PBX1 levou a uma redução 

significativa de 24,59% (p < 0,0001) na expressão de CD44, corroborando com 

os dados encontrados por Niu et al. (2017) (Figura 34A). Em MCF7, apesar do 
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silenciamento não ter alterado a expressão de CD44 (Figura 34B), a edição de 

PBX1 reduziu em 68,35% (p = 0,0004) (Figura 34C). É possível que, em MCF7, 

a proteína PBX1 seja mais estável do que em ZR-75-1. Desse modo, apesar do 

silenciamento reduzir significativamente a expressão do mRNA de PBX1 

(Figura 22A), a proteína ainda estaria suficientemente presente nas células 

silenciadas, o que explicaria os resultados contraditórios entre silenciamento e 

edição de PBX1 em MCF7. Ainda, é possível notar que há uma grande 

variabilidade da expressão de CD44 em MCF7 com PBX1 silenciado, o que 

poderia indicar algum problema durante o ensaio. 

 Em conjunto, esses resultados sugerem que PBX1 participa 

positivamente da regulação de CD44 em câncer de mama. 

 

 
Figura 34: Expressão relativa de CD44 em células com PBX1 silenciado ou editado. A: 
silenciamento em ZR-75-1. B: silenciamento em MCF7. C: edição em MCF7. Para esse ensaio, 
foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 
0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 

 

Ainda seguindo a hipótese de que PBX1 influenciaria na evasão do 

sistema imune e na promoção de inflamação em um contexto carcinogênico, a 

expressão de CD46 também foi avaliada. O CD46 é um componente do 

sistema complemento que regula negativamente a resposta imune inata, e sua 

super expressão já foi associada com alguns tipos de câncer (revisado por 

Veiga et al. 2021). Além disso, o gene CD46 é um alvo transcricional predito de 

PBX1 (LACHMANN et al., 2010; THIAVILLE et al., 2012; ROUILLARD et al., 

2016). O silenciamento de PBX1 em ZR-75-1 resultou em uma queda de 
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39,04% (p < 0,0001) na expressão de CD46 (Figura 35A). No entanto, PBX1 

não causou alteração significativa em MCF7 (Figuras 35B e 35C). 

Esses resultados sugerem que o silenciamento de PBX1 está associado 

à redução da expressão de CD46 em ZR-75-1, mas não em MCF7. 

 

 
Figura 35: Expressão relativa de CD46 em células com PBX1 silenciado ou editado. A: 
silenciamento em ZR-75-1. B: silenciamento em MCF7. C: edição em MCF7. Para esse ensaio, 
foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 
0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 

 

A expressão de CDKN1A também foi investigada. Esse gene codifica a 

proteína p21, que é um inibidor de ciclinas e exerce papel fundamental no 

controle do ciclo celular (WEINBERG, 2014). CDKN1A é um alvo transcricional 

de PBX1 (LACHMANN et al., 2010; ROUILLARD et al., 2016), e essa possível 

interação já foi sugerida em linfoma (BROMLEIGH & FREEDMAN, 2000), 

câncer de ovário (THIAVILLE et al., 2012) e de pulmão (LI et al., 2014). 

Na linhagem ZR-75-1, o silenciamento de PBX1 reduziu a expressão de 

CDKN1A em 11,37% (p = 0,0263) (Figura 36A). Porém, não houve alteração 

na expressão de CDKN1A em MCF7 (Figuras 36B e 36C). Logo, os resultados 

indicam que o PBX1 pode estar aumentando a expressão de CDKN1A em ZR-

75-1, mas não em MCF7. 
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Figura 36: Expressão relativa de CDKN1A em células com PBX1 silenciado ou editado. A: 
silenciamento em ZR-75-1. B: silenciamento em MCF7. C: edição em MCF7. Para esse ensaio, 
foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foram adotados os valores de significância: * p ≤ 
0,05. 

