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INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 

 

Implicações da modulação de Tob2 na proliferação celular, e sua associação com 

Myc, em células tumorais e não-tumorais. 

 

RESUMO  

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Thaís Hancio Pereira 

 

Tob2 (transducer of ERBB2, 2) é um membro da família BTG/Tob, principalmente envolvida na 

deadenilação de mRNAs, mediado pelo complexo CCR4-NOT. Embora Tob2 seja considerada 

uma proteína antiproliferativa e supressor tumoral, o seu papel em células tumorais e na 

transformação tumoral ainda não foram completamente elucidados. Neste estudo, nós 

investigamos o papel da modulação de Tob2 em células tumorais e não tumorais e sua associação 

com Myc. Nossos resultados demonstraram que a linhagem celular HL60 apresenta maiores níveis 

de mRNA de TOB2, comparado às linhagens HL60R, U937 e Kasumi-1. Ao passo que as 

linhagens HL60 e HL60R apresentam maiores níveis de MYC mRNA, comparadas às demais 

linhagens de Leucemina Mieloide Aguda (LMA) avaliadas. Além disso, nós observamos que a 

linhagem HEK293T apresenta maiores níveis dos transcritos de TOB2 comparada às linhagens 

MDA-MB-231 e H460, ao passo que a linhagem H460 apresenta maiores níveis do transcrito de 

MYC. A avaliação por Western blotting demonstrou que a linhagem U937 exibe maiores níveis de 

Tob2 proteico, comparada às demais linhagens de LMA avaliadas e a linhagem celular H460 

apresenta maiores níveis de Myc comparado às demais linhagens aderentes. Além do mais, a 

superexpressão de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231, H460 e HEK293T induz um aumento da 

proliferação celular e do potencial clonogênico destas linhagens. Confirmando este resultado, a 

inibição de Tob2 nas mesmas linhagens celulares mostrou o efeito oposto, levando à redução da 

proliferação celular e do potencial clonogênico das células. Além disso, nossos dados demonstram 

que o silenciamento gênico de Myc, induziu maiores níveis de Tob2 na linhagem P-4936. 

Adicionalmente, nós observamos que a superexpressão de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231 e 

HEK293T, leva a redução da expressão de Myc. Em conjunto, nossos dados indicam que Tob2 

pode ter um papel na indução de proliferação celular em alguns modelos tumorais e não-tumorais. 

Além disso, nós sugerimos que haja um feedback negativo de expressão entre Myc e Tob2, mas 

este feedback não parece estar associado ao novo papel de Tob2, na indução de proliferação 

celular.  
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ABSTRACT  

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Thaís Hancio Pereira 

 

Tob2 (transducer of ERBB2, 2) is a protein from BTG/Tob family mainly involved in mRNA 

deadenylation mediated by CCR4-Not Complex. AltoughTob2 is considered as an antiproliferative 

protein and a tumor suppressor, its role in tumor cells and tumor transformation is almost unknown. 

In this study we investigated the role of Tob2 modulation in tumor cells and non-tumor cells and the 

association between Myc and Tob2. Our results demonstrated that HL60 cell line presents higher 

expression of TOB2 mRNA in comparison to HL60R, U937 and Kasumi-1 cell lines. Meanwhile, 

HL60R and HL60 cell lines exhibit higher MYC mRNA levels, compared to the others Acute Myeloid 

leukemia (AML) cell lines evaluated. Furthermore we observed that HEK293T presents higher 

levels of TOB2 transcripts compared to MDA-MB-231 and H460 cells, while H460 and HEK293T 

presents higher levels of MYC mRNA, compared to MDA-MB-231. Western blotting evaluation 

demonstrated that U937 cell line exhibit higher levels of Tob2 protein expression when compared to 

the others AML cell lines and H460 presents higher levels of Myc protein compared to the other 

adherent’s cells. Moreover, Tob2 overexpression in MDA-MB-231, H460 and HEK293T cell lines 

increased both cellular proliferation and clonogenic potential. Confirming these data, Tob2 inhibition 

in the same cells showed the opposite effect, leading to cell proliferation and clonogenic potential 

decrease. Besides, our data demonstrated that the genic silencing of Myc treatment induced higher 

Tob2 levels in P-4936 cells. Additionally we observed that Tob2 overexpression in MDA-MB-231 

and HEK293T cells reduced Myc expression. Taken together, our data indicates that Tob2 may 

play a role in cellular proliferation induction in some tumor and non-tumor models. Futhermore, we 

hypothesize the presence of a negative feedback between Myc and Tob2 expression, but this 

feedback may not be associated to the novel Tob2 role in cell proliferation induction. 
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1. Introdução 

 

A célula tumoral apresenta diversos fatores que contribuem para sua 

malignidade e progressão tumoral. Estes fatores, como a evasão do sistema 

imune, instabilidade genômica, resistência à morte celular e a sinalização 

proliferativa sustentada colaboram para o desenvolvimento do tumor e sua 

progressão, culminando muitas vezes na invasão de outros tecidos. O 

entendimento destes fatores é imprescindível para a busca de novos alvos 

marcadores moleculares capazes de predizer a resposta ao tratamento e a 

sobrevida global do paciente (HANAHAN & WEINBERG, 2011). 

A desregulação da proliferação celular é um dos fatores que contribui 

massivamente para a progressão tumoral e sua agressividade.  Além disso, o 

entendimento da sinalização envolvida na progressão do ciclo celular e 

proliferação celular é altamente complexa e ainda hoje, não é completamente 

compreendida. Muitos dos alvos envolvidos no processo de proliferação celular 

são potenciais alvos terapêuticos. Desta maneira, é tão importante o estudo das 

vias envolvidas no processo de indução de proliferação celular e a busca de novas 

proteínas envolvidas com este processo, visando maior compreensão da 

desregulação deste processo no câncer (EVAN & VALDENS, 2001). 

 

1.1.  Família BTG/Tob 

 

A família BTG/Tob (B-cell translocation gene/transducer of ERBB2) é uma 

família de proteínas composta por seis membros descritos em mamíferos, sendo 

eles: BTG1, BTG2(TIS21/PC3), BTG3, BTG4, Tob1 e Tob2 (WINKLER, 2010). 

Todos os membros desta família são caracterizados pela presença do domínio 

BTG (também conhecido como domínio APRO), na região N-terminal. (BARTLAM 

&YAMAMOTO, 2010). Além disso, análises estruturais revelam que as proteínas 

Tob1 e Tob2 apresentam região C-terminal mais longa que os demais membros 

da família (MAUXION, et al., 2009; WINKLER, 2010). 
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A função desta família tem sido associada a diversos processos celulares 

fisiológicos e patológicos, como regulação do crescimento tecidual e regulação 

negativa do ciclo celular. Além disso, membros desta família podem interagir com 

fatores de transcrição aumentando sua afinidade pelas sequências consenso 

destas proteínas no DNA e regulando a transcrição de diversos genes.  As 

proteínas desta família também podem interagir com diversas proteínas da 

maquinaria do decaimento de mRNA, participando assim, da regulação da 

tradução de diversos alvos (WINTERS & BERNT, 2017). Dessa forma, os 

membros da família BTG/Tob apresentam importante papel na proliferação, 

invasão e metástase em diversos modelos tumorais, tornando o estudo da sua 

expressão e regulação de grande importância para o entendimento da 

tumorigênese. Além disso, tais moléculas são potenciais biomarcadores de 

prognóstico e possíveis alvos terapêuticos em diversos tipos tumorais (WINKLER 

et al., 2010; MICHELI et al., 2015; BAI et al., 2017). Bai e colaboradores 

demonstraram que todos os membros da família BTG/Tob estavam 

diferencialmente expressos, quando comparados a amostras normais, em 

diversos tipos de tumores. O estudo mostrou que a expressão de Tob1, Tob2 e 

BTG2 está diminuída na maioria dos tumores, ao passo que a expressão de BTG3 

está aumentada na maioria dos tumores estudados (BAI, et al., 2017). 

Apesar dos membros da família BTG/Tob terem sido descritos em 

contextos biológicos diferentes, o produto gênico destes membros, possuem em 

comum a habilidade de inibição da proliferação celular, principalmente ligado ao 

domínio BTG presente em todos os membros (WINKLER, 2010). Essa função de 

inibição de proliferação em diversos modelos tumorais e não-tumorais, inclui a 

família BTG/Tob2 como uma família de genes supressores tumorais, tornando-se 

cada vez mais importante entender o papel destes, sua regulação e função em 

diferentes modelos patológicos e fisiológicos. 

A região C-terminal não é igualmente conservada entre os membros, 

permitindo uma classificação da família em três subfamílias: subfamília 

BTG1/BTG2, subfamília Tob1/Tob2 e subfamília BTG3/BTG4 (ALBRECHT & 

LENGAUER, 2004). A função do domínio C-terminal destas proteínas ainda é 
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pouco conhecida, mas alguns estudos sugerem que esta região, confere funções 

adicionais às proteínas e muitas vezes estão relacionadas à regulação pós-

traducional das mesmas (WINKLER, 2010).  

 

1.1.1. Subfamília BTG1/BTG2 

 

BTG2 foi o primeiro membro da família BTG/Tob a ser descoberto, em 

distintos estudos. Em roedores, seus homólogos TIS21(rato) e PC3 (camundongo) 

foram identificados em resposta imediata primária a fatores de crescimento em 

células PC12 e Swiss 3T3 durante a diferenciação neural, apresentando então 

características de uma molécula com habilidade antiproliferativa (BRADBURY, et 

al., 1991; FLETCHER et al., 1991). Fletcher e colaboradores demonstraram que 

células NIH3T3 tratadas com acetato de tetradecanoilforbol (TPA), um agente 

indutor tumoral, leva ao aumento da expressão de TIS21 e este por sua vez, 

apresentava a mesma estrutura gênica do gene PC3, identificado em 

camundongos (FLETCHER et al., 1991). Posteriormente, Rouault e colaboradores 

identificaram e clonaram o gene BTG2 humano. Os autores demonstraram que a 

expressão de BTG2 é regulada por mecanismos dependentes de p53 e sua 

função está intrinsecamente ligada à regulação do ciclo celular e resposta ao dano 

do DNA (ROUAULT, et al., 1996; CORTES, et al., 2000).  

BTG1 (B-cell translocation gene 1) foi primeiramente identificado como um 

parceiro de translocação cromossômica de c-Myc em amostras de pacientes com 

leucemia linfocítica crônica (LLC) (RIMOKH et al., 1991). Posteriormente, Rounalt 

e colaboradores demonstraram que a expressão de BTG1 varia entre as 

diferentes fases do ciclo celular, e que sua superexpressão leva a inibição da 

progressão do ciclo celular, demonstrando sua atividade antiproliferativa, assim 

como descrito para BTG2 (ROUAULT, et al., 1992). Diversos estudos 

demonstraram que tanto BTG1, como BTG2 estão altamente envolvidos com a 

leucemogênese linfocítica e linfomas. Além disso, alguns autores já demonstraram 

que ambas as proteínas podem ser modificadas pós-tradicionalmente e ter sua 

expressão regulada por microRNAs (miRs) (PRÉVÔT et al., 2000; SCHEIJEN et 
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al., 2017; YUNIATI et al., 2018). BTG1, por exemplo, pode ter sua expressão 

suprimida por Myc, através do miR-17-92. Essa regulação leva ao aumento da 

proliferação e ao estado neoplásico de células de linfoma (LI, et al., 2014).  

