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RESUMO 

 

O câncer de mama é uma das doenças que mais matam mulheres em todo o mundo. Por ser 
considerado uma doença complexa e com comportamento dinâmico, é necessário a busca de 
novos marcadores tumorais e de alvos terapêuticos. As proteínas que atuam como fatores de 
transcrição tem sido alvo de estudo nas neoplasias pelo seu importante papel na transcrição de 
genes  que  codificam  proteínas  oncogênicas  ou  supressoras  tumorais.  Dentre  os  fatores  de 
transcrição importantes no destino da diferenciação celular e do processo de desenvolvimento 
dos órgãos e tecidos, as proteínas da família SOX tem se destacado como alvo no estudo das 
neoplasias, dentre elas a proteína SOX2 e SOX14, membros do mesmo subgrupo da proteína 
SOX3, ainda pouco estudada. Com o objetivo de estudar o papel da proteína SOX3 na regulação 
da apoptose e da transição epitélio­mesênquima (TEM) em neoplasias mamarias, a linhagem 
celular MDA­MB­213,  proveniente de  carcinoma ductal  invasivo de mama,  foi  selecionada 
como modelo experimental por não expressar a proteína SOX3, e apresentar um fenótipo mais 
agressivo (Triplo­negativo). Portanto, para cumprir o objetivo do presente trabalho, a região 
que codifica a proteína SOX3 humana foi subclonada no vetor de expressão pEF1/Myc­His 
usando  uma  sequência  SOX3  amplificada  a  partir  de  DNA  genômico  humano.  As  células 
MDA­MB­231  foram  cultivadas  e  transfectadas  com o vetor  pEF1/Myc­His/SOX3,  e  como 
controle  foram  utilizadas  células  sem  tratamento  e  células  transfectadas  com  vetor  vazio 
pEF1/Myc­His.  Após  24  horas  da  transfecção,  foi  avaliado  a  citotoxicidade  por  teste  de 
viabilidade­MTT,  a  porcentagem  de  células  em  apoptose  por  citometria  de  fluxo  usando  o 
protocolo de Anexina V­FITC/PI, e a expressão dos genes envolvidos na apoptose e na TEM 
por qPCR: SOX3, CASP3, CASP8, CASP9, BAX e BCL2, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1 e ZEB2. 
Os  resultados  indicaram  uma  redução  de  55%  da  viabilidade  das  células  transfectadas  com 
pEF1/Myc­His/SOX3,  em  relação  aos  seus  controles,  corroborando  com  os  resultados  da 
porcentagem de apoptose por  citometria de  fluxo  nas  células  transfectadas  com  pEF1/Myc­
His/SOX3  (52%)  quando  comparados  ao  controle  não  transfectado  (10%)  e  ao  vetor  vazio 
(13%).  Os  resultados  da  qPCR  indicaram  maior  expressão  gênica  de  CASP3  (3,26  vezes), 
CASP8  (2,24 vezes), CASP9  (18,54 vezes), BAX  (4,11 vezes) e, menor expressão gênica de 
BCL2 (0,40 vezes) em comparação com o controle não transfectado. Já a avaliação dos genes 
relacionados a TEM demonstraram menor expressão de mRNA de NCAD (0,06 vezes), SNAIL 
(0,18  vezes),  ZEB1  (0,15  vezes),  ZEB2  (0,11  vezes)  e  uma  maior  expressão  de  ECAD  (27 
vezes). Deste modo, os resultados do presente estudo suportam a hipótese de que SOX3 é um 
fator de transcrição com envolvimento na regulação dos genes pró­apoptóticos e do fenótipo 
epitelial, com possível ação supressora de tumor, e a perda da sua expressão é um indicativo de 
resistência a apoptose e de favorecimento da TEM. Futuros estudos funcionais, assim como a 
investigação da expressão dessa proteína em  tecidos de  tumor de mama, correlacionados as 
características clínicas e de prognóstico tumoral, devem ser realizados para melhor elucidar o 
papel dessa proteína no câncer de mama.  
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is one of the diseases that kill most women worldwide. It is considered a complex 
disease with dynamic behavior, it is necessary to search for new tumor markers and therapeutic 
targets. Proteins that act as transcription factors have been studied in neoplasms due to their 
important  role  in  the  transcription  of  genes  that  encode  oncogenic  proteins  or  tumor 
suppressors.  Among  the  transcription  factors  important  in  the  cell  fate,  differentiation,  and 
organ and tissues development, the SOX family proteins have been highlighted as a target in 
the study of cancer, among  them SOX2 and SOX14, members of  the same subgroup of  the 
SOX3 protein, still  little studied. To study the role of the SOX3 protein in  the regulation of 
apoptosis  in  the epithelium­mesenchymal transition (EMT) in mammary neoplasms,  the cell 
line MDA­MB­213, from invasive ductal breast carcinoma, was selected as an experimental 
model because it does not express the protein SOX3, and show a more aggressive phenotype 
(Triple­negative).  Therefore,  to  fulfill  this  objective,  the  region  encoding  the  human  SOX3 
protein  was  subcloned  into  the  pEF1/Myc­His  expression  vector  using  a  SOX3  sequence 
amplified from human genomic DNA. MDA­MB­231 cells were cultured and transfected with 
the  pEF1/Myc­His/SOX3  vector,  and  untreated  cells  and  cells  transfected  with  empty 
pEF1/Myc­His vector were used as controls. After 24 hours of transfection, cytotoxicity was 
evaluated by viability test­MTT, the percentage of cells undergoing apoptosis was determined 
by flow cytometry using the Annexin V­FITC/PI protocol, and qPCR was performed to evaluate 
gene expression of apoptotic and epithelial­mesenchymal pathways: SOX3, CASP3, CASP8, 
CASP9, BAX, BCL2, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1 and ZEB2. Results indicated a reduction of 
55%  in  cells  transfected  with  pEF1/Myc­His/SOX3  viability,  in  relation  to  their  controls, 
corroborating the results of the percentage of apoptosis by flow cytometry in cells transfected 
with pEF1/Myc­His/SOX3 (52%) when compared to the untransfected control (10%) and the 
empty vector control (13%). Real­time PCR results for apoptosis­related genes demonstrated 
upregulation of mRNA expression of CASP3 (3.26­fold), CASP8 (2.24­fold), CASP9 (18.54­
fold) BAX (4.11­fold), and downregulation of BCL2 mRNA expression (0.40­fold) compared 
to the untransfected control. The evaluation of genes related to the epithelium­mesenchymal 
transition showed downregulation of NCAD (0.06­fold), SNAIL (0.18­fold), ZEB1 (0.15­fold), 
ZEB2 (0.11­fold), mRNA expression, and upregulation of ECAD mRNA expression (27­fold). 
Thus,  the  present  study  results  support  the  hypothesis  that  SOX3  is  a  transcription  factor 
involved in the regulation of pro­apoptotic genes and epithelial phenotype maintenance, with a 
possible tumor suppressor action. So, the loss of its expression indicates resistance to apoptosis 
and  favoring EMT. Future  functional  studies and  the  investigation of  the expression of  this 
protein  in breast  tumor  tissues,  correlated with  clinical  characteristics  and  tumor prognosis, 
should be performed to better elucidate the role of this protein in breast cancer. 
 