 

Também foi avaliada a expressão de SPINT2, o qual já foi apontado 

como um alvo transcricional de PBX1 (LACHMANN et al., 2010; THIAVILLE et 

al., 2012; ROUILLARD et al., 2016). SPINT2 exerce atividades supressoras de 

tumor em câncer gástrico (DONG et al., 2010), de esôfago (YUE et al., 2014), 

renal (MORRIS et al., 2005) e de pulmão (MA et al., 2019). Todavia, em câncer 

de mama, Wu et al. (2021) apontam que a expressão de SPINT2 está 

aumentada e está associada a piores prognósticos. Ainda, Magnani et al. 

(2013) encontraram uma co-expressão entre PBX1 e SPINT2 em MCF7. 

Quando a expressão de SPINT2 foi investigada em ZR-75-1, houve 

redução de expressão significativa de 33,9% (p = 0,0451) a nível de mRNA 

após o silenciamento de PBX1 (Figura 37A), em conformidade com os dados 

encontrados por Magnani et al. (2013). Por sua vez, o silenciamento de PBX1 

em MCF7 não alterou a expressão de SPINT2 (Figuras 37B). Curiosamente, a 

edição do gene PBX1 levou a um aumento de expressão de SPINT2 (p = 

0,0451) em 2,47 vezes (Figuras 37C), em oposição aos resultados previamente 

apresentados por Magnani et al. (2013). Esses resultados sugerem uma 

complexa regulação de SPINT2 por PBX1 em câncer de mama, que 

provavelmente envolve outros fatores e co-fatores. 
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Figura 37: Expressão relativa de SPINT2 em células com PBX1 silenciado ou editado. A: 
silenciamento em ZR-75-1. B: silenciamento em MCF7. C: edição em MCF7. Para esse ensaio, 
foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foi adotado o valor de significância: * p ≤ 0,05. 

 

O último alvo investigado foi o gene STK4, o qual codifica para a 

proteína serina/treonina quinase 4 (STK4, também conhecida como MST1). 

Esse gene é considerado um alvo transcricional de PBX1 (LACHMANN et al., 

2010; THIAVILLE et al., 2012; ROUILLARD et al., 2016), e sua expressão é 

positivamente correlacionada com a de PBX1 em células de câncer de mama 

MCF7 (MAGNANI et al., 2013). No contexto carcinogênico, a STK4 age como 

supressora de tumor em diversos tipos de câncer, como de próstata (HSU et 

al., 2014), cervical (MORGAN et al., 2020) e de tireoide (PENG et al., 2022) por 

meio da ativação da via Hippo. 

Em ZR-75-1, o silenciamento de PBX1 promoveu redução significativa 

de 34,33% (p < 0,0001) na expressão de STK4 (Figura 38A), enquanto em 

MCF7 a expressão desse gene foi reduzida em 12,78% (p = 0,0187) (Figura 

38B), corroborando com os resultados encontrados por Magnani et al. (2013). 

Entretanto, apesar da edição de PBX1 ter reduzido em 34,46% a expressão de 

STK4, esses resultados não foram considerados significativos (p = 0,0721) 

devido ao alto desvio padrão (Figura 38C). 

 Em conjunto, esses resultados sugerem que PBX1 participa 

positivamente da regulação de STK4 em câncer de mama. 
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Figura 38: Expressão relativa de STK4 em células com PBX1 silenciado ou editado. A: 
silenciamento em ZR-75-1. B: silenciamento em MCF7. C: edição em MCF7. Para esse ensaio, 
foi aplicado o teste t de Student não pareado. Foi adotado o valor de significância: * p ≤ 0,05, ** 
p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001, **** p ≤ 0,0001. 

 

8.1. DISCUSSÃO 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais incidente no mundo (SUNG 

et al., 2021). No Brasil, são estimados mais de 66 mil novos casos dessa 

neoplasia em 2022 (MS/INCA, 2019). Dos subtipos imunoistoquímicos, o 

luminal A é o mais frequente, sendo responsável por quase 75% dos casos de 

câncer de mama (ACS, 2019). Apesar de ter um bom prognóstico e ter terapia-

alvo para esse subtipo de carcinoma mamário, o seu tratamento enfrenta um 

importante obstáculo: o desenvolvimento de resistência, por uma parcela 

significativa dos tumores, às diferentes hormonioterapias, incluindo o 

tamoxifeno (revisado em BARAZETTI et al., 2021). Logo, faz-se necessária a 

busca por novos alvos terapêuticos para tratar os tumores refratários.  