O domínio BTG compreende aproximadamente 104 aminoácidos e inclui, 

na maioria dos membros da família, duas regiões: box A e box B (Fig 1.1) 

(MATSUDA et al., 2001; TIRONE, 2001; WINKLER, 2010). Os únicos membros 

que diferem estruturalmente em seu domínio BTG, são BTG1 e BTG2, que além 

de apresentarem as regiões box A e box B, apresentam adicionalmente a região 

box C (Fig 1.1) (ROUALT, et al., 1998; EZZEDINE, et al., 2007; MAUXION, et al., 

2008). O domínio BTG é responsável, majoritariamente, pelas interações proteína-

proteína as quais os membros da família BTG/Tob podem realizar, principalmente 

com as proteínas do complexo de deadenilação de mRNA: CCR4-NOT (CCR, 

carbon catabolite repression) (Tabela 1.1) (MAUXION, et al., 2009; WINKLER, 

2010) 
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Figura 1.1 Estruturas dos membros da família BTG/Tob e seus domínios. Representação 

gráfica dos principais domínios descritos nos membros da família BTG/Tob. O domínio BTG está 

presente em todos os membros da família e as proteínas BTG1 e BTG2 apresentam o box C 

adicionalmente em seu domínio conservado BTG. As proteínas Tob1 e Tob2 apresentam maior 

região C-terminal, comparada aos demais membros na família e apresentam nesta região, os 

domínios PAM2. 
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Tabela 1.1: Família BTG/Tob e suas interações proteicas. Adaptado de Winkler et al., 2010 

 

Membro BTG/Tob Interação Descrição

BTG1

CNOT7
Deadenilase componente do complexo CCR4-

NOT

Hoxb9 Fator de transcrição

Rarα Fator de transcrição/receptor nuclear

BTG2

CNOT7/CNOT8
Deadenilase componente com complexo CCR4-

NOT

Hoxb9 Fator de transcrição

Rar Fator de transcrição/receptor nuclear

Smad1/8 Fator de trancrição

ERK1/2 Serina/treonina quinase

BTG3/ANA

CNOT7
Deadenilase componente com complexo CCR4-

NOT

E2FI Fator de transcrição

Smad8 Fator de transcrição 

Tob1

Erbb2 Receptor tirosina quinase transmembrana

CNOT7
Deadenilase componente com complexo CCR4-

NOT

Erk1/2 Serina/treonina quinase

JNK2 Serina/treonina quinase

Smad1/5/6/7/8 Fator de transcrição

Smad2/4 Fator de transcrição

PABPCI Proteína de ligação à poli(A)

Tob2

CNOT7
Deadenilase componente com complexo CCR4-

NOT

PABPCI Proteína de ligação à poli(A)
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1.1.2. Subfamília BTG3/BTG4 

 

Os demais membros da família BTG/Tob (Tob1, Tob2, BTG3/ANA e 

BTG4/PC3b) foram identificados a partir da homologia do domínio BTG com os 

membros já descritos até então (IKEMATSU et al., 1999; CORTES et al., 2000; 

BUANNE et al., 2000). BTG3 foi descrito primeiramente em camundongos e sua 

expressão está associada ao controle negativo do ciclo celular (GUÉHENNEUX, et 

al., 1997). A expressão de BTG3 foi descrita como de grande importância durante 

o processo de desenvolvimento do sistema nervoso central de camundongos 

(YOSHIDA, et al., 1998). Além disso, recentemente, Hatakawa e colaboradores 

demonstraram que BTG3 pode apresentar uma atividade proteolítica relacionada a 

fragmentos de peptídeos provenientes de uma das regiões internas do domínio 

BTG. Esses fragmentos de peptídeo por sua vez, podem clivar peptídeos Aβ42, 

importantes para o desenvolvimento da doença de Alzheimer, tornando BTG3 um 

alvo interessante para o estudo e desenvolvimento de novas drogas contra a 

doença (HATAKAWA, et al., 2019). 

Dentre todos os membros da família BTG/Tob, BTG4 é a única proteína que 

não interage diretamente com as deadenilases do complexo CCR4-NOT, como 

CNOT7 e seu parálogo CNOT8 (ROUAULT et al., 1998; IKEMATSU et al., 1999; 

YOSHIDA et al., 2001). 

 

1.1.3. Subfamília Tob1/Tob2 

 

Em 1996, Matsuda e colaboradores identificaram um novo membro da 

família BTG/Tob: o gene Tob1(transducer of ERBB2). Neste trabalho, os autores 

identificaram que Tob1 não apresenta os domínios SH2 (Src Homology 2) e SH3 

como os demais membros até então descritos, mas apresenta alta homologia ao 

gene BTG1, principalmente quanto a sua região N-terminal. Os autores também 

identificaram que o novo membro da família BTG/Tob, se liga ao receptor tirosina-

quinase ErbB2 (HER2) (MATSUDA, et al., 1996).  
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Tob2 foi primariamente identificado a partir da hibridização de mRNAs de 

diversas linhagens celulares. Com intuito de obter a região codificante inteira de 

Tob2, Ykematsu e colaboradores, realizaram uma varredura a partir da biblioteca 

de cDNA gerada de mRNAs da linhagem de linfoma de Burkit, Daudi. A 

comparação de aminoácidos entre o recém-descoberto TOB2 e os demais 

membros da família BTG/Tob, apresentavam alta porcentagem de homologia da 

região N-terminal. Além disso, os autores demonstraram que a superexpressão de 

TOB2 na linhagem NIH3T3, levou a uma regulação negativa do ciclo celular 

(YKEMATSU, et al., 1999). A expressão de Tob2 também já foi associada à 

indiferenciação osteogênica, através da alça de regulação miR-5100/Tob2/Osx, 

onde a diferenciação de osteoblastos se deve parcialmente a inibição de Tob2 

pelo mir-5100. Por consequência, a menor expressão de Tob2 leva a menor 

degradação de Osx (Osterix protein) e maior diferenciação celular (GÁMEZ, et al., 

2013; WANG, et al., 2016). Outro evento no qual a expressão de Tob2 também já 

foi relacionada é a inibição da adipogênese. Takashi e colaboradores 

demonstraram que a superexpressão de Tob2 regula negativamente a sinalização 

de BMP e por consequência, a adipogênese, visto que a sinalização de BMP 

(Bone Morphogenetic Protein) tem um papel principal neste processo fisiológico. 

Além disso, o estudo também demonstra que Tob2 inibe PPARγ2, (Peroxisome 

Proliferator-Activated Receptors γ2) uma importante molécula envolvida na 

adipogênese. Esses achados contribuem de maneira mais evidente para o papel 

de Tob2 na inibição da adipogênese (GESTA, et al., 2007; TAKAHASHI, et al., 

2012). 

 

1.2.  Transducer of ERBB2 (Tob2) 

 

Tob2 (Transducer of ERBB2) é o membro da família BTG/Tob mais 

semelhante a Tob1 tanto quanto a sua região C-teminal e quanto a seu tamanho.  

Por este motivo, até a sua descoberta, muitos trabalhos que buscavam a 

compreensão sobre os efeitos de Tob não separavam as duas proteínas em 

relação aos efeitos observados (JIA et al., 2007).  
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Em 1999, Ikematsu e colaboradores clonaram e caracterizaram Tob2 

humano em um estudo que tinha como intuito primário a compreensão dos efeitos 

biológicos dos demais membros da família BTG/Tob. Apesar de Tob1 e Tob2 

apresentarem a região C-terminal mais extensa entre os demais membros, 

Ikematsu descreveu que essas regiões não apresentavam grande homologia entre 

elas, sugerindo que estas sejam de grande importância para regulação interna 

dessas proteínas. Ao contrário do achado relacionado à região C-terminal, a 

região N-terminal apresenta alta homologia com os demais membros da família, 

sugerindo que Tob2 apresente as mesmas funções antiproliferativas que as 

demais proteínas pertencentes à sua família (IKEMATSU, et al., 1999).  Em 2002, 

Ajima e colaboradores clonaram e descreveram o homólogo do gene Tob2 

humano em murinos. Além disso, o estudo de Ajima sugere que Tob2 murino tem 

participação, durante a embriogênese e durante a vida adulta, em importantes 

funções fisiológicas, como no desenvolvimento neural e de outros tecidos (AJIMA, 

et al., 2002). 

A função biológica de Tob2 começou a ser elucidada no estudo em que foi 

identificado e caracterizado, mas assim como Tob1, poucos estudos detalham o 

seu papel nos processos fisiológicos e patológicos. Tob1 e BTG3 já tiveram seu 

papel descrito no sequestro de Smad1/5/8 ativados por BMP, levando a supressão 

da proliferação e diferenciação de osteoblastos (YOSHIDA et al. 2000; YOSHIDA 

et al., 2003). Da mesma maneira, Tob2 já foi descrito levando à inibição de RANK-

L e tendo participação no processo de diferenciação de osteoclastos (AJIMA et al, 

2008). Tob1 e Tob2 também cooperam com Smad-6 na inibição da transcrição 

dependente de BMP (bone morphogenetic protein), que induz eixos secundários 

em embriões de Xenopus (YOSHID et al., 2003). Tob2 também já foi associado à 

regulação negativa da diferenciação do tecido adiposo em resposta ao status de 

nutrientes. Takahashi e colaboradores demonstram neste estudo que a expressão 

de Tob2 está diminuída em células do tecido adiposo de camundongos obesos, 

quando comparados a adipócitos de camundongos saudáveis. Além disso, os 

autores descreveram que a expressão de Tob2 leva a inibição da transcrição de 

PPARγ2 por meio da inibição da ligação de C/EBPα ao promotor de PPARγ2 em 
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células HEK23T. Esses achados demonstram a importância de Tob2 durante o 

processo de diferenciação de adipócitos no tecido adiposo branco, visto que a 

expressão de PPARγ2 e C/EBPα são importantes no processo final da 

diferenciação destas células (ROSEN et al., 2006; TAKASHI et al., 2012). 

Apesar dos esforços de alguns autores, pouco se entendia sobre os 

processos envolvidos em sua regulação, assim como na relação dos demais 

membros da família. Alguns trabalhos já demonstravam que a proteína BTG2 

apresenta meia-vida curta e é degradada via proteassoma, mas pouco se sabia 

sobre as demais proteínas (YUNIATI, et al., 2019). Sasajima e colaboradores 

demonstraram que, assim como BTG2, BTG1, as proteínas Tob1 e Tob2 são 

degradadas pelo sistema ubiquitina-proteassoma. Os autores demonstraram que a 

degradação de Tob2, em células HEK293T superexpressas de maneira transiente, 

é inibido após o tratamento com inibidores de proteassoma específicos. Os 

autores também demonstraram que a co-expressão de BTG1, BTG2, Tob1 e Tob2 

com ubiquitina, em células HEK293T, levam a multiubiquitinação especifica de 

cada membro, sugerindo que a região C-terminal destas proteínas desempenhe 

um papel importante neste processo (SASAJIMA, et al., 2002).  

A região C-terminal de Tob2 já foi sugerido, em alguns estudos, como de 

grande importância para sua regulação pós-traducional, assim como para sua 

função no processo de deadenilação de mRNAs. Isto se deve principalmente ao 

fato da região C-terminal de Tob2 apresentar dois domínios PAM-2, 

frequentemente associado à ligação de proteínas à PABPC, responsável pelo 

reconhecimento da cauda poli(A) de mRNAs maduros (ALBRECHT & 

LENGAUER, 2004; TRITSCHLER et al., 2010). Por este motivo, Huang e 

colaboradores investigaram o papel dos domínios PAM-2 de Tob2 e seu papel na 

atividade antiproliferativa ligada a deadenilação de mRNAs desta proteína. Os 

autores demonstraram que os domínios PAM-2 são importantes para o 

reconhecimento de PABPC por Tob2, bem como demonstraram que mutantes 

para estes domínios apresentam menor taxa de deadenilação de mRNA totais. 

Além disso, os autores encontraram que a fosforilação destes domínios pode levar 

a sua inativação e consequente não ligação a PABPC (HUANG, et al., 2013). 
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Esses resultados demonstram que a função de deadenilação de Tob2 está 

relacionada tanto ao domínio BTG encontrado na região N-terminal, que se liga a 

CNOT7 (deadenilase pertencente ao complexo de deadenilação de mRNA CCR4-

NOT), assim como também está relacionado ao domínio PAM-2, responsável pela 

ligação de Tob2 a proteína PABPC, permitindo o recrutamento correto do 

complexo CCR4-NOT ao mRNA a ser deadenilado e enviado a degradação. 

 

1.2.1. Tob2 e a deadenilação de mRNAs eucarióticos 

 

A interação entre os membros da família BTG com as proteínas do 

complexo de deadenilação CCR4-NOT, confere a esta família um importante 

papel no turnover de mRNA (WINKLER, 2010). A deadenilação de mRNAs é um 

passo importante para a regulação da expressão gênica. Devido à presença do 

domínio BTG em sua estrutura, a função biológica mais associada a esta proteína 

é a deadenilação de mRNAs maduros, levando ao seu efeito antiproliferativo. A 

poliadenilação de mRNAs, assim como a inserção do Cap 5’, é um dos processos 

essenciais para garantir a integridade dos mRNAs. Após a transcrição, ainda no 

núcleo, o RNA recém transcrito sofre três processos importantes para sua 

maturação e tradução: 1) A inserção de um radical 7-metilguanosina (GMP), 

através de uma ligação 5’-5’trifosfato, na extremidade 5’ do recém-sintetizado 

mRNA. Este processo é comumente nomeado de adição do Cap-5’; 2) A retirada 

dos íntrons pelo complexo proteico denominado spliceossomo, em um processo 

denominado splicing e 3) A inserção de múltiplas adenosinas na extremidade 3’ do 

mRNA, denominado poliadenilação. Estes três processos garantem a integridade 

do mRNA e da mensagem a ser traduzida (HOCINE, et al, 2010; VICENS, et al., 

2018). 