Keywords: Breast Cancer. Transcription Factors. SOX3. Apoptosis. MDA­MB­231 
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1.  INTRODUÇÃO 
 

O câncer de mama  é  a  neoplasia  feminina mais  comum no  Brasil,  sendo um  importante 

problema de saúde pública. Segundo estimativas do INCA é previsto cerca de 66 mil novos 

casos  de  câncer  de  mama  por  ano,  para  o  triênio  2020­2022.  Este  dado  reforça  um 

comportamento  de  incidência  mundial,  tornando  o  câncer  de  mama  um  grande  alvo  no 

desenvolvimento de novos estudos.  

Os  tumores  mamários  possuem  uma  alta  diversidade  histológica  e  molecular,  sendo  o 

carcinoma ductal invasivo o tipo histológico mais comum, com cerca de 75% de todos os casos. 

Em relação aos fatores moleculares, destaca­se os tumores classificados como triplo negativos, 

que representa aproximadamente 20% de todos os tumores da mama e é caracterizado pela falta 

de expressão dos receptores de estrogênio e progesterona, como também HER2. 

Outro importante fator no estabelecimento da resistência dos tumores triplo negativos, é a 

transição  epitélio­mesênquima,  mecanismo  onde  as  células  epiteliais  adquirem  o  perfil 

mesenquimal, favorecendo a perda de adesão, migração, invasão e resistência a morte celular. 