O PBX1 é um fator de transcrição pioneiro que já foi associado com 

diversos hallmarks do câncer (revisado por VEIGA et al., 2021) e, de acordo 

com Oliveira (2018), esse PF pode ser um modulador da resposta ao 

tamoxifeno no tratamento de carcinoma de mama luminal. Sendo assim, o 

presente trabalho se propôs a tentar validar, funcionalmente, os resultados in 

sílico de Oliveira (2018). Ainda, ensaios adicionais de viabilidade, proliferação 

celular e capacidade clonogênica foram conduzidos para enriquecer a 

compreensão global de como o PBX1 atua em câncer de mama subtipo luminal 

A.  
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Em relação à viabilidade celular, ensaios de silenciamento indicaram que 

o PBX1 aumenta a viabilidade de MCF7, mas não de ZR-75-1. No entanto, em 

um estudo anterior, Zhang et al. (2017) demonstraram que PBX1 aumenta a 

viabilidade de células da linhagem ZR-75-1. O silenciamento de PBX1 em 

células de câncer renal (WEI et al., 2018) e de próstata (LIU et al., 2019) 

também levaram a uma diminuição da viabilidade celular.  Contudo, com base 

nos resultados do silenciamento de PBX1 em MCF7, era esperado que as 

células selvagens fossem mais viáveis do que as células PBX1 #1, as quais 

foram editadas em PBX1. Todavia, foi verificada uma alta variabilidade entre as 

replicatas nos ensaios com as células editadas. Como os testes de viabilidade 

podem indicar tanto alteração nos processos metabólicos quanto nas taxas de 

morte celular ou proliferação, esta também foi investigada.  

O PBX1 já foi positivamente associado com a proliferação celular em 

diversos tipos de câncer, tais como o renal (WEI et al., 2018), de ovário e de 

mama (PARK et al., 2008). Por outro lado, Li et al. (2014) demonstraram que o 

PBX1 inibe a proliferação de células de câncer de pulmão. Entretanto, no 

presente trabalho não foi detectada nenhuma diferença significativa na taxa de 

proliferação das células silenciadas ou editadas em PBX1 em comparação às 

células controle. Wang et al. (2017) também não encontraram diferença na taxa 

de proliferação de células de câncer de mama triplo-negativas após a indução 

da expressão de PBX1. Ainda, foi possível demonstrar que o PBX1 aumenta a 

capacidade das células MCF7 em formar colônias, mas não altera a 

capacidade clonogênica de ZR-75-1. Zhang et al. (2017), por sua vez, sugerem 

que o PBX1 aumenta a capacidade clonogênica de ZR-75-1. 

Além disso, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o PBX1 

aumenta a resistência de MCF7 ao tamoxifeno. Os resultados aparentemente 

controversos entre os dados de silenciamento e de edição sugerem que 

mesmo uma baixa concentração de PBX1 residual pode ser o suficiente para 

reduzir a sensibilidade da célula tumoral ao tamoxifeno. Tendo em vista essa 

hipótese, seria interessante também editar o PBX1 em ZR-75-1, para entender 

se esse mesmo comportamento se repete em outra linhagem de células de 

câncer de mama luminal A. Apesar do PBX1 já ter sido associado 
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positivamente com a resistência à quimioterapia a base de platina em câncer 

de ovário (JUNG et al., 2016) e à radioterapia em câncer de esôfago (YU et al., 

2020), não foi encontrado na literatura nenhum estudo que investigasse o papel 

de PBX1 na resistência ao tamoxifeno. 