Em eucariotos, após a poliadenilação na extremidade 3’, as proteínas PABP 

se ligam a cauda poli(A). Essa ligação é importante, uma vez que a interação 

entre eIF4F cap-binding complex e PABP aumenta a eficiência de iniciação de 

tradução (RICHTER, 2008). A cauda poli(A) apresenta um papel importante na 

proteção do mRNA contra as RNAses presentes no citoplasma celular. Além 



11 

 

disso, o encurtamento da cauda poli(A) é o primeiro passo observado no 

decaimento de mRNAs, estando intrinsecamente relacionado à meia-vida e 

controle da expressão dos mRNAs (MEYER, et al., 2004).   

A deadenilação de mRNAs apresenta um papel crucial na regulação pós-

transcricional da expressão gênica. A partir do momento que a cauda poli(A) é 

encurtada em alguns resíduos, a degradação deste mRNA é rapidamente iniciada 

pela digestão do mesmo no sentido 5’-3’ pela exonuclease Xrn1 ou 

alternativamente na direção 3’-5’ pelo complexo exossoma (Fig 1.2). Esta 

regulação permite um silenciamento rápido do mRNA alvo, após a transcrição 

(GARNEAU, et al., 2007).  

Dentre as diversas enzimas já reportadas envolvidas no processo de 

deadenilação de mRNA, dois complexos heterodiméricos conservados 

denominados complexo PAN2-PAN3 e complexo CCR4-NOT tem sido descrito 

como tendo papel central no encurtamento da cauda poli(A) de RNAs de 

mamíferos. O complexo PAN é composto por duas proteínas, sendo PAN2 a 

enzima com atividade endonuclease e a proteína PAN3 apresenta papel auxiliar 

essencial para a atividade do complexo de encurtamento da cauda poli(A) (WOLF 

& PASMORE, 2014). O complexo CCR4-NOT em mamíferos, por sua vez, 

apresenta duas enzimas com atividade endonucleases, sendo elas as unidades 

CNOT7 e seu parálogo CNOT8 (COLLART, 2014).   

Diversos trabalhos demonstram que a deadenilação de mRNAs em 

mamíferos é bifásica. A proteína PABP, ligada a cauda poliadenilada, recruta o 

complexo PAN2-PAN3, assim como inibe o complexo CCR4-NOT e o complexo 

de decepamento 5’ DCP1-DCP2. O complexo PAN2-PAN3 então leva ao 

encurtamento da cauda poli(A), pela subunidade PAN2, restando 

aproximadamente 80 resíduos de adenosina na cauda. Esse processo de 

encurtamento leva à inibição do complexo PAN2-PAN3, que se desliga do mRNA, 

e também leva ao recrutamento do complexo CCR4-NOT.Desa maneira, as suas 

unidades com atividade catalítica CNOT7 e CNOT8 se ligam a cauda poli(A) e 

retiram as adenosinas remanescentes. A deadenilação completa do mRNA pode 

leva-lo à inibição de sua tradução, bem como, levar a sua degradação tanto 
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dependente do decapeamento 5’ pelo complexo DCP-DCP2, assim como 

independente do decapeamento 5’, através de exosoma (Fig 1.2) (YAMASHIDA et 

al., 2005; MAUXION, et al., 2009). Apesar de ser um processo bem conhecido 

atualmente, existem algumas etapas que ainda não foram bem elucidados, como 

por exemplo, os passos envolvendo o recrutamento do complexo CCR4-NOT e 

passagem da primeira para a segunda fase do processo de deadenilação.  Em 

conjunto com dados encontrados no modelo de levedura, acredita-se que a 

regulação do tamanho da cauda poli(A) é um processo altamente coordenado e 

garante a estabilidade do mRNA e, para preencher essas lacunas, é importante 

entender a associação destes complexos com seus parceiros (MAUXION, et al., 

2009). 

A resolução da estrutura da família BTG/Tob revelou que o domínio BTG 

pode se associar à subunidade catalítica do complexo CCR4-NOT, CNOT7. 

Diversos estudos forneceram importantes informações para melhor entendimento 

do processo de passagem da primeira para a segunda fase da deadenilação de 

mRNA e para o entendimento da associação estrutural das proteínas da família 

BTG/Tob com o complexo CCR4-NOT (HORIUCHI et al., 2009). Além disso, 

estudos demonstram que tanto o boxA, quanto o boxB presentes no domínio BTG 

interagem com CNOT7. Corroborando esta ideia, a mutagênese nestas regiões 

leva a perda de ligação de BTG2 a CNOT7 (ROUAULT, et al., 1998; MAUXION et 

al., 2008; HORIUCHI et al., 2009). As análises estruturais do domínio BTG 

demonstram que sua ligação à proteína CNOT7 tem papel central na sua função 

de deadenilação de mRNA (HORIUCHI et al., 2009).   

Estudos posteriores demonstraram que a Tob1, além de se ligar às 

deadenilases presentes no complexo CCR4-NOT também pode se ligar a outras 

proteínas deste complexo, como NOT1, uma proteína acessória de grande 

importância para função do complexo. Esta interação está relacionada à região C-

terminal de Tob1, que não é conservado entre os membros da família, sugerindo 

que esta ligação não ocorre em todos os membros da família (MIYASAKA et al., 

2008).   
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Figura 1.2 Esquema simplificado do processo de deadenilação de mRNAs em mamíferos. A 

cauda poli(A) do RNA maduro é reconhecido pela proteína PABPC. A primeira fase da 

deadenilação de mRNAs é caracterizada pelo recrutamento do complexo PAN2/PAN3, que 

reconhece a proteína PABPC e cliva grande parte dos resíduos de adenosina presente na cauda. 

A segunda fase deste processo consiste no recrutamento do complexo CCR4-NOT e suas 
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deadenilases CNOT7 e CNOT8 para clivagem dos resíduos restantes na cauda poli(A). Em 

sequência o RNA é levado à degradação dependente ou independente do decapeamento 5’. 

 

As evidências que os membros da família BTG/Tob se ligam a proteínas 

membros do complexo de deadenilação CCR4-NOT, fortalecem a hipótese de que 

esta família tem um papel essencial neste processo de decaimento de mRNA. 

Iakmashi e colaboradores, ao descreverem Tob2, demonstraram que o mesmo 

também leva a inibição do ciclo celular, inibindo a passagem de G1 para fase S. 

Para estabelecer qual mecanismo levaria a esta inibição, os autores investigaram 

quais moléculas poderiam interagir com Tob2. As análises de hibridização de 

cDNA proveniente de HeLa sugerem que Tob2 pode se ligar à CNOT7 humano. 

Corroborando os dados, o estudo mostrou que a imunoprecipitação de células 

HEK293T expressando plasmídeos contendo Tob2 e CNOT7 selvagem apresenta 

ligação entre estas duas proteínas. Tendo em vista que Tob2 pode levar a 

regulação negativa do ciclo celular, os autores investigaram se Tob2 ou seu 

parceiro CNOT7 poderia se ligar às quinases dependentes de ciclinas (CDKs, do 

inglês, cyclin dependente kinase). As análises de co-imunoprecipitação revelaram 

que Tob2 não se liga diretamente a Cdk2, Cdk4 e Cdc2, enquanto CNOT7 

mostrou uma clara interação com Cdk4 e Cdc2 e uma fraca interação entre 

CNOT7 e Cdk2 e entre CNOT7 e Cdk6. Em conjunto, estes dados sugerem que a 

regulação negativa do ciclo celular por Tob2 está relacionada ao seu papel no 

processo de deadenilação de mRNA, uma vez que Tob2 interage diretamente com 

CNOT7, e este por sua vez se liga a proteínas regulatórias do ciclo celular 

(IAKEMATSU et al., 1999). Mais tarde, Feng e colaboradores demonstraram que a 

expressão ectópica de Tob2 em células tumorais e não-tumorais de mama leva a 

inibição de mRNA de ciclina D1, sugerindo que a regulação do ciclo celular por 

Tob2 está intrinsecamente relacionada ao seu papel na deadenilação de mRNAs 

relacionados à progressão do ciclo celular (FENG et al., 2011).   

Posteriormente ao trabalho de Iakematsu, Ezzedine e colaboradores 

tentaram elucidar de maneira mais precisa como Tob1 e Tob2 participam do 

processo de encurtamento da cauda poli(A) de mRNAs maduros. Neste trabalho, 

os autores encontraram que tanto Tob1, quanto Tob2 aceleram o processo de 
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encurtamento de cauda poliadenilada e que este processo é independente de sua 

ligação a PABP, mas dependente da sua ligação à CNOT7. Estes dados suportam 

o modelo em que Tob1 e Tob2 promovem a deadenilação de mRNAs recrutando 

CNOT7 para a ponta 3’ do complexo cauda poli(A)-PABP. Além disso, os autores 

demonstraram que a atividade de Tob1 e Tob2 no decaimento de mRNAs é 

independente do status de fosforilação das serinas 152, 154 e 164, sendo estes 

sítios já descritos como importantes para a regulação pós-traducional de Tob1 

(MAEKAWA et al., 2002; SUZUKI et al., 2002; EZZEDINE et al., 2012). Todos 

esses dados demonstram que Tob2 é uma peça importante no processo de 

deadenilação de mRNA, visto que as evidências indicam que Tob2 reconhece o 

complexo cauda poli(A)-PABP e recruta o complexo CCR4-NOT pela ligação à 

CNOT7, este recrutamento por sua vez, leva a passagem da primeira para a 

segunda fase da deadenilação de mRNA (Fig 1.2). 

 

1.2.2. Impacto de Tob2 no câncer 

 

O papel de Tob2 em processos patológicos ainda não está bem elucidado, 

ainda assim já foi reportado que Tob2 pode ser um dos parceiros de translocação 

do gene MLL, que apresenta mais de 100 rearranjos diferentes e grande 

relevância em diferentes tipos de leucemias e linfomas (WINTERS & BERNT, 

2017). O produto da fusão MLL-Tob2 foi descrito em dois casos de malignidade 

linfóide: o primeiro, proveniente de uma leucemia aguda de células B. O segundo 

caso reportado foi uma leucemia/linfoma de célula T precursora (AN, et al., 2009).  

No contexto tumoral, a inibição de Tob2 por diversos microRNAs (miRs) já 

foi associada ao aumento de proliferação, invasão tumoral e transição epitélio-

mesênquima em diversos tumores. Li e colaboradores demonstraram que o miR-

5100 inibe a expressão de Tob2 pela sua ligação a extremidade 3’ UTR. A inibição 

deste alvo está associada ao aumento de proliferação e invasão celular em células 

de carcinoma de pulmão A549. Em concordância com estes achados, os autores 

demonstraram que a superexpressão transiente de Tob2 em células A549 

compromete os efeitos do miR-5100 na habilidade de migração, principalmente 
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em células tratadas com TGF-β, comumente associado à transição epitélio-

mesênquima. A superexpressão de Tob2 nesta linhagem de carcinoma de pulmão 

também foi associada a diminuição de marcadores epiteliais como E-caderina, 

sugerindo que sua inibição possa ter um papel na transição epitélio-mesênquima 

destas células (LI, et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 Representação reduzida do papel de Tob2 no processo de deadenilação de mRNA. Durante 

a de deadenilação de mRNAs, Tob2 é uma das proteínas que pode recrutar o complexo CCR4-NOT para 

dar continuidade ao processo (Caf1 = CNOT7 em humanos e Caf1b = CNOT8 em humanos). 
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A inibição de Tob2 pelo miR-362-3p também já foi observada em células de 

carcinoma hepatocelular. Foi demonstrado, mediante experimentos de modulação 

do miR-362-3p, em células de carcinoma hepatocelular que este evento pode inibir 

Tob2, levando então a regulação negativa do ciclo celular. Também foi 

demonstrado que a inibição de Tob2 por shRNA, neste mesmo modelo, está 

parcialmente associada ao aumento de proliferação, aumento da formação de 

colônia e aumento de crescimento independente de ancoragem (SHEN, et al., 

2015). 