Este  mecanismo  só  possível  devido  a  modulação  de  importantes  fatores  de  transcrição, 

principalmente  E­Caderina,  N­Caderina,  SNAIL,  ZEB1  e  ZEB2.  Portanto  a  investigação  de 

fatores  de  transcrição  que  possam  atuar  como  supressores  tumorais,  regulando  importantes 

mecanismos  de  resistência,  como  controle  de  proliferação,  ciclo  celular,  morte  apoptótica, 

torna­se relevante.  

A  família  SOX  representa  mais  de  20  genes  relacionados  a  vários  processos  do 

desenvolvimento  saudável  do  organismo  humano,  incluindo  diferenciação  celular, 

diferenciação  sexual,  organogênese,  como  também  um  papel  na  tumorigênese.  Muitos 

membros da família SOX podem atuar como genes supressores de tumor, oncogenes ou ambos, 

estando a função condicionada ao ambiente celular. Dentro deste grupo, temos o gene SOX3. 

A proteína SOX3 é um fator de que desempenha papel fundamental em diferentes processos 

da neogênese, desenvolvimento da hipófise, da região crânio facial e na diferenciação celular 

testicular.  Diversos  trabalhos  têm  relatado  a  expressão  e  função  de  SOX3  em  diferentes 

tumores,  sendo  que  o  mesmo  demonstra  um  padrão  diferenciado  de  função  em  cada  tipo 

tumoral. No câncer de mama o papel de SOX3 ainda é pouco explorado, quando comparado a 
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outros  membros  da  família  SOX,  mostrando  uma  necessidade  no  entendimento  da  sua 

expressão e participação na regulação de importantes mecanismos de indução de morte 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Câncer 

 

O corpo humano é formado por trilhões de células, e durante a vida humana, estas células 

precisam se dividir, renovar, serem destinadas a morte, em um processo natural de reciclagem 

celular. Os seres vivos multicelulares, possuem a sua proliferação celular controlada, liberando 

estímulos para proliferação somente diante a necessidade de divisão.   Todo esse processo  é 

altamente controlado pelo “ciclo celular”, onde vai ocorrer eventos de duplicação do material 

genético e dos componentes celular, formando novas células.  

O ciclo celular é um processo biológico passível de erros, e a principal forma de identificar 

os  erros  é  através  dos  pontos de checagem ou do inglês “Checkpoint”.  Nestes  pontos  de 

checagem importantes proteínas sensoras, como: ATM (Gene mutado na ataxia telangectasia) 

/ATR  (cinase  relacionada  à  ATM)  e  DNA­PK  (proteína  quinase  dependente  de  DNA), 

reconhecem os erros de duplicação genética e transmitem informações para proteínas efetoras 

como:  CHK1  (Checkpoint  quinase  1),  CHK2  (Checkpoint  quinase  2),  MDM2  (Proteína 

homóloga ao gene 2 double minute camundongo) e p53 (Proteína 53). As proteínas efetoras, 

por sua vez,  irão gerar  respostas ao dano celular encontrado,  sendo as principais: parada do 

ciclo celular,  reparo ou a  indução a morte celular programada (PHAN; CROUCHER, 2020; 

STOLAROVA et al., 2020).  

A desregulação do ciclo celular e o escape de células mutadas, que não respondem aos sinais 

de parada e reparo dos pontos de checagem, favorecem a ocorrência de um crescimento celular 

descontrolado,  tornando  estas  células  potencialmente  tumorais.  Após  o  estabelecimento  e 

proliferação destas células, forma­se o que é conhecido como câncer (PHAN; CROUCHER, 

2020).  

Câncer é o termo utilizado para denominar um grupo extenso de doenças com importante 

impacto na mortalidade mundial, sendo determinante na diminuição da expectativa de vida da 

população.  No  ano  de  2020  a  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS),  através  da  Agência 

Internacional para Pesquisa em Câncer (International Agency for Research on Cancer ­ IARC) 

publicou seu estudo sobre incidência de neoplasias em escala mundial, o GLOBOCAN 2020.  
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De acordo com o  trabalho era previsto cerca de 19,3 milhões de novos casos de câncer, 

levando em consideração todos os tipos de tumores incidentes em ambos os sexos e todas as 

idades. Dentro desta previsão, estimou­se cerca de 10 milhões de mortes em todo o mundo. 