Em relação aos alvos transcricionais em potencial de PBX1, todos foram 

confirmados como positivamente regulados, direta ou indiretamente, por esse 

PF em ZR-75-1. Dos cinco alvos testados, apenas CD46 é tido como um 

oncogene (SUROWIAK et al., 2006; MACIEJCZYK et al., 2011; ELVINGTON et 

al., 2020). CDKN1A, SPINT2 e STK4 são reconhecidos supressores de tumor 

(WEINBERG, 2014; MA et al., 2019; PENG et al., 2022), e CD44 é associado 

tanto com funções oncogênicas quanto supressoras de tumor (NAOR et al., 

2002; LOUDERBOUGH & SCHROEDER, 2011). Curiosamente, nas células 

MCF7 com PBX1 editado, também houve regulação de SPINT2, mas de forma 

oposta, ou seja, PBX1 diminui a expressão de SPINT2 em MCF7 enquanto 

aumenta em ZR-75-1. Tais diferenças na regulação da expressão desses 

genes alvo poderia explicar, parcialmente, como o PBX1 atua de maneira mais 

oncogênica em MCF7. Entretanto, essa visão é muito simplista, uma vez que 

foi avaliada a expressão de poucos genes que participam de vias distintas. 

Ainda, é possível notar uma grande variabilidade na expressão de alguns dos 

genes alvo em MCF7, tanto nos ensaios de silenciamento quanto de edição. 

Assim, seria interessante aumentar o número de replicatas. 

Em conjunto, os resultados desse trabalho indicam que PBX1 atua de 

forma oncogênica em MCF7, aumentando a viabilidade celular, a capacidade 

clonogênica e a resistência ao tamoxifeno. No entanto, este comportamento 

não se repete em ZR-75-1, possivelmente em decorrência de diferenças nos 

programas transcricionais ativados por PBX1 em cada linhagem.  

Conforme indicado no artigo do Capítulo III, o PBX1 está envolvido com 

diversos processos carcinogênicos. Contudo, os resultados apresentados no 

Capítulo IV sugerem que esse PF pode atuar de maneira diferente em um 

mesmo subtipo oncológico. Sendo assim, estudos mais aprofundados sobre os 
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mecanismos de atuação de PBX1 em câncer de mama luminal A devem ser 

conduzidos para validar essa proteína como um potencial alvo terapêutico. 

 

8.2. CONCLUSÕES 

O câncer de mama é o câncer mais incidente no mundo (SUNG et al., 

2021), com um risco estimado de 61,61 novos casos no Brasil para cada 100 

mil mulheres (MS/INCA, 2019). Carcinomas mamários que expressam o 

receptor de estrogênio são os mais frequentes e se beneficiam da terapia 

hormonal ACS, 2019). Contudo, dada a característica contínua e prolongada 

desse tipo de tratamento, é comum o surgimento de células tumorais 

resistentes à medicação. Dessa forma, a busca por novos alvos terapêuticos é 

incessante. 

O PBX1 é um fator de transcrição pioneiro que já foi associado com 

diversos hallmarks do câncer (revisado por VEIGA et al., 2021). Oliveira (2018) 

indicou esse PF, por meio de investigações in sílico, como um possível 

modulador do tamoxifeno. Todavia, os resultados do Capítulo IV desse trabalho 

sugerem que não seriam todos os tumores luminais que se beneficiariam de 

tratamento com inibidor de PBX1. Entender o mecanismo de atuação de PBX1 

em MCF7 que leva ao fenótipo de resistência ao tamoxifeno pode ajudar a 

encontrar alvos mais promissores. Sendo assim, é preciso investigar de 

maneira mais integral os genes e proteínas que interagem com PBX1 em 

diferentes linhagens celulares. 

 

8.3. PERSPECTIVAS 

Por meio desse estudo, foi possível validar o PBX1 como um oncogene 

que aumenta a viabilidade celular, a capacidade clonogênica e a resistência de 

células MCF7 ao tamoxifeno. Contudo, uma vez que a viabilidade celular não 

foi influenciada pelas taxas de proliferação, seria interessante investigar se o 

PBX1 atua no ciclo ou na sobrevivência celular. Além disso, é preciso concluir 

os ensaios de western blotting com as células PBX1 #1 para validar se a 

edição de PBX1 resultou em nocaute gênico, de fato. 
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Além disso, foi possível identificar que PBX1 aumenta a expressão de 

conhecidos supressores de tumor em ZR-75-1. Contudo, para entender como 

essas alterações vão impactar na fisiologia celular é necessário aprofundar o 

estudo. Futuramente, seria interessante utilizar a tecnologia CRISPR/Cas9 

para editar o gene PBX1 também em ZR-75-1, para entender se uma 

quantidade residual da proteína ainda exerce impactos importantes para a 

carcinogênese. 