O miR-378 foi outra molécula descrita como inibidora de Tob2 através da 

ligação a sua extremidade 3’ UTR, em células de carcinoma de nasofaringe e em 

células tumorais e não-tumorais de mama (FENG, et al., 2011; YU, et al., 2013). 

Feng e colaboradores demonstraram que existe uma alça de regulação Myc/miR-

378/Tob2/ciclina D1, onde Myc se liga ao promotor do miR-378 levando ao 

aumento da sua expressão. A expressão de miR-378 leva a inibição de Tob2, que 

por sua vez deixa de inibir a expressão do mRNA de ciclina D1, levando a 

progressão no ciclo celular, aumento de proliferação, e transformação oncogênica 

de células de mama não-tumorais. Feng também demonstrou que essa alça de 

regulação acontece somente em células HER2+, visto que ele não observa os 

mesmos efeitos em células sem a expressão de HER2 (FENG, et al., 2011). Em 

células de carcinoma de nasofaringe também foi demonstrado que o miR-378 

pode levar ao aumento de proliferação celular, aumento da migração e invasão 

celular in vitro, assim como também promove a tumorigênese in vivo. Os efeitos 

observados com a expressão do miR-378 neste modelo, são sugestivamente 

associados a inibição de Tob2 pelo mesmo, visto que os autores demonstraram 

que a inibição do miR leva ao aumento de Tob2 e que Feng e colaboradores já 

haviam demonstrado que Tob2 é um alvo direto do miR-378 (YU, et al., 2013).  

Sabendo-se que Feng e colaboradores já descreveram uma possível 

regulação de Myc e Tob2, por meio do miR-378, outros possíveis mecanismos de 

regulação entre Tob2 e Myc podem existir. Myc é um fator de transcrição, que 

quando dimerizado a Max, se liga ao DNA, levando à transcrição de seus genes 

alvos, principalmente envolvidos na inibição da apoptose e progressão no ciclo 
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celular (GRANDORi, et al., 2000; BRETONES, et al., 2015). Feng e colaboradores 

demonstraram que Myc pode levar a transcrição do miR-378, que por sua vez tem 

como alvo Tob2. Esse eixo de regulação leva a um decaimento de Tob2, que tem 

como efeito a não deadenilação do mRNA de ciclina D1, fazendo com que esta 

ciclina se mantenha expressa e por sua vez atuante na progressão do ciclo celular 

(Feng, et al., 2011). 

Tendo em vista que a função de Tob2 não está completamente elucidada em 

modelos tumorais e não-tumorais, nosso trabalho visa entender os efeitos da 

expressão de Tob2 na proliferação celular, a regulação de Tob2 e o papel da 

associação entre a expressão de Tob2 e Myc. 

 

2. Objetivos 

 

2.1.  Objetivo geral 

 

Investigar os efeitos da modulação de Tob2 na proliferação celular e sua 

associação com Myc em diferentes modelos tumorais e não-tumoral. 

 

2.2.  Objetivos específicos 

 

 Investigar a associação negativa entre Myc e Tob2 na linhagem com 

promotor de Myc responsivo a tetracilina, P-4936; 

 Avaliar a expressão basal de Tob2 e Myc nas linhagens celulares de 

carcinoma de pulmão H460, carcinoma mamário MDA-MB-231 e na 

linhagem não tumoral de rim embrionário HEK293T; 

 Avaliar a expressão de Myc após superexpressão de Tob2 nas linhagens 

H460, MDA-MB-231e HEK293T; 

 Investigar o perfil de proliferação celular dos modelos tumorais (MDA-MB-

231 e H460) e não-tumoral (HEK293T) mediante superexpressão transiente 

de Tob2; 
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 Avaliar a modulação de proliferação celular das linhagens H460, MDA-MB-

231 e HEK293T mediante inibição gênica transiente por siRNA de Tob2; 

 Investigar o papel de Tob2 no potencial clonogênico das linhagens H460, 

MDA-MB-231 e HEK293T mediante sua superexpressão ou inibição por 

siRNA. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Cultura de células 

 

As linhagens de carcinoma de pulmão H460 (ATCC® HTB-177™), 

carcinoma mamário MDA-MB-231 (ATCC®, HTB-26TM) e a linhagem de rim 

humano fetal HEK293T (ATCC® CRL-3216™) foram cultivadas em meio 

Dulbecco′s Modified Eagle′s  (DMEM) high glucose (Gibco), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SFB) inativado. A linhagem P-4936, derivada de célula 

B humana (Linfoma de Burkitt like), foi cultivada em meio RPMI com adição de 

10% de SFB Hyclone e 2mM de L-glutamina. As linhagens HL60, U937 e HL60R 

foram cultivadas em meio RPMI com adição de 10%de SFB e a linhagem Kaumi-1 

foi cultivada em meio DMEM-F12 com adição de 20% de SFB. A linhagem 

resistente à Citarabina HL60R foi cultivada continuamente com 50µM do 

quimioterápico. Todas as linhagens foram mantidas em estufa úmida (Thermo 

Scientific) a 37ºC com injeção de 5% de CO2. A linhagem P-4936 foi cultivada sem 

a presença do antibiótico doxiciclina. Para os experimentos de inibição de Myc, a 

mesma foi cultivada na presença de 1µg/mL do antibiótico pelos tempos de 30, 60, 

90min e 24h. Posteriormente a exposição à doxiciclina, os experimentos com a 

linhagem P-4936 foram realizados. As linhagens aderentes foram soltas com 

tripsina 0,125%, (Gibco), centrifugadas (750g, 3min) e resuspensas em meio de 

cultura para posterior repique e plaqueamento dos experimentos. Todas as 

linhagens tiveram os perfis genéticos confirmados por STR (short-tandem 

repetition) e foram submetidas ao teste de Mycoplasma por PCR (MycoSensor 

QPCR Assay kit, Agilent Technologies), estando todas livres de contaminação.   
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Tabela 3.1 Condições de plaqueamento para os experimentos realizados em linhagens 

celulares. Quantidade de células e volume de meio de cultura suplementado com soro fetal bovino 

relativo à área da superfície para adesão celular. 

Experimento Área (cm2) Número de 

células 

Volume 

Placa de 96 poços 0,32 1 x 104 200 µL 

Placa de 6 poços 9,4 3 x 105 500 µL 

Placa de Petri 60,1 1,8 x 106 10 mL 

Garrafa de 75 75 2,3 x 106 12 mL 

Garrafa de 150 150 4,7 x 106 20 mL 

 

 

3.2. Clonagem Tob2 

 

Para avaliação do efeito da expressão exógena de Tob2 na proliferação das 

linhagens celulares H460, MDA-MB-231 e HEK293T, além da investigação da 

associação da expressão de Tob2 e Myc em diferentes modelos tumorais e não-

tumorais, foi necessário a construção de um plasmídeo contendo o inserto Tob2 

selvagem em um arcabouço (vetor vazio). Para estas construções, foi utilizado 

como arcabouço o plasmídeo comercial pcDNA™5/FRT/TO (Invitrogen), que 

contem entre outros, um sítio de clonagem múltipla e gene de resistência à 

ampicilina (Fig 3.1). As construções foram validadas, conforme descrito 

posteriormente, e utilizadas para os ensaios posteriores de modulação de Tob2 

nas linhagens.   

   

 



22 

 

 

Figura 3.1 Representação esquemática do vetor pcDNA™5/FRT/TO. Adaptado do manual do 

fabricante.  

 

O passo inicial para o processo de construção do vetor plasmidial foi a 

análise do vetor de expressão e do gene de interesse. Analisamos o gene de 

interesse a ser clonado visando obtermos o maior número de informações da 

sequência gênica e proteica para os próximos passos. Para a análise do gene 

Tob2 (NCBI Reference Sequence: >NC_000022.11:c41448230-41433488 Homo 

sapiens chromosome 22, GRCh38.p7 Primary Assembly), utilizamos o banco de 

dados públicos do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Visando 

a síntese de primeira fita (cDNA) do gene de interesse, utilizamos o primer 

específico para Tob2 (5'- AAC ACA CTT GGG TGC TTT G -3') com a finalidade de 

amplificação do gene alvo por PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando o kit 

Expand High Fidelity PCR System (Roche). O produto da reação foi então 

purificado com o kit HiSpeed plasmid purification (Qiagen). 

Ao cDNA, foi adicionado tampão de amostra 5X e o mesmo foi submetido a 

corrida por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TBE 

(Tris/Borato/EDTA) 0,5X, brometo de etídeo (0,5 µg/mL). As corridas 

eletroforéticas foram realizadas a 100 V durante aproximadamente 1 hora. O gel 

de agarose contendo DNA foi visualizado em fotodocumentador, e fotografado 
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sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm (Bio-Rad). O tamanho dos 

fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de DNA de peso molecular 

1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Posteriormente, o produto de PCR purificado 

foi mensurado em espectofotômetro Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo 

Scientific). 

Para Digestão do vetor, foram utilizadas as enzimas de restrição BamHIHi-

Fi (G^GATC_C) e Xho I (C^TCGA_G) em reação em tampão NEBUffer 4 (New 

England Biolabs) segundo a recomendação do fabricante. O produto da reação de 

digestão foi então submetido à corrida de eletroforese em gel de agarose como já 

descrito, e então purificado com o kit MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen), e 

posteriormente quantificado em espectofotômetro Nanodrop 2000 

Spectrophotometer (Thermo Scientific). Para a reação de ligação do vetor digerido 

ao produto de PCR, foi utilizado o kit Quick Ligation (NEB) utilizando as indicações 

do fabricante. A eficiência de clivagem das enzimas de restrição utilizadas foi 

testada, bem como o tamanho do fragmento amplificado, como demonstrada na 

Figura 3.2.   

Após a ligação do produto de PCR ao vetor, foram utilizadas bactérias E. 

coli competentes (XL1 Blue) a fim de transformá-las com o novo vetor pcDNA5-

TOB2. A eletroporação foi realizada no aparelho GenePulser XCellTM 

Electroporation System Quick Guide (Bio-Rad). As bactérias competentes 

receberam uma corrente elétrica de 2,5 kV por aproximadamente 4 milisegundos e 

em seguida, foram incubas em meio LB (Luria Bertani) overnight. O processo de 

seleção das bactérias transformadas consistiu na semeadura das mesmas em 

placa de petri contendo meio LB e ampicilina por pelo menos 18h em estufa a 

37ºC. Após este período, as placas foram avaliadas quanto à presença de 

colônias isoladas resistentes a ampicilina. A etapa seguinte consistiu na seleção 

de no mínimo três colônias isoladas de bactérias transformadas com o vetor vazio, 

que para fins didáticos será nomeado de pcDNA5 a partir de agora, e no mínimo 3 

colônias isoladas de bactérias transformadas com pcDNA5-TOB2, que também 

para fins didáticos, será nomeado neste trabalho de TOB2. As colônias 
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selecionadas foram incubadas overnight, na estufa, em placa de petri contendo 

meio LB com adição de ampicilina.  

 

1- 1kb Plus DNA Ladder

2- pcDNA5 FRT/TO Xho I

3- Tob2

4- pcDNA5 FRT/TO Tob2 Xho I + 

BamHI-Hifi

1 2 3 4 1

 

Figura 3.2 Gel de agarose representativo do vetor, amplicon de TOB2 e clivagem do vetor 

pelas enzimas de restrição. A utilização de apenas uma das enzimas de restrição (linha 2) gerou 

uma única banda de menor mobilidade no gel. A utilização das duas enzimas de restrição geraram 

duas bandas no gel, uma de maior mobilidade (TOB2) e uma de menor mobilidade (pcDNAFR/TO) 

(linha 4). Ambos demonstram a eficiência da clivagem pelas enzimas de restrição ao arcabouço 

utilizado. A linha 3 mostra apenas o amplicon de Tob2, que apresenta o tamanho esperado (14,743 

bp). 