Outro importante dado é em relação a extrapolação de casos no futuro, onde determinaram que 

no ano de 2040 a incidência será de 28,4 milhões de novos casos, representando um aumento 

expressivo de 47% em relação ao ano de 2020 (SUNG et al., 2021). 

As  causas  do  câncer  estão  relacionadas  a  diferentes  fatores  de  risco,  sendo  eles  por 

comportamentos  individuais,  como  tabagismo,  alcoolismo,  dieta  e  exposição  à  radiação 

ionizante,  ou  fatores  chamados  de  intrínsecos  como  mutações  genéticas,  hereditariedade  e 

condições imunes. Ambos os grupos de fatores podem agir de forma individual, ou conjunta, 

favorecendo o aparecimento de algum tumor (HULVAT, 2020).  

O sucesso das células tumorais e seu estabelecimento, está relacionado a um conjunto de 

alterações  que  são  essenciais  para  seu  desenvolvimento.  Hanahan  &  Weinberg,  2000, 

publicaram  os  primeiros  passos  no  entendimento  de  importantes  alterações  que  estão 

diretamente relacionadas ao sucesso do tumor, como a sinalização para proliferação, aumento 

da resistência a morte celular, potencial replicativo ilimitado, favorecimento da angiogênese, 

promoção da  invasão e metástase, entre outros  fatores. Após alguns anos estes sinais  foram 

revisados e acrescidos alguns importantes fatores, principalmente mecanismos que atuam na 

modificação do microambiente tumoral, sinalizando para as células adjacentes, contribuindo 

para o crescimento do tumor (Figura 1) (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011; 

HANAHAN; WEINBERG; 2000) 
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Figura 1: Principais características no favorecimento e estabelecimento tumoral 

 

Fonte: Adaptado de (HANAHAN, 2022) 

 

2.2 Apoptose 

 

A  apoptose  é  uma  morte  celular  programada,  altamente  regulada  e  conservada 

evolutivamente. Desempenha importantes funções em processos fisiológicos, mantendo a 

homeostase  celular,  controlando  processos  de  proliferação  celular  e  indução  de  morte 

(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; VOSS; STRASSER, 2020).  

O processo de morte celular apoptótica é caracterizado por um processo silencioso, onde 

ocorrem  alterações  morfológicas  e  não  se  desencadeia  processos  inflamatórios. 

Microscopicamente  inicia­se  um  processo  de  perda  de  volume  celular  e  condensação 

citoplasmática, picnose nuclear, formação de projeções membranares (blebs) e o núcleo se 

desintegra em fragmentos envoltos por membrana nuclear, liberando os chamados, corpos 

apoptóticos (NEVES; BRINDLE, 2014).  

A ativação da morte apoptótica é regulada por um complexo mecanismo bioquímico, 

onde ocorre a modulação de moléculas, principalmente da família das caspases, juntamente 

com a família de proteínas Bcl­2. As principais vias de ativação da apoptose são chamadas 
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de  via  intrínseca  (via  mitocondrial)  e  a  via  extrínseca  (via  de  receptores  de  morte) 

(KACZANOWSKI, 2016). 

A via extrínseca,  também conhecida como via de  receptor de morte,  é uma das vias 

apoptóticas, onde o estímulo parte de um importante grupo de receptores, como o Fas (FasL 

– Ligante) e o TNFR­1 (Receptor do fator de necrose tumoral 1), que se ligam a receptores 

membranares,  recrutando  moléculas  como  pró­caspase­8  e  consequente  ativação  de 

Caspase­8, para iniciar a via apoptótica através principalmente da ativação de Caspase­3 

(D’ARCY, 2019; NEVES; BRINDLE, 2014) (Figura 2). 

Em relação a via intrínseca ou via mitocondrial, sabe­se que a ativação é mediante a 

estímulos mitocondriais. Estes estímulos podem ser através de danos celulares por radiação 

ionizante,  toxinas, ausência de oxigênio, desbalanço de radicais  livres e infecções virais, 

como também estímulos hormonais e de fatores de crescimento. Estes estímulos externos 

principalmente  ligados  ao DNA,  favorecem a um desequilíbrio,  favorecendo  a perda da 

integridade da membrana externa mitocondrial, formando poros que favorecem a liberação 

do citocromo C, que ao ser  liberado se une ao APAF­1 (fator de ativação 1 da protease 

apoptótica) e ao CARD (Domínio de Recrutamento de Caspases), formando o apoptossomo. 