Assim como para EPHA2 #6, amostras de RNA total de PBX1 #1 e de 

MCF7 wt também foram extraídas em triplicatas independentes e enviadas 

para o estudo de RNAseq. Com isso, será possível uma análise aprofundada 

da modificação no perfil de expressão gênica em células editadas, em 

comparação às selvagens. Caso a edição de PBX1 também seja efetuada em 

ZR-75-1, seria bastante enriquecedor realizar o RNAseq também para essa 

linhagem, permitindo a comparação entre os perfis transcricionais das duas 

linhagens.  
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APÊNDICE 1 – RESUMO DE ATIVIDADES REALIZADAS 

 

 Além das atividades que compõem esse projeto de pesquisa, diversas 

outras foram realizadas durante o período do curso de Doutorado. Participei de 

um projeto para a classificação molecular de tumores mamários por 

espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier, bem como em 

um projeto sobre o câncer de mama e a via das lectinas. Coorientei um 

trabalho de conclusão de curso, fui membro de banca avaliadora de curso de 

extensão, de iniciação científica e de iniciação científica júnior. Também 

apresentei e participei de trabalhos apresentados em eventos científicos. 

Ainda, fui representante discente, ministrei cursos e palestras, fui discente em 

cursos de curta duração e participei da organização de eventos. 

 

ARTIGOS PUBLICADOS 

I. From Micro to Long: Non-Coding RNAs in Tamoxifen Resistance of 

Breast Cancer Cells (Cancers (Basel), 2021, FI 6,575). 

Fui coautora neste artigo de revisão, cuja primeira autoria é da MSc. 

Jéssica Fernanda Barazetti, e fui responsável por parte das análises e escrita 

do artigo. 

DOI: 10.3390/cancers13153688 

 

II. PBX1: a key character of the hallmarks of cancer (Journal of Molecular 

Medicine (Berlin, Germany), 2021, FI 5,606). 

Fui a primeira autora desse artigo de revisão, sendo responsável pela 

escrita, revisão e edição do artigo. 

DOI: 10.1007/s00109-021-02139-2 
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ARTIGO SUBMETIDO 

I. Targeting EphA2: a promising strategy to overcome chemoresistance 

and drug resistance in cancer (International Journal of Molecular Sciences, FI 

6,208). 

Sou a primeira autora desse artigo de revisão, sendo responsável pela 

escrita, revisão e edição do artigo. 

 

ARTIGOS A SEREM ESCRITOS 

Os resultados experimentais, descritos nos Capítulos II e IV dessa Tese, 

ainda não foram submetidos para publicação em nenhuma revista científica 

porque entendemos que alguns experimentos precisam ser concluídos e outros 

incluídos no estudo. Com esses dados, serão produzidos dois artigos: um 

referente aos resultados de análises com EphA2, e outro com PBX1. 

 

CAPÍTULO DE LIVRO PUBLICADO 

I. Regulation of Immune Cells by microRNAs and microRNA-Based 

Cancer Immunotherapy (Springer, 2022). 

Sou a primeira autora desse capítulo, publicado no livro Systems Biology 

of MicroRNAs in Cancer, pela Springer. Fui uma das responsáveis escrita e 

edição do capítulo. 

DOI: https://doi.org/10.1007/978-3-031-08356-3_3 

 

TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS POR ALGUM DOS AUTORES 

I. VEIGA, R. N.; OLIVEIRA, K. G.; PEREIRA, I. T.; DALLAGIOVANNA, 

B.; OLIVEIRA, J. C.; CASTRO, M. A. A.; GRADIA, D. F. EPHA2 and 

PBX1 mediate FGFR2 signaling and modulate tamoxifen 

responsiveness in estrogen receptor positive breast cancers. XXXII 

Congresso Brasileiro de Genética Médica, 2021. 
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II. CARVALHO, T. M.; VEIGA, R. N.; CUPERTINO, S. E. S.; ALENCAR, 

N. M.; RODRIGUES, A. C.; BOLDT, A. B. W.; GRADIA, D. F.; 

RIBEIRO, E. M. S. F. Análise de associação entre polimorfismos do 

gene MASP2 e o câncer de mama esporádico. XXXII Congresso 

Brasileiro de Genética Médica, 2021. 