 

Com intuito de obtermos maior quantidade dos plasmídeos gerados, foi 

realizado uma preparação de plasmídio em escalas maiores (Mini Prep). As 

bactérias foram colocadas em meio LB líquido, em tubo falcon, em shaker orbital 

overnight, com temperatura e rotação controladas. Após este período de 
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incubação, as bactérias tiveram seu DNA extraído com Ilustra PlasmidPrep Mini 

Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as recomendações do fabricante. O material 

nucleico obtido foi submetido à fragmentação por sonicação e amplificados 

utilizando os primers descritos na tabela 3.2. Após a obtenção dos amplicons, foi 

realizada a digestão parcial dos mesmos e em seguida foi realizada a adaptação 

dos barcodes e amplificação do material, para então as amostras serem 

sequenciadas. Todo o processo foi realizado no aparelho HiSeq 2000 Sequencing 

System (Illumina), para conferência de ausência de mutação.   

 

Tabela 3.2 Sequência de primers de TOB2 utilizados no sequenciamento. F1 = Foward1, 

F2 = Foward 2 e R1 = Reverse 1 

 

 

Após confirmação da ausência de mutação, o processo de preparação de 

plasmídeo em escalas maiores (Maxi Prep) foi realizado. As bactérias foram 

colocadas em meio LB líquido, em Erlenmeyer, em shaker orbital overnight, a 

37Cº e rotação controlada. Após a incubação, o material nucleico foi extraído com 

PureLink HiPure Plasmid Filter MaxiPrep Kit (Invitrogen), seguindo as orientações 

do fabricante. Após a Maxi Prep, os plasmídeos foram então novamente 

sequenciados e após a confirmação de ausência de mutação, utilizados para a 

transfecção de células mamíferas. A Figura 3.3 ilustra de maneira simplificada o 

processo de clonagem.  

TOB2 Sequencing F1 5' - CTT TGA GGT GTC CTA CCA GAT T - 3' 

TOB2 Sequencing F2 5' - GCC TCT CTC TGT CTA TGC ATT C - 3' 

TOB2 Sequencing R1 5' - GCT GCT CTT GAT CTC CTT GT - 3' 
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Figura 3.3 Esquema ilustrativo simplificado do processo de construção do plasmídeo 

contendo o amplicon de Tob2 e seu vetor vazio. 

 

3.3. Indução de expressão ectópica transiente de Tob2  

 

Para superexpressão transiente de Tob2 nas linhagens aderentes, com 

intuito de avaliar os efeitos biológicos desta superexpressão, o reagente de 

transfecção lipofectamina 2000 (Invitrogen) foi utilizado. Para este protocolo, as 

células foram tripsinizadas, centrifugadas (750g, 3min), resuspensas e contadas. 

Ao total, 3x105 células foram plaqueadas em cada poço, em placa de seis poços 

para que estas atingissem confluência entre 80-90% no dia posterior. As células 

então foram colocadas em estufa para aderência por 24h. Após este período de 

tempo, o meio foi retirado e substituído por um novo meio, tendo sido adicionado a 

este 4µg dos plasmídeos pcDNA5 (vetor vazio) ou pcDNATob2 (contendo o 

inserto de Tob2 selvagem), na presença de 5µL de lipofectamina por poço. Os 
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plasmídeos e a lipofectamina foram diluídos em Opti-MEM (Gibco), conforme o 

protocolo do fabricante. As células foram então incubadas por 24h em estufa 

úmida a 37º, com injeção de 5% de CO2. Após este período de tempo foram 

novamente tripsinizadas, centrifugadas (750g, 3min), resuspensas, contadas e 

replaqueadas para os experimentos posteriores.  

 

Dia -1 Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Plaqueamento
Das células

Superexpressão
pcDNA5 ou Tob2 

com 
Lipofectamina

2000

Replaqueamento
para os ensaios 
cristal violeta e 

clonogênico

Lisado 24h para 
confirmação da 
superexpressão

Contagem por 
exclusão por azul 

de trypan

24h ensaio 
Cristal 
violeta

48h ensaio 
Cristal 
violeta

72h ensaio 
Cristal 
violeta

 

Figura 3.4 Desenho experimental da superexpressão de Tob2 por lipofecção, e 

plaqueamento dos experimentos subsequentes. Plaqueamento das células no dia -1 para 

obtenção de 80-90% de confluência no dia 0. No dia 0 as células foram induzidas a expressão de 

Tob2 exógeno ou de seu vetor vazio com lipofectamina 2000. No dia 1 as células foram contadas 

por exclusão de azul de trypan e então replaqueadas para os experimentos de proliferação celular 

(Dias 2, 3 e 4) e ensaio de formação de colônias (10-14 dias após replaqueamento no dia 1). 

Adicionalmente, foram colhidos pellets para confirmação da superexpressão de Tob2 no dia 1. 

 

3.4. Silenciamento gênico de Tob2 por siRNA 

 

Tendo em vista a avaliação dos efeitos da inibição de Tob2, a técnica do 

siRNA foi utilizada para silenciar a expressão proteica de Tob2 endógeno. Em 

placas de seis poços, foram preparados os complexos de tranfecção, onde as 

linhagens H460, MDA-MB-231 e HEK293T foram plaqueadas em total de 2x105 
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células por poço, com intuito de obtenção de 50-60% de confluência no dia 

seguinte. Os reagentes, 100ng de siScramble ou siTob2 (Santa Cruz 

Biotechnology) e 5µL de lipofectamina 2000 (Invitrogen) na presença de Opti-MEM 

(Gibco), foram incubados por 20 minutos e após este tempo incorporados às 

células. As placas foram então colocadas em estufa úmida (37ºC, 5% injeção de 

CO2) por 24h para aderência das células e após este tempo, as mesmas foram 

tripsinizadas, centrifugadas, resuspensas, contadas e replaqueadas para os 

experimentos posteriores. 

 

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4

Plaqueamento
das células e 

tratamento com 
Scramble ou 

siTob2 100nM

Replaqueamento
para os ensaios 
cristal violeta e 

clonogênico

Lisado 24h para 
confirmação da 
superexpressão

Contagem por 
exclusão por azul 

de trypan

24h ensaio 
Cristal 
violeta

48h ensaio 
Cristal 
violeta

72h ensaio 
Cristal 
violeta

 

Figura 3.5 Desenho experimental da inibição de Tob2 por siRNA, e plaqueamento dos 

experimentos subsequentes. Dia 0 - As células foram tratadas com siRNA Tob2 ou Scramble, 

com lipofectamina 2000 No dia 1 (24h) as células foram contadas por exclusão de azul de trypan e 

então replaqueadas para os experimentos de proliferação celular (Dias 2, 3 e 4) e ensaio de 

formação de colônias (10-14 dias após seu replaqueamento no dia 1). Adicionalmente, foram 

colhidos pellets para confirmação da superexpressão de Tob2 no dia 1. 

 



29 

 

 

3.5. Avaliação da viabilidade celular pelo método de exclusão do 

azul de Trypan 

 

Para os ensaios de exclusão por azul de Trypan, as células foram 

tripsinizadas, centrifugadas e resuspensas em 1mL de meio fresco. Desta solução, 

foram retirados 20µL e adicionados a 30µL de meio e 30µL do corante azul de 

Trypan. Após homogeinização, 10µL desta solução foram adicionados à câmara 

de Neubauer e as células dos quadrantes foram contadas. As células sem 

marcação pelo corante foram consideradas células viáveis, e as células marcadas 

pelo corante foram consideradas células não viáveis. Para o número total de 

células foram consideradas o somatório das células viáveis e não viáveis. 

 

3.6. Ensaio de cristal Violeta 

 

Após os ensaios de superexpressão de Tob2 ou inibição de Tob2, as 

células foram plaqueadas para o ensaio de cristal violeta. Para este ensaio, foram 

plaqueadas 1x104 células por poço em placa de 96 poços com volume final de 

200µL, em quadruplicadas por condição. As placas foram então incubadas pelos 

tempos de 24, 48 e 72h e após os tempos de incubação, as células foram lavadas 

com PBS pH 7.4 (Sigma Aldrich), fixadas com 200µL de Etanol P.A (Merck) por 

10min e então coradas com cristal violeta 0,05% (Vetec) por 10min. Após a 

coloração, as células foram lavadas com água destilada e deixadas para 

secagem. Após secas, as células coradas foram diluídas em 200µL de Metanol 

P.A (Isofar) e colocadas em agitador orbital. A medida das absorbâncias foi 

realizada em espectofotômetro (Beckman coulter) na faixa de 595nm. 

 

3.7. Ensaio clonogênico 

 

Para avaliar a capacidade de formação de colônias após a superexpressão 

de Tob2 ou após a inibição de Tob2 nas linhagens, 2x103 células foram 



30 

 

plaqueadas em placa de seis poços e deixadas em estufa úmida de 10-14 dias 

para formação de colônias. Após este tempo, as colônias foram lavadas com PBS 

pH 7,4 (Sigma Aldrich), fixadas com 1mL de Etanol P.A (Merck) por 10min e 

coradas com cristal violeta 0,5% (marca) por 1h em shaker orbital. Após a 

incubação, as colônias foram lavadas com água destilada e colocadas para 

secagem. As placas foram então fotografas e, as colônias diluídas em ácido 

acético 33% (Isofar). Após dissolução das colônias, foram colocados 200µL em 

placa de 96 poços, em quadruplicada, para posterior medida das absorbâncias em 

espectofotômetro (Beckman coulter). A leitura foi realizada na faixa de 595nm. 

 

3.8. Avaliação da expressão de mRNA por PCR em tempo real 

 

Para avaliar os níveis de RNA mensageiro (mRNA) de Tob2 e Myc, a 

técnica de PCR em tempo real, pelo método Taqman (TaqMan® Gene Expression 

Assay - Applied Biosystems) foi utilizada. O RNA das células foi extraído por Trizol 

(Trizol® Reagent; Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante. A partir de 2 

µg de RNA, quantificado pelo aparelho Nanodrop (Nanodrop® ND-1000), a 

síntese de cDNA foi feita utilizando o método Superscript (Superscript® II Reverse 

Transcriptase; Invitrogen). Foram utilizadas sondas específicas para TOB2 

(Hs00967571_s1) e MYC (Hs00153408_m1) e β-actina (Hs99999903_m1; 

utilizada como controle endógeno), adquiridas pela Applied Biosystems. Para 

avaliar a quantificação relativa do gene alvo, foi utilizado o método 2-ΔΔCt 

 

3.9. Avaliação do conteúdo proteico por Western blotting 

 

Para confirmação dos ensaios de modulação de Tob2, e para a 

investigação da alça regulatória de Myc e Tob2, a técnica de Western blotting foi 

utilizada. As células foram centrifugadas (430xg por 5min), colocadas em gelo e 

lavadas com PBS pH 7,4 (Sigma Aldrich). O pellet foi então ressuspenso em 

100μL de tampão de extração de proteínas Cell Extraction Buffer (Invitrogen), e a 

extração foi realizada seguindo as instruções do fabricante. A quantificação 
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proteica foi realizada pelo Kit BioRad, baseado no método de Lowry (LOWRY, et 

al., 1951). Foram utilizadas 20μg de proteína por condição e foram adicionadas às 

amostras 10 μL de tampão loading (115 mM Tris-HCl pH 6.8; 15% SDS; 10% de 

glicerol; 100 mM de 2-β-mercaptoetanol; 0,1% de azul de bromofenol). 

As amostras foram submetidas à corrida de eletroforese em gel de 

poliacrilamida, composto por Acrilamida/Bis-Acrilamida 30% 29:1 (Bio-Rad); 25% 

H2O; 115 mM tampão Tris-HCl pH 8.8 (Bio-Rad); TEMED (Sigma-Aldrich) APS 

(Sigma-Aldrich). A corrida ocorreu em sistema molhado (Bio-Rad) com tampão de 

corrida Tris/Glicina/SDS 1x (Bio-Rad) à 200v até completa migração das proteínas 

no gel. As proteínas foram então transferidas para membrana de nitrocelulose (GE 

healthcare) em cuba úmida com tampão de transferência Tris/Glicina (Bio-Rad) 

Metanol 20% à 100v por 2h. O padrão da corrida e a eficiência da transferência 

foram verificados com Ponceau Red (Ponceau Red 0,2%; ácido tricloroacético 

3%). Para bloqueio de marcações inespecíficas, as membranas foram incubadas 

com solução a 5% de leite em pó desnatado diluído em TBS/Tween 0,5% (10 mM 

Tris-HCl, pH 8,0; 150 mM de NaCl; 0,2% Tween-20) por 2h. Após o bloqueio, as 

membranas foram incubadas overnight com os anticorpos de interesse diluídos 

em TBS-tween 0,1% BSA 5% (Tabela 3.2). As membranas foram então lavadas 

por três vezes com TBS-tween 0,5% por 10min e então incubadas com seus 

respectivos anticorpos secundários conjugados a HorseRadish-Peroxidase à 

temperatura ambiente por 1 h, sob agitação constante. As proteínas β-actina e 

HSC70 foram utilizadas como controle constitutivo de carregamento dos 

experimentos. Para a revelação foi utilizado o Kit ECL (ECL Prime™ Western 

Blotting Analysis System; GE Healthcare) e as membranas foram então reveladas 

em sistema digital (C-digit Licor, Uniscience) em modo de alta exposição por 

12min. 