O  apoptossomo  por  sua  vez  irá  ativar  caspases  iniciadoras,  principalmente  a  Caspase­9 

(D’ARCY, 2019; GREEN; LLAMBI, 2015; NEVES; BRINDLE, 2014) (Figura 2). 

Como citado anteriormente, ambas as vias apoptóticas são dependentes da ativação de 

moléculas ligadas a duas importantes famílias, as caspases e a família Bcl­2. A família de 

proteínas Bcl­2 encontra­se em um estado fisiológico de equilíbrio, mantendo a homeostase 

tecidual. Essa homeostase é mantida controlando a quantidade de proteínas, pró­apoptóticas 

(Bax, Bad, Bid, Bcl­xS, Bak, Box, Bik, Blk, Bim, Hrk, BNIP3) e anti­apoptóticos (Bcl­2, 

Bcl­xl, A1, Mcl­1) (WARREN; WONG­BROWN; BOWDEN, 2019). Dentro da indução de 

apoptose  a  família  Bcl­2  tem  papel  primordial  na  permeabilidade  da  membrana 

mitocondrial. A liberação do citocromo C na via intrínseca é regulada positivamente com a 

presença  de  BAX,  representante  pró­apoptótico,  e  em  consequência  regulado 

negativamente  pela  presença  da  proteína  Bcl­2  (anti­apoptótico)  (VOSS;  STRASSER, 

2020). Além do controle de permeabilidade da  membrana mitocondrial,  a  família Bcl­2 

também esta envolvida na ativação de caspases.  

As  caspases  (proteases  aspárticas  de  cisteína),  estão  envolvidas  na  manutenção  da 

homeostase, através da regulação da apoptose, controlando a iniciação e execução da morte 
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celular por apoptose. Dentro da cascata de sinalização de  indução de morte, encontra­se 

membros  inativos,  conhecidos  como  pró­caspase  e  após  a  transmissão  de  sinais 

intracelulares de ativação, as pró­caspases ativam as caspases, tornando­as funcionais. As 

caspases são classificadas como caspases iniciadoras (caspases 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 e 12) 

e caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) (CARNEIRO; EL­DEIRY, 2020). Após a ativação, 

as  caspases  iniciadoras  induzem  a  ativação  das  caspases  efetoras,  promovendo  o 

seguimento  da  via  de  indução  de  morte.  Além  da  ativação  direta  de  caspases,  ocorre  a 

sinalização  de  ativação  de  moléculas.  Todo  esse  processo  de  cascata  de  caspases  é 

irreversível, sendo finalizado somente no momento que a célula chega à morte (MORANA; 

WOOD; GREGORY, 2022).  

 

 

Figura 2: Vias moleculares na indução da morte por apoptose.  

 

Fonte: Autoria do grupo de pesquisa – BioRender 
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2.3 Câncer de mama – Etiologia e Epidemiologia 

 

O  câncer  de  mama  é  uma  compilação  de  diferentes  neoplasias  que  afetam  as  glândulas 

mamárias. Dentro dos casos previstos para 2020, a pesquisa definiu que 11,7% (2,3 milhões) 

seriam de novos casos de câncer de mama. Essa taxa de incidência coloca o câncer de mama na 

posição  de  neoplasia  com  maior  incidência  na  população  mundial,  dividindo  essa  posição, 

juntamente com câncer de pulmão  (Figura 3). Além da alta  taxa de  incidência, o  câncer de 

mama foi previsto como a neoplasia mais fatal em mulheres, sendo responsável por cerca de 

685 mil óbitos em 2020 (SUNG et al., 2021). 

 
 

Figura 3: Estimativa mundial da incidência dos diferentes tipos de câncer para o ano de 2020. 