III. ALENCAR, N. M.; CARVALHO, T. M.; VEIGA, R. N.; MATHIAS, C.; 

RODRIGUES, A. C.; BOLDT, A. B. W.; GRADIA, D. F. Estudo de 

associação de polimorfismo dos genes FCN1 e MASP2 via das 

lectinas do sistema complemento em câncer de mama. XII Simpósio 

Sul de Imunologia, 2019. 

IV. OLIVEIRA, K. G.; VEIGA, R. N.; OLIVEIRA, J. C.; GRADIA, D. F.; 

CASTRO, M. A. A. EPHA2 and PBX1 mediate FGFR2 signalling and 

modulate tamoxifen responsiveness in luminal A and B breast 

cancers. Genética 2019 - 65th Brazilian Congress of Genetics, 2019. 

V. POWROSNEK, LETICIA C. B.; CONINCK, JOSE CARLOS P.; 

ANTONIASSI, MARCELO; KAMIKAWACHI, RICARDO C.; VEIGA, 

RAFAELA N.; DE OLIVEIRA, JAQUELINE C. Cell Lines Molecular 

Classification by FT-IR Spectroscopy Using the Recurrence 

Quantification Analysis (RQA) Technique. In: 2019 SBFoton 

International Optics and Photonics Conference (SBFoton IOPC), 

2019, Sao Paulo. 2019 SBFoton International Optics and Photonics 

Conference (SBFoton IOPC), 2019. 

 

COORIENTAÇÃO EM TRABALHO DE CONCLUSÃO DE CURSO 

Fui coorientadora da acadêmica Fernanda V. Telechi em seu Trabalho 

de Estágio Curricular – Monografia do Curso de Ciências Biológicas – 

Bacharelado, da Universidade Federal do Paraná, intitulado “Estudo da 

ocorrência da síndrome de li-fraumeni na população do Paraná”, sob 

orientação da Prof. Daniela Fiori Gradia. 
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PARTICIPAÇÃO EM BANCAS 

I. Membro da Banca Avaliadora de Trabalhos apresentados durante a 7ª Feira 

de Ciências Júnior da PUCPR. 2022. Pontifícia Universidade Católica do 

Paraná. 

II. Participação em banca de Rosimeri Sabim Batista. Trabalho intitulado: 

Dificuldades e metodologias no ensino - aprendizagem da genética: revisão 

bibliográfica. 2019. Monografia (Aperfeiçoamento/Especialização em 

Especialização em Genética para Professores do Ensino Médio) - Universidade 

Federal do Paraná. 

III. Membro da Banca Avaliadora de Trabalhos apresentados durante a 11ª 

SIEPE: Semana Integrada de Ensino, Pesquisa e Extensão. 2019. 

Universidade Federal do Paraná. 

 

CURSOS E AULAS MINISTRADOS / MONITORIA 

I. Carcinogênese e Oncologia Clínica. 2021. (Curso de curta duração 

ministrado na Faculdade ILAPEO). 

II. Carcinogênese e Oncologia Clínica. 2021. (Curso de curta duração 

ministrado nas Faculdades Integradas Camões, 2º semestre). 

III. Carcinogênese e Oncologia Clínica. 2021. (Curso de curta duração 

ministrado nas Faculdades Integradas Camões, 1º semestre). 

IV. Carcinogênese e Oncologia Clínica. 2020. (Curso de curta duração 

ministrado nas Faculdades Integradas Camões). 

V. Biologia do Câncer. 2019. (Curso de curta duração ministrado no 

XXIX Ciclo de Atualizações em Ciências Biológicas). 

VI. Biologia do Câncer. 2019. (Curso de curta duração ministrado no XII 

Curso de Inverno de Genética). 

VII. Genética Molecular I. 2019. (Curso de curta duração ministrado no 

REMendel2019: Aprendendo e Ensinando Genética). 
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VIII. Monitoria em REMENDEL 2018: revisitando a Genética Clássica. 