. 
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Tabela 3.3 Anticorpos primários e secundários utilizados na técnica de Western blotting 

 

Anticorpo Catálogo Diluição Fabricante 

Tob2 sc-293326 1:1000 Santa Cruz 

Biotechnology 

c-Myc D84C12 1:1000 Cell signaling 

Hsc70 sc-7298 1:1000 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-mouse A9044 1:40000 Sigma Aldrich 

Anti-rabbit A0545 1:20000 Sigma Aldrich 

 

 

3.10. Análise estatística 

 

Os experimentos foram realizados em triplicatas independentes e os resultados 

foram calculados utilizando-se as médias dos percentuais de cada condição pelo 

software Graph Pad Prism 4.0. O teste estatístico two-way ANOVA seguido pelo 

pós-teste Bonferroni foi utilizado para a análise do experimento de cristal violeta. 

Para os demais experimentos foi empregado o teste t student seguido do pós-

teste Mann Whitney. O valor de p foi calculado em um intervalo de confiança de 

95% onde valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos 

em relação aos controles de cada experimento. * p < 0,05, ** p < 0,01, ***p 

<0,001. 
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4. Desenho experimental 

 

MDA-MB-231 H460 Hek293T

Investigação da associação 
entre Tob2 e Myc

Avaliação do papel do 
Tob2 na proliferação 

celular

Superexpressão
transiente 

plasmidial de TOB2

Inibição de Tob2 
por siRNA

Superexpressão
transiente plasmidial

de TOB2

Expressão basal

Cristal 
violeta Exclusão 

por azul de 
trypan

Clonogênico

Western 
blotting

PCR

Western blotting

  

 

 

 

5. Resultados 

 

5.1. A expressão de Myc e Tob2 é diferente entre as linhagens 

tumorais e não-tumorais 

 

A alça regulatória entre Myc e Tob2 foi descrita por Feng e colaboradores, 

em um estudo que demonstra que Myc leva ao aumento da expressão do miR-378 

e este por sua vez inibe Tob2. Esta regulação se reflete inibindo também a 

Figura 4.1 Fluxograma ilustrando o desenho experimental utilizado no estudo. 
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atividade antiproliferativa de Tob2, visto que esta redução nos níveis de Tob2 está 

relacionada a maiores níveis de seu alvo de deadenilação, ciclina D1 (FENG et al., 

2011). 

Tendo em vista este achado, nosso estudo iniciou investigando os níveis de 

transcritos e os níveis proteicos de Myc e Tob2 em diferentes modelos tumorais e 

não tumorais. Nossos dados demonstraram que entre as linhagens de leucemia 

mieloide aguda (LMA) investigadas, a linhagem U937 apresenta menor expressão 

de Tob2, quando comparada à linhagem HL60 (utilizada como amostra referência) 

e às linhagens Kasumi-1 e HL60R (resistente à 50µM de Citarabina) (Fig 5.1A). 

Em relação às linhagens provenientes de tumores sólidos e linhagens aderentes 

não tumorais, nossos dados demonstram que a linhagem de rim embrionário 

HEK293T apresenta maior expressão de Tob2, quando comparada às demais 

linhagens tumorais de carcinoma de mama MDA-MB-231, carcinoma de pulmão 

H460 e à linhagem não tumoral de fibroblasto humano IHF (utilizada como 

amostra referência) (Fig 5.1B). Em relação aos níveis de expressão gênica de 

MYC, as linhagens HL60 e HL60R apresentam maiores níveis, quando comparada 

às linhagens Kasumi-1 e U937 (Fig 5.1C). Ao passo que, as linhagens HEK293T e 

H460 apresentam Myc aproximadamente 3,5x mais expresso quando comparadas 

à linhagem de fibroblasto humano (IHF) utilizado como controle. De maneira 

contrária, a linhagem MDA-MB-231 apresenta expressão 2x menor de Myc, 

quando comparada ao controle (Fig 5.1D). 

Nossos dados de conteúdo proteico demonstram que dentre as linhagens 

de LMA avaliadas, a linhagem HL60R apresenta maiores níveis de conteúdo 

proteico de Myc e a linhagem U937 apresenta maiores níveis proteicos de Tob2 

(Fig 5.1E). Quanto às linhagens aderentes avaliadas, a linhagem H460 apresenta 

maiores níveis de Myc, enquanto a linhagem MDA-MB-231 apresenta níveis muito 

semelhantes de Tob2 à linhagem MCF-7, utilizada como controle positivo (Fig 

5.1F).   
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Figura 5.1 Avaliação da expressão gênica e proteica de Tob2 e Myc em diferentes linhagens 

neoplásicas e não-neoplásicas. Quantificação relativa dos níveis de mRNA de Tob2 em 

linhagens de LMA (A) e em linhagens aderentes provenientes de tumores sólidos ou tecidos 

saudáveis (B). Quantificação relativa dos níveis de mRNA de Myc em linhagens de LMA (C) e em 

linhagens aderentes provenientes de tumores sólidos ou tecidos saudáveis (D). Os níveis de 

RNAm foram avaliados por PCR em tempo real e todas as análises foram normalizadas com β-

actina.  Média de três experimentos independentes. Os níveis proteicos de Tob2 e Myc também 

foram avaliados nas linhagens de LMA (E) e nas linhagens aderentes, este último utilizando a 

linhagem de mama MCF-7 como controle positivo (F). Figuras representativas de três 

experimentos independentes. Teste estatísticos One-way ANOVA, pós-teste Bonferroni: *p<0.05. 
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Comparando as expressões dos transcritos e proteica de Tob2 e Myc nas 

linhagens, é possível observar que nem sempre, estes níveis se relacionam em 

expressão. Nossos dados demonstram que apesar dos níveis mRNA de Myc 

serem semelhantes entre as linhagens HL60R e Kasumi-1 comparada à linhagem 

HL60, estas não apresentam os mesmos níveis proteicos, visto que a linhagem 

HL60R apresenta maiores níveis de Myc proteico, comparada às demais 

linhagens. De maneira semelhante, a expressão de mRNA de Tob2 na linhagem 

U937 é a menor dentre todas as linhagens de LMA avaliadas, ao passo que os 

níveis proteicos de Tob2 são superiores às linhagens HL60, HL60R e Kasumi-1. 

Um efeito semelhante é observado nas linhagens aderentes avaliadas. A linhagem 

HEK293T apresenta níveis de Tob2 mRNA aproximadamente 8x maiores que a 

linhagem H460 e mais de 10x maiores, em relação à linhagem MDA-MB-231. 

Ainda assim, os níveis proteicos de Tob2 na linhagem MDA-MB-231 é maior que 

as linhagens H460 e HEK293T. O mesmo é observado para a expressão de Myc 

na linhagem H460, que apresenta níveis semelhantes do transcrito comparados à 

linhagem HEK293T, ao passo que apresenta a expressão proteica maior que as 

linhagens MDA-MB-231 e HEK293T. 

Em conjunto, os dados sugerem que Myc e Tob2 podem sofrer 

modificações pós-transcricionais e pós-traducionais que influenciem na sua 

expressão em diferentes modelos, de acordo com o descrito por Feng em seu 

trabalho (FENG et al., 2011). Além disso, o nosso conjunto de dados sugere que 

Myc pode ter sua degradação diminuída, levando o seu acúmulo na linhagem 

HL60R, do mesmo modo que Tob2 parece se acumular na linhagem U937.  
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5.2. A inibição gênica de Myc impacta na expressão de Tob2 

 

Feng e colaboradores associou a regulação entre Myc e Tob2 em células 

de câncer de mama com expressão positiva de HER2 (FENG et al., 2011). Por 

esta razão passamos a investigar se esta regulação também ocorreria em outros 

modelos, os quais não expressam HER2. Para este propósito, utilizamos um 

modelo com características de linfoma de células B cujo promotor de MYC é 

inibido na presença do antibiótico doxociclina.  

O tratamento com 1µg/mL do antibiótico na linhagem P-4936 por 60 

minutos, 90 minutos e 24h demonstrou inibição da expressão proteica de Myc, 

como esperado. Entretanto, nossos resultados demonstram que há um aumento 

dos níveis de Tob2 após 90min e 24h de tratamento com o antibiótico. Dessa 

forma, nossos dados indicam que possivelmente há uma associação entre a 

menor expressão de Myc e maior expressão de Tob2, e que essa associação 

parece ser independente da expressão de HER2.  

 

- - -+ + +Doxociclina

60min 90min 24h

P-4936

Tob2

c-Myc

Hsc70

57 kDa
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70 kDa

 

Figura 5.2 Avaliação dos níveis proteicos de Tob2 após silenciamento de Myc. Avaliação dos 

níveis proteicos de Tob2 após silenciamento de Myc. Expressão proteica de Myc e Tob2 na 

linhagem P-4936 após tratamento com 1µg/mL de doxiciclina por 60 min, 90 min e 24h. Imagem 

representativa de três experimentos independentes 
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5.3. A expressão de Tob2 exógeno leva a diminuição do conteúdo 

proteico de Myc em linhagens celulares tumorais e não tumorais 

 

Uma vez que nossos dados corroboram os dados já existentes na literatura 

de que existe uma possível alça regulatória entre Myc e Tob2, o próximo passo do 

nosso trabalho visou investigar se esta alça regulatória aconteceria de maneira 

unilateral ou se a maior expressão de Tob2 se correlaciona à menor expressão de 

Myc.   

A fim de responder a este questionamento, utilizamos o modelo de 

superexpressão plasmidial transiente de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231, H460 

e HEK293T, e avaliamos a expressão proteica de Tob2 e Myc. Nossos resultados 

demonstram que nas linhagens MDA-MB-231 e HEK293T a superexpressão de 

Tob2 em 24h culmina na menor expressão de Myc (Fig 5.3A e 5.3C). O mesmo 

não é observado na linhagem de carcinoma de pulmão H460, visto que nossos 

resultados demonstraram que a maior expressão de Tob2 na linhagem, não altera 

os níveis proteicos de Myc em 24h (Fig 5.3B). Em conjunto, os dados sugerem 

que possa haver um feedback de regulação entre Tob2 e Myc. No entanto, são 

necessárias maiores avaliações para confirmação desta alça regulatória.  

     

HEK293T 

Tob2

c-Myc

Hsc70

38kDa

57kDa

70kDa

MDA-MB-231 

Tob2

c-Myc

Hsc70

38kDa

57kDa

70kDa

(B)(A) (C)H460

Tob2

c-Myc

38kDa

57kDa

70kDa

24h 24h 24h

 

 

Figura 5.3 Avaliação do feedback de regulação entre Myc e Tob2. Expressão proteica de Tob2 

e Myc, por western blot, após a superexpressão de Tob2 exógeno (24h) nas linhagens MDA-MB-

231 (A), H460 (B) e HEK293T (C). Imagem representativa de três experimentos independentes. 
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5.4. Avaliação dos efeitos biológicos da modulação de Tob2 em 

linhagens tumorais e não-tumoral 

 

A maioria dos trabalhos que explora Tob2 demonstra sua atividade 

antiproliferativa em diversos tipos de tumores, bem como todos os demais 

membros de sua família. Por esta razão, a literatura sugere que Tob2 seja um 

gene antitumoral, principalmente por sua regulação negativa no ciclo celular. 

Ainda que haja alguns trabalhos caracterizando os efeitos biológicos de Tob2 em 

diversos modelos, é necessário o melhor entendimento da expressão do mesmo 

em diferentes modelos tumorais e não-tumoral para de fato classificá-lo como um 

gene antiproliferativo. Por esta razão, nosso trabalho buscou, em seguida, 

compreender como a modulação de Tob2 influencia na proliferação celular. 