 

Fonte: Adaptado de SUNG et al., 2021 

 

No Brasil o câncer de mama é um relevante problema de saúde pública, correspondendo a 

grande parte dos novos casos de neoplasias que acometem mulheres a cada ano. De acordo com 

o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), para o triênio 2020­2022 

é previsto a incidência de 66.280 casos/ano, representando 29,7% dos tumores ocorrentes nas 

mulheres (INCA, 2020). Esse dado reforça o comportamento e tendência mundial do câncer de 
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mama,  colocando­o  como  mais  incidente  na  população  feminina  e  o  de  maior  taxa  de 

mortalidade (SUNG et al., 2021).  

No ano de 2017 segundo o INCA, ocorreram 16.724 óbitos de mulheres acometidas com 

câncer de mama (INCA, 2019). A alta taxa de mortalidade por câncer de mama é uma realidade 

de todas as regiões do Brasil. Sendo as maiores taxas de óbitos nas regiões Sudeste (16,14) e 

Sul (15,08) a cada 100 mil habitantes (Figura 4).  

 

Figura 4: Representação espacial das taxas de mortalidade por câncer de mama, por 100 mil 
mulheres no ano de 2019. 

 

Fonte: INCA, 2021 

 

Como toda doença, o câncer de mama é cercado por fatores que favorecem a sua incidência. 

Alguns  fatores que aumentam a  incidência do câncer de mama,  estão  relacionados além do 

comportamento individual. Como por exemplo, o fato de ser mulher, aumenta em cerca de 100 

vezes as chances de se desenvolver câncer de mama, quando comparado a um homem (FENG, 

Yixiao et al., 2018). 
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Como  as  mulheres  são  o  principal  grupo  de  risco,  a  busca  na  determinação  de  fatores 

etiológicos dentro da população feminina, tornou­se uma área de estudo consolidada. A ligação 

do comportamento individual, fatores hormonais, reprodutivos, genéticos e hereditários,  tem 

sido levado em consideração para avaliar o aumento da incidência e o impacto do câncer de 

mama nas mulheres (FENG, Yixiao et al., 2018; LOIBL et al., 2021).  

Os principais fatores podem ser divididos conforme descritos na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Principais fatores de risco na incidência de câncer de mama em mulheres. 

Fatores de risco relacionados a incidência de câncer de mama em mulheres 

Comportamentais e 
Ambientais  Reprodução e Hormonal  Genéticos e Hereditários   

Idade 
Primeira menstruação antes dos 

12 anos 
Histórico familiar de câncer de 

ovário  
 

          

Obesidade e sobrepeso   Não ter tido filhos 

Histórico familiar de câncer de 
mama principalmente antes dos 

50 anos  
 

          

Sedentarismo  
Primeira gravidez após os 30 

anos 
Histórico familiar de câncer de 

mama em homens 
 

          

Consumo de bebidas 
alcoólicas   Não ter amamentado 

Alterações genéticas, 
especialmente nos genes 

BRCA1 e BRCA2 
 

          

Alimentação   Menopausa após os 55 anos      

          

Exposição à radiação 
ionizante 

Uso de contraceptivos 
hormonais     

 

  
Reposição hormonal pós 

menopausa    
 

 

2.3.1  Subtipos de Câncer de Mama 

 
A  classificação  dos  tumores  mamários  pode  ser  feita  em  relação  a  duas  categorias,  a 

classificação  histológica  e  a  molecular.  Em  relação  a  classificação  histológica,  os  tumores 

mamários são denominados carcinomas e possuem dois tipos, o carcinoma ductal, originado 

nos ductos mamários e o carcinoma lobular, que são originados nos lóbulos mamários (Figura 

5). Ambos os carcinomas podem ser classificados como  in situ, quando as células malignas 
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ficam delimitadas dentro dos ductos ou lóbulos, não invadindo o tecido adiposo adjacente e o 

tecido  conjuntivo,  já  os  carcinomas  denominados  invasivos  ou  infiltrantes,  as  células  já 

ultrapassaram a delimitação, rompendo a barreira dos ductos e lóbulos, invadindo os tecidos 

mamários  circundantes,  tornando  estes  carcinomas  mais  agressivos  e  resistentes 

(POURTEIMOOR; MOHAMMADI­YEGANEH; PARYAN, 2016; TARIGHATI; KEIVAN; 

MAHANI, 2022) 

O  carcinoma  ductal  invasivo  é  o  tipo  histológico  de  câncer  de  mama  mais  comum, 

representando cerca de 75% dos pacientes, seguido pelo carcinoma lobular  invasivo com 5­