(Universidade Federal do Paraná). 

 

 

PALESTRAS MINISTRADAS 

I. CRISPR: A Revolução na Engenharia Genética. 2020. XLIII Semana 

de Biologia da UFJF. 

II. CRISPR/Cas9 como Ferramenta para Nocaute Gênico em Células 

Humanas. 2019. XXIX Ciclo de Atualizações em Ciências Biológicas. 

III. CRISPR como uma ferramenta para nocaute gênico em estudos de 

células humanas. 2019. XII Curso de Inverno de Genética. 

 

FORMAÇÃO COMPLEMENTAR 

 Cursos realizados durante o período do curso de Doutorado: 

I. Minicurso Terapia Gênica. (Carga horária: 2h) - Universidade Federal 

de Mato Grosso, UFMT, Brasil. 2020. 

II. Ferramentas de Biologia Molecular para Estudos de Função Gênica. 

(Carga horária: 15h) - Instituto Carlos Chagas, ICC, Brasil. 2020. 

III. I Curso de Atualização em Genética Médica. (Carga horária: 20h) - 

Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil. 2020. 

IV. Minicurso Da citogenética à citogenômica. (Carga horária: 2h) - 

Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil. 2020. 

V. Minicurso Genética para não-geneticistas. (Carga horária: 2h) - 

Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil. 2020. 

VI. Minicurso Política Nacional de Doenças Raras. (Carga horária: 2h) - 

Universidade Federal de Mato Grosso, UFMT, Brasil. 2020. 
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VII. Sinalização Celular:principais vias de transdução e mecanismos de 

regulação. (Carga horária: 4h) - Sociedade Brasileira de Genética, 

SBG, Brasil. 2019. 

VIII. Bioinformática para a Identificação e Anotação de Non-coding RNAs. 

(Carga horária: 12h) - Universidade Federal do Paraná, UFPR, Brasil. 

2019. 

 

PARTICIPAÇÃO NA ORGANIZAÇÃO DE EVENTOS 

I. XII Curso de Inverno de Genética. 2019 

II. VIII Simpósio do Programa de Pós-graduação em Genética. 2019 

III. REMendel 2019: Aprendendo e Ensinando Genética. 2019 

 

PARTICIPAÇÃO EM EVENTOS CIENTÍFICOS 

I. XXXII Congresso Brasileiro de Genética Médica. 2021. 

II. AACR Virtual Annual Meeting I 2020. 2020. 

III. EDGE - Encontro Digital de Genética. 2020. 

IV. EGENE 2020 - 6º Encontro de Residentes e Geneticistas e 6º 

Interligas de Genética. 2020. 

V. ESMO Breast Cancer Virtual Meeting 2020. 2020. 

VI. Genética Viva!. 2020. 

VII. Oncodata: Aplicações da Ciência de Dados na Oncologia. 2020. 

VIII. The Allied Genetics Conference. 2020. 

IX. VI Simpósio Internacional de Câncer de Mama Oncologia D'Or. 2020. 

X. Workshop de metodologia científica - EDGE. 2020. 

XI. Workshop Sessão Clínica de Investigação Diagnóstica - EDGE. 

2020. 
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XII. 11ª SIEPE: Semana Integrada de Ensino, Pesquisa e Extensão. 

2019. 

XIII. Escola Paranaense de Bioinformática. 2019.  

XIV. Genética 2019 - 65th Brazilian Congress of Genetics. 2019. 

XV. II Workshop: Reflexões Bioéticas na Genética Médica. 2019. 

XVI. Café com Ciência Bio-Rad. 2018. 

XVII. VII Jornada Científica Internacional do IOP: MoonShot Brasil Sul. 

2018. 

XVIII. VI Simpósio do Programa de Pós-Graduação em Genética. 

XIX. XXX Congresso Brasileiro de Genética Médica, VII Congresso 

Brasileiro da SBTEIM e IV Congresso Brasileiro de Enfermagem em 

Genética e Genômica. 2018. 

 

OUTROS 

Fui Representante Discente no Colegiado do Programa de Pós-

Graduação em Genética da UFPR, durante o período de janeiro de 2019 a 

dezembro de 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