 

 

5.4.1. A superexpressão de Tob2 não altera o número de células 

das linhagens testadas 

 

Para investigar o efeito da expressão de Tob2 nas linhagens celulares 

MDA-MB-231, H460 e HEK293T, novamente utilizamos o modelo de expressão 

transiente de Tob2 para avaliar os efeitos biológicos nestes modelos celulares. O 

primeiro aspecto a ser avaliado foi verificar se a superexpressão de Tob2 (Fig 

5.4G, 5.4H e 5.4I) induziria modificação no número total de células, e no número 

de células marcadas por azul de trypan, o que indicaria células induzidas à morte 

celular. 

Nossos resultados demonstraram que a superexpressão de Tob2 na 

linhagem MDA-MB-231 não altera o número total de células avaliadas por 

coloração por azul de trypan, mas demonstram que há uma tendência ao aumento 

no número de células coradas em azul (Fig 5.4A e 5.4B) O mesmo efeito não foi 

observado nas demais linhagens. A superexpressão de Tob2 por 24h nas 

linhagens H460 e HEK293T não alteraram o número de células totais ou o número 

de células marcadas por azul de trypan (Fig5.4C até 5.4F) sugerindo que a 

superexpressão de Tob2 neste tempo, não exerce efeito na proliferação celular, 
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bem como na morte celular. Por este motivo, são necessárias maiores avaliações 

em tempos maiores para entender os efeitos de Tob2 na proliferação celular.   

 

MDA-MB-231

0

5

10

15

20

25

24h

Células totais

TOB2

pcDNA5

1
0

5
 c

é
lu

la
s
/m

L

(A)

0

5

10

15

20

25
pCDNA5

TOB2

MDA-MB-231

24h

Células Trypan positivas

1
0

4
 c

é
lu

la
s/

m
l

(B)

MDA-MB-231 

Tob2

Hsc70

38kDa

70kDa

(G)

H460

0

5

10

15

20

25

24h

pcDNA5

TOB2

Células totais

1
0

5
 c

é
lu

la
s
/m

L

(C) H460

0

5

10

15

20

25
pCDNA5

TOB2

Células Trypan positivas

24h

1
0

4
 c

é
lu

la
s
/m

L

(D)

Hsc70

H460

Tob2 38kDa

70kDa

(H)

HEK293T

0

5

10

15

20

25

24h

pcDNA5

TOB2

Células totais

1
0

5
 c

é
lu

la
s
/m

L

(E)
HEK293T

0

5

10

15

20

25

Células Trypan positivas

24h

TOB2

pcDNA5

1
0

5
 c

é
lu

la
s
/m

L

(F)

(I)

Hsc70

HEK293T

Tob2 38kDa

70kDa

 

 

Figura 5.4 Avaliação do número de células totais e trypan positivas após superexpressão de 

Tob2.  Contagem por azul de trypan das linhagens MDA-MB-231 (A e B), H460 (C e D) e HEK293T 

(E e F) após a expressão exógena de Tob2. Média de três experimentos independentes. Western 
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blotting para a expressão proteica de Tob2 exógeno nas linhagens MDA-MB-231, H460 e 

HEK293T por lipofecção por 24h. Imagem ilustrativa de três experimentos independentes. 

 

5.4.2.  A superexpressão de Tob2 nas linhagens tumorais e não 

tumoral induz aumento da proliferação celular e da 

capacidade de formação de colônias 

 

Tendo em vista que nossos resultados demonstraram que a 

superexpressão de Tob2 não altera o número de células em 24h, o próximo passo 

foi investigar se a expressão ectópica de Tob2 nas linhagens celulares altera a 

proliferação celular. Para este fim, realizamos os experimentos de acordo com o 

desenho experimental explicitado na Figura 3.3 na seção de Materiais e Métodos  

Utilizando a metodologia de cristal violeta para avaliar a proliferação celular 

após a superexpressão de tob2 no tempo 24h, verificamos que em todas as 

linhagens a maior expressão de Tob2 induziu aumento na densidade ótica 

avaliada, sugerindo maior proliferação celular. Este efeito é mais evidente nas 

linhagens MDA-MB-231, onde esse aumento de proliferação celular é mais 

evidente e estatisticamente significativo (p value = 0,0047) após 72h (Fig 5.5A), 

bem como na linhagem HEK293T, onde o aumento na proliferação celular 

induzida pela maior expressão de Tob2 também foi estatisticamente significativo 

(p value = 0,0024) em todos os tempos avaliados (Fig 5.5C). Na linhagem H460, 

há uma tendência de aumento na proliferação celular nas células transfectadas 

com Tob2 (Fig 5.5D), mas este resultado não foi estatisticamente significativo, 

sendo necessário maior número de experimentos para confirmação deste dado. 
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Figura 5.5 Fig 5.5 A expressão de Tob2 exógeno aumenta a proliferação celular nas 

linhagens celulares. Ensaio de cristal violeta após superexpressão de Tob2 por 24h avaliando a 

densidade ótica relativa das linhagens (A) MDA-MB-231, (B) H460, e (C) HEK293T, nos tempos de 

24, 48 e 72h. Média de três experimentos independentes. Teste estatístico two-way ANOVA, pós-

teste Bonferroni, * p<0,05 
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Considerando que nossos resultados demonstraram que a maior expressão de 

Tob2 induz aumento na proliferação, quando comparado ao seu controle, nosso 

próximo passo foi avaliar se a superexpressão de Tob2 também influenciaria no 

processo de formação de colônias das linhagens celulares testadas. A Figura 5.3 

demonstra que a superexpressão de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231, H460 e 

HEK293T induz aumento na formação de colônias, mesmo que estes resultados 

não demonstrem diferença estatisticamente significativa (Fig 5.4.2.2.A-C). Em 

conjunto, os achados sugerem que Tob2 pode levar ao aumento da proliferação 

celular nestes modelos, bem como induzir a formação de colônias, contrariando à 

sua então conhecida função antiproliferativa. 

 



44 

 

MDA-MB-231

pcDNA5 TOB2
0

1

2

3

4

5

D
e
n
s
id

a
d
e
 ó

p
ti
c
a
 5

9
5

m
m

n
o
rm

a
liz

a
d
o
 p

a
ra

 1
H460

pcDNA5 TOB2
0

1

2

3

4

5

D
e
n
s
id

a
d
e
 ó

p
ti
c
a
 5

9
5

m
m

n
o
rm

a
liz

a
d
o
 p

a
ra

 1

HEK293T

pcDNA5 TOB2
0

1

2

3

4

5

D
e
n
s
id

a
d
e
 ó

p
ti
c
a
 5

9
5

m
m

n
o
rm

a
liz

a
d
o
 p

a
ra

 1

(A) (B)

(C)

 

 

Figura 5.6 Análise da formação de colônias após superexpressão de Tob2. Ensaio de 

formação de colônias após 10-14 dias de incubação após superexpressão de Tob2 por 24h nas 

linhagens celulares MDA-MB-231 (A), H460 (B), e na linhagem HEK293T (C) Médias de três 

experimentos independentes para as medidas de densidade ótica. Imagens representativas de três 

experimentos independentes. 
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5.4.3. A inibição de Tob2 não altera o número de células das 

linhagens tumorais  

 

Com a finalidade de confirmar o papel de Tob2 na indução de proliferação 

celular nas linhagens MDA-MB-231, H460 e HEK293T, investigamos se a inibição 

de Tob2 teria o efeito biológico contrário ao encontrado nos nossos resultados de 

superexpressão de Tob2. Para tal, utilizamos o desenho experimental descrito na 

Figura 3.4.   

Os dados demonstram que a inibição de Tob2 por siRNA após 24h não 

altera o número total de células nas linhagens tumorais MDA-MB-231 e H460 (Fig 

5.7A e 5.7B), sugerindo que a modulação negativa de Tob2, assim como a 

modulação positiva, não interfere no número de células vivas das linhagens 

tumorais testadas. 
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Figura 5.7 Avaliação do número de células totais após inibição de Tob2. Avaliação do número 

de células por exclusão por azul de trypan após inibição de Tob2 por siRNA por 24h nas linhagens 

(A) MDA-MB-231 e (B) H460. Média de três experimentos independentes. 
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5.4.4. A inibição de Tob2 induz redução de proliferação nas 

linhagens H460 e HEK293T e reduz o potencial de formação 

de colônia das linhagens 

 

O próximo passo do estudo visou dar continuidade a investigação do efeito 

de Tob2 na indução de proliferação celular, buscando avaliar se a inibição de 

Tob2 estaria envolvida com a redução de proliferação celular. Para este fim 

utilizamos o ensaio de cristal de violeta e avaliamos a proliferação celular das 

linhagens por 24, 48 e 72h. Os resultados demonstram que a inibição de Tob2 (Fig 

5.8D) não altera a taxa proliferativa da linhagem MDA-MB-231 em nenhum dos 

tempos testados (Fig 5.8A), ao passo que a inibição de Tob2 não altera a taxa 

proliferativa da linhagem HEK293T nos tempos de 24 e 48h, mas leva a redução 

de aproximadamente 40% das células no tempo de 72h, quando comparado a seu 

controle (Fig 5.8C e 5.8F). Além disso, foi possível observar que o silenciamento 

de Tob2 reduz a proliferação celular em todos os tempos testados, sendo mais 

evidente no tempo mais tardio (Fig 5.8B e 5.8E). 
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Figura 5.8 A inibição de Tob2 diminui a proliferação celular. Ensaio de cristal violeta após o 

silenciamento de Tob2 por 24h avaliando a densidade ótica relativa das linhagens (A) MDA-MB-

231, (B) H460 e (C) HEK293T nos tempos de 24, 48 e 72h após replaqueamento. Média de três 
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experimentos independentes. Western Blot demonstrativo da expressão de Tob2 após 24h de 

inibição por siRNA nas linhagens (D) MDA-MB-231, (E) H460 e (F) HEK293T. Imagens 

representativas de três experimentos independentes. Teste estatístico two-way ANOVA, pós-teste 

Bonferroni, *p< 0,05. 

 

Além disso, para confirmar o papel de Tob2 na indução de formação de 

colônia nas linhagens celulares, utilizamos novamente a abordagem do ensaio 

clonogênico após inibição de Tob2 para obtermos esta resposta. Foi possível 

observar que a inibição de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231, H460 e HEK293T 

diminuiu a capacidade de formação de colônias destas linhagens quando 

comparado ao seu controle no experimento (scramble) (Fig 5.9A-C).  

Ainda que este conjunto de resultados não apresente diferença 

estatisticamente significativa, os dados obtidos, em conjunto com os demais dados 

apresentados nesta dissertação, sugerem que Tob2 apresenta um papel na 

indução de proliferação celular, dependendo do modelo celular. Para confirmação 

desta hipótese, ainda não necessários mais experimentos, demonstrando que 

Tob2, de fato, exerce um papel na indução da proliferação celular. 
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Figura 5.9 Análise da formação de colônias após inibição de Tob2. Ensaio de formação de 

colônias após 10-14 dias de incubação após inibição de Tob2 por 24h nas linhagens celulares (A) 

MDA-MB-231, (B) H460, e (C) na linhagem HEK293T. Médias de três experimentos independentes 

para as medidas de densidade ótica. Imagens representativas de três experimentos independentes 
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6. Discussão  

 

O gene TOB2 foi descrito em 1999 por Yakematsu e colaboradores, que 

associaram sua expressão em células NIH3T ao controle negativo do ciclo celular, 

classificando-o, assim como os demais membros da sua família, como uma 

proteína antiproliferativa (IAKEMATSU et al., 1999). Diversos trabalhos já 

demonstraram o papel antiproliferativo de Tob2 em células tumorais, sendo a 

maioria destes, associando a sua inibição por miRs à perda de atividade 

antiproliferativa. Yu e colaboradores demonstraram em 2014 que a 

superexpressão do onco-miR-378 em células de carcinoma de nasofaringe está 

associada à maior proliferação e maior invasão das células. No trabalho, os 

autores observaram que este efeito está parcialmente ligado à inibição de Tob2 

pelo miR-378, uma vez que a superexpressão deste miR, neste modelo, leva a 

menor expressão dos transcritos de Tob2 e de seu conteúdo proteico. Além disso, 

os autores demonstram que amostras de pacientes com carcinoma de 

nasofaringe, apresentam menor expressão de Tob2 quando comparadas às 

amostras de tecidos de nasofaringe normais (YU et al., 2014).  