10% dos pacientes, e os carcinomas ductal/lobulares e outras histologias mais raras representam 

o restante dos pacientes (FENG, Yixiao et al., 2018; THOMAS et al., 2019)  

 

Figura 5: Origem dos carcinomas mamários 

 

Fonte: Adaptado de “American Cancer Society” ­ https://www.cancer.org/cancer/breast­cancer.html 

 

Além da classificação em relação a origem histológica do tumor, o câncer de mama também 

é  classificado  com  base  na  expressão  ou  ausência  da  expressão  de  receptores  hormonais 

específicos, como progesterona e estrogênio. A presença destes receptores possui relação com 

a estimulação do crescimento tumoral.  Já foram identificados dois alvos moleculares que atuam 

na patogênese do câncer de mama (DAI et al., 2016).  
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O primeiro, é o receptor alfa de estrogênio (REα), é um receptor hormonal esteroide, como 

também, fator de transcrição, e quando ativado pelo estrogênio, ativa as vias de crescimento 

oncogênicas,  favorecendo  o  crescimento  das  células  tumorais  da  mama.  Outro  receptor  já 

identificado é o receptor de progesterona (RP), sendo sua expressão também utilizada como um 

marcador da sinalização de REα (EL HACHEM; GOMBOS; AWADA, 2019; JOSHI; PRESS, 

2017).  Os  tumores  que  apresentam  positividade  a  receptores  de  estrogênio  (RE),  são 

denominados RE­positivos e os tumores com receptores de progesterona (RP), são conhecidos 

como  RP­positivos,  sendo  então  categorizados  como  tumores  hormônios  positivos  (RH+) 

(BARZAMAN et al., 2020). O segundo principal alvo molecular no câncer de mama é o fator 

de crescimento epidérmico 2 (HER2).  O HER2 é um receptor transmembranar tirosina quinase, 

representante  da  família  de  receptores  de  fator  de  crescimento  epidérmico  (EL  HACHEM; 

GOMBOS; AWADA, 2019).  

Desta  forma  com  base  na  presença  destes  alvos  moleculares,  os  tumores  de  mama  são 

subdivididos em quatro grupos: Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo­negativo (Figura 6). A 

classificação destes  subtipos é  realizada com base na caracterização  imunohistoquímica dos 

tumores quanto a presença dos receptores hormonais de estrogênio e progesterona, e do receptor 

de fator de crescimento epidermal HER2 (KWA; MAKRIS; ESTEVA, 2017). 

Os  subtipos  luminais  receberam  esta  denominação  devido  a  semelhança  das  células 

tumorais com as células de mama normal, que ficam diretamente em contato com o lúmen dos 

ductos mamários. O subtipo Luminal A, representa cerca de 40% dos casos de câncer de mama. 

É um subtipo de baixo grau, com crescimento celular lento, este subtipo é caracterizado pela 

expressão  de  receptores  hormonais  de  estrogênio  e  progesterona,  porém  negativos  para 

expressão de receptores de HER2. Outro fator importante é a baixa expressão do marcador de 

proliferação celular, Ki­67. O subtipo Luminal B representa cerca de 20% dos casos, e apresenta 

a expressão dos receptores hormonais e a expressão HER2 e altos níveis de expressão de Ki­

67. Os canceres Luminais B, possuem um padrão de crescimento mais rápido em relação ao 

Luminal A, levando a um comportamento um pouco mais agressivo (DAI et al., 2016; FENG, 

Yixiao et al., 2018).  

O  subtipo  HER­2  é  caracterizado  pela  superexpressão  da  oncoproteína  HER2,  com 

negatividade para os receptores hormonais. Este receptor é amplificado ou superexpresso em 

aproximadamente  20%  dos  cânceres  de  mama  e  sua  superexpressão  direciona  as  células 

tumorais a  intensos ciclos de crescimento e divisão, como também auxilia no escape contra 
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sinalizações para morte celular, sendo assim HER2 está associado a um fenótipo mais agressivo 

e um mau prognóstico na ausência de terapia sistêmica (OH; BANG, 2020). 

O  quarto  subtipo  molecular  é  denominado  triplo  negativo,  representa  aproximadamente 

20% de todos os tumores da mama e é caracterizado pela falta de expressão dos receptores de 

estrogênio  e  progesterona,  como  também  HER2.  Os  tumores  triplos  negativos  são 

morfologicamente  caracterizados  pelo  alto  grau  histológico,  com  elevado  índice  mitótico  e 

presença de áreas necróticas (EL HACHEM; GOMBOS; AWADA, 2019). Estudos nos últimos 

anos chegaram à conclusão que os tumores triplo negativos possuem uma heterogeneidade, e 

essa  diversidade  está  relacionada  a  expressão  gênica  de  importantes  moléculas.  Entre  os 

subtipos de câncer de mama  triplo negativo, dois  subtipos  se destacam,  sendo o primeiro o 

basal­like,  que  possui  uma  expressão  de  marcadores  de  células  epiteliais,  como,  laminina, 

integrina­β4, queratina­5 e queratina­17, tendo sua incidência em cerca de 80%. O outro subtipo 

é  o  claudin­low,  é  caracterizado  pela  baixa  ou  ausente  expressão  de  marcadores  de 

diferenciação,  combinado  com  uma  alta  expressão  de  marcadores  que  atuam  na  transição 

epitélio­mesênquima (TEM) (ANDERS et al., 2016; DASS et al., 2021; LIANG, Weili et al., 

2018; WON; SPRUCK, 2020).  

Todas estas características tornam os tumores triplo negativos mais agressivos, associados 

a  menor  sobrevida  e  alto  risco  de  recidiva  nos  primeiros  3  a  5  anos  após  o  diagnóstico 

(DENKERT et al., 2017). 
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Figura 6: Subtipos de câncer de mama em relação ao perfil de expressão molecular 

 

 

O câncer de mama é considerado uma doença complexa e com comportamento dinâmico, 

e que possui uma alta diversidade morfológica e biológica. Nos últimos anos o diagnóstico e os 

tratamentos para o câncer de mama, estão sendo aprimorados, devido a diversos estudos que 

estão ocorrendo por todo o mundo. Porém a dificuldade de acesso aos métodos diagnósticos, 

como  mamografias  e  ultrassonografias,  levam  a  deficiência  na  detecção  precoce  do  tumor, 

resultando  no  aumento  de  pacientes  com  tumores  em  estágios  mais  avançados  (FERLAY, 

2018).  

 

2.3.2  Transição epitélio­mesênquima no Câncer de Mama 

 

A mudança de células com perfil epitelial para o fenótipo mesenquimal, foi primeiramente 

denominada como “transformação epitelial­mesenquimal  (HAY, 1995). Após alguns  anos  e 

estudos  na  área,  devido  as  células  possuírem  uma  plasticidade  e  dinamicidade,  o  termo 
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“transformação” foi substituído por “transição”, para ressaltar a capacidade do mecanismo ser 

reversível (KALLURI; NEILSON, 2003).  

A  transição  epitélio­mesênquima  (TEM)  pode  ocorrer  fisiologicamente  ou  a  estímulos 

patológicos,  principalmente  como  um  fator  importante  no  desenvolvimento  tumoral 

(LAMOUILLE;  XU;  DERYNCK,  2014).  Este  processo  de  transição  celular,  basicamente 

ocorre  quando  uma  célula  epitelial  que  interage  com  outras  células  de  mesmo  perfil,  sofre 

alterações  bioquímicas,  genéticas  e  epigenéticas,  induzindo  esta  célula  a  assumir  um  perfil 

mesenquimal (HODOROGEA et al., 2019). 

Os mecanismos envolvidos na TEM está relacionada a diferentes fatores de sinalização que 

são responsáveis por desencadear a estimulação deste evento, sendo eles a expressão de fatores 

de  transcrição,  microRNAs,  reguladores  genéticos  e  epigenéticos.  Todos  esses  fatores 

promovem mudanças genotípicas  e  fenotípicas  significativas,  em nível  celular,  favorecendo 

processos de perda de adesão, migração, invasão e resistência à morte por apoptose (FORONI 

et al., 2012; KARAMANOU et al., 2020). 

Para  que  seja  possível  a  ocorrência  da  TEM,  alterações  cruciais  devem  ocorrer, 

principalmente ligadas a adesão celular, sendo assim à medida que as células epiteliais passam 

pela TEM, alguns marcadores importantes na regulação da adesão, migração e invasão, sofrem 

uma  redução