Anteriormente, Feng e colaboradores haviam demonstrado que o miR-378 

também desempenha papel importante na indução de proliferação e 

transformação maligna em células de mama HER2+, cujo fato ocorre pela alça de 

regulação Myc/miR-378/Tob2/ciclina D1. Os autores mostram que a 

superexpressão de Myc leva à transativação do miR-378, bem como de seu host 

gene PPARGC1B. Este aumento da expressão do miR-378 está associado a 

menor expressão de Tob2 e por consequência maior expressão de ciclina D1, 

levando à progressão no ciclo celular, proliferação celular e transformação maligna 

das células (FENG et al, 2011).  Outros trabalhos também já associaram a maior 

expressão de onco-miRs à menor expressão de Tob2 e maior taxa proliferativa 

das células tumorais. Em células de carcinoma hepático, Shen e colaboradores, 

demonstraram que o miR-362-3p se liga diretamente à Tob2, inibindo-o. Além 

disso, os autores mostram neste trabalho que a inibição de Tob2 por shRNA induz 
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do crescimento independente de ancoragem, bem como induz formação de 

colônias em células de carcinoma hepatocelular. Corroborando os dados 

encontrados in vitro, o trabalho ainda demonstra que amostras de pacientes com 

hepatocarcinoma apresentam menor expressão de Tob2 e maior expressão do 

miR-326-3p, quando comparados ao tecido normal adjacente ao tumor (SHEN et 

al., 2015). 

Ainda não existem estudos que explorem o potencial de Tob2 na indução de 

proliferação celular. Além disso, alguns trabalhos vêm relatando sua maior 

expressão com a menor sobrevida global de pacientes. O mesmo tem ocorrido 

com Tob1, que apresenta grande homologia com Tob2, visto que sua maior 

expressão tem sido associada a menor sobrevida global de pacientes com câncer 

colorretal (LI et al., 2018). No trabalho, os autores levantam a hipótese de que a 

maior expressão de Tob1 nestes tumores esteja favorecendo um feedback 

positivo com β-catenina. Esta hipótese é baseada no fato dos autores terem 

observado em linhagens de carcinoma colorretal que a superexpressão de Tob1 

está associada à maior expressão de c-Myc, β-catenina, ciclina D1 e claudina 1, 

bem como o silenciamento de Tob1 por shRNA leva à redução da expressão 

destes alvos. Além disso, os autores observaram que camundongos com 

deficiência de Tob1 apresentaram menor surgimento de tumor colorretal e menor 

marcação de Ki-67 e PHH3 (marcadores de proliferação celular), quando 

comparados a camundongos Tob1+/+. Adicionalmente, os autores também 

observaram que a expressão de ciclina D1, alvo de β-catenina, nos camundongos 

Tob1+/+ está aumentada (LI et al., 2018).  

Zhang e colaboradores demonstraram que a inibição de Tob1 em células de 

câncer de mama com crescimento independente de HER2, leva à diminuição da 

proliferação celular e sensibiliza estas células seletivamente para inibidores de 

PI3K/AKT e mTOR, sugerindo que a expressão de Tob1 nestas células tenha uma 

relação com a resistência à tratamentos baseados em estrógeno. O estudo ainda 

demonstra que Tob1 é ativado por ERK1/2 através de sua fosforilação, e que este 

processo leva a transição de G1/S, promovendo progressão no ciclo celular e 
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proliferação celular independente dos receptores hormonais (ZHANG, et al., 

2016). 

A maioria dos trabalhos tem demonstrado que Tob2 apresenta papel 

antiproliferativo em células tumorais. Entretanto, os nossos dados mostram que 

este fato não ocorre em todos os modelos. De maneira contrária ao observado na 

literatura, nossos resultados demonstraram que a superexpressão transiente de 

Tob2 nas linhagens de carcinoma de mama MDA-MB-231, carcinoma de pulmão 

H460 e na linhagem não-tumoral de rim embrionário HEK293T no tempo de 24h 

não altera o número de células totais, quando comparado ao vetor vazio. Contudo, 

em tempos mais tardios, a maior expressão de Tob2 induz a proliferação celular, 

bem como leva ao aumento do potencial clonogênico destas células. 

Corroborando estes dados, nossos resultados também demonstram que a inibição 

de Tob2 nestas mesmas linhagens e condições induz o efeito contrário na 

proliferação celular, de maneira que a inibição de Tob2 por siRNA reduz tanto a 

proliferação quanto a formação de colônias nestes modelos. Estes resultados, 

apesar de preliminares, iniciam os estudos do papel proliferativo de Tob2. 

De maneira semelhante, Bai e colaboradores demonstraram em estudo de 

meta-análise, investigando a expressão de todos os membros da família BTG/Tob 

em diversos tumores, que pacientes com câncer de mama com subtipo basal-like 

que exibem menor expressão de Tob1 também apresentam menor sobrevida 

global. No mesmo estudo, os autores observaram que amostras de tumores 

cerebrais que apresentam menor expressão de Tob1 ou Tob2 apresentam maior 

taxa de sobrevida global, mostrando que dependendo do tumor estudado e de seu 

subtipo, Tob1 e Tob2 podem apresentar funções proliferativas como as 

observadas no nosso estudo (BAI et al., 2017).     

Tob2 apresenta a maior região C-terminal entre os membros de sua família e 

essa região tem sido altamente associada à sua regulação e inativação, bem 

como a inativação da sua atividade no processo de deadenilação de mRNA. Além 

disso, Tob2 apresenta diversos sítios de fosforilação em sua sequência, 

principalmente próximo aos domínios PAM2 (MAEKAWA et al., 2002; SUZUKI et 

al., 2002; WU et al., 2015). Huang e colaboradores, demonstraram que 
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modificações pós-traducionais como fosforilação nos domínios PAM2 de Tob2 

podem interferir na sua ligação à PABPC e inibir a deadenilação de mRNAs na 

célula. (HUANG et al., 2013). Alguns mecanismos de inibição de Tob1 também já 

foram explorados. Sukuzi e colaboradores observaram em um trabalho em 2002 

que Tob1 pode ser fosforilado por ERK1/2, levando a sua inativação e que esta 

inativação é necessária para transformação e aumento da proliferação celular 

mediada por Ras (SUZUKI et al., 2002). Além disso, trabalhos distintos 

demonstraram que o aumento da fosforilação de Tob1 pode contribuir para o 

desenvolvimento de câncer gástrico e para o carcinoma papilar da tireóide (ITO et 

al., 2005; GUAN et al., 2017; WANG et al., 2019).  

Tendo em vista que Huang e colaboradores demonstraram que Tob2 pode ser 

fosforilado em seu domínio PAM2 e, além disso, Suzuki e colaboradores 

verificaram que Tob1 pode ser fosforilado por ERK1/2 levando a sua inativação, 

uma das hipóteses levantadas para os resultados obtidos, é a de que Tob2 

expresso de maneira exógena nas linhagens celulares utilizadas no trabalho, pode 

estar sendo inativado mediante a fosforilação por alguma proteína quinase, e esta 

inativação está relacionada a sua não atividade antiproliferativa (SUZUKI et al., 

2002; HUANG et al., 2013). Em contradição, se esta regulação de fato estiver 

ocorrendo, é esperado que a inibição de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231, H460 

e HEK293T não teria efeito contrário ao observado na superexpressão de Tob2 

nos mesmos modelos. Para obtermos uma resposta mais significativa em relação 

a esta hipótese, é necessário a utilização de técnicas de silenciamento e 

superexpressão de maneira sustentada, visto que estas técnicas apresentam uma 

modulação mais homogênea dos alvos e permite melhores análises. Ainda, há a 

possibilidade de Tob2 de fato ser fosforilado por uma quinase, mas, esta 

modificação pós-traducional exercer efeito sobre ele de maneira que o mesmo 

leve à ativação de alvos envolvidos na progressão do ciclo celular e proliferação 

celular.  

Tob2, assim como Tob1, também apresenta papel na regulação da transcrição 

gênica. Li e colaboradores demonstraram que a inibição de Tob1 está associada 

ao aumento da expressão de c-Myc, ciclina D1 e β-catenina, indicando que Tob1 
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pode estar envolvido na regulação transcricional destes alvos através de um 

feedback positivo com β-catenina (LI et al., 2018). Uma vez que nossos resultados 

demonstraram que Tob2 apresenta possivelmente um papel na indução de 

proliferação, nossa segunda hipótese para este fato é que Tob2 esteja regulando 

transcricionalmente à expressão de proteínas envolvidas na indução de 

proliferação, como c-Myc e ciclina D1. Para responder a esta hipótese é 

necessário verificar os níveis destes alvos com a modulação positiva ou negativa 

de Tob2. No mais, não podemos descartar a hipótese que Tob2 continue tendo 

sua função de deadenilação de mRNAs, mas na indução de proliferação. Isto 

levaria à deadenilação e não-tradução de alvos envolvidos na parada do ciclo 

celular, contribuindo para a indução de proliferação celular.  

Outro aspecto importante para compreensão dos efeitos de Tob2 em linhagens 

tumorais e não-tumorais, é conhecer as proteínas associadas à expressão de 

Tob2 ou àquelas que interagem diretamente com ela. Feng e colaboradores 

demonstraram a existência de uma alça regulatória entre Myc e Tob2 em células 

de carcinoma mamário. Os autores ainda verificaram que a inibição de Tob2 por 

esta alça regulatória leva ao aumento de expressão de ciclina D1 e contribui para 

a proliferação celular e transformação mediada por Ras e HER2. Nossos dados 

demonstram que a inibição gênica de Myc leva ao aumento da expressão de 

Tob2, independente da expressão de HER2, e que possivelmente esta regulação 

não é unilateral. A superexpressão exógena de Tob2 nas linhagens MDA-MB-231 

e HEK293T está associada a menor expressão de Myc. Feng mostrou que a 

inibição de Myc por siRNA na linhagem MDA-MB-231 leva ao aumento da 

expressão de Tob2 (FENG, et al., 2011). Em conjunto, esses dados sugerem que 

exista uma associação entre Myc e Tob2 em diferentes modelos e esta regulação 

ocorre independente da expressão de HER2. 

O efeito da modulação de Tob2 e sua regulação em diferentes modelos ainda 

não foi elucidado, motivo pelo qual é importante a exploração destes aspectos no 

contexto tumoral. A função mais estudada de Tob2 e de sua família é a função 

antiproliferativa ligada a deadenialação de mRNAs. De fato, muitos trabalhos 

demonstram o potencial de Tob2 como uma proteína antitumoral. No entanto, 
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corroborando a literatura sobre as atividades de Tob1, nosso trabalho mostra uma 

nova função de Tob2, visto que os resultados mostram que Tob2 pode exercer 

papel na indução da proliferação celular. 

 

7. Conclusões 

 

Em suma, nossos dados demonstram que o papel antiproliferativo de Tob2 

parece estar diretamente relacionado ao modelo estudado. Observamos que em 

diferentes modelos tumorais, e em um modelo não-tumoral, Tob2 parece atuar 

como uma proteína pró-proliferativa e pode ter papel no processo da tumorigênese 

e na progressão tumoral. Nosso estudo abre caminho para o melhor entendimento 

deste papel pró-proliferativo de Tob2 em tumores. 

Observamos também, que a associação entre Myc e Tob2 ocorre 

independente da expressão de HER2 e de maneira não unilateral, demonstrando 

que possivelmente há um feedback negativo entre estas duas proteínas. No 

entanto, o efeito na indução de proliferação de Tob2 nestes modelos é 

independente deste feedback.  

 

8. Perspectivas 

 

 Avaliar os efeitos da superexpressão de Tob2 em outros modelos tumorais, 

para verificar se o mesmo também apresenta papel na indução de proliferação 

celular ou apresenta sua função canônica de regulação negativa do ciclo 

celular e atividade antiproliferativa; 

 

 Investigar se a atividade de deadenilação de mRNAs, intrínseca a Tob2 

está relacionada ao efeito de indução de proliferação celular observada em 

diversos modelos; 
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 Avaliar o padrão de fosforilação de Tob2 após superexpressão da proteína 

Tob2, visando entender se a proliferação celular induzida por sua expressão tem 

relação com sua inativação por forsforilação mediada por proteínas quinase; 

 

 Investigar a participação de Tob2 na regulação da transcrição de alvos 

envolvidos na progressão do ciclo celular, como Myc e ciclina D1, visando 

entender se este fenômeno está envolvido com a indução de proliferação 

induzida por Tob2 nos modelos estudados. 
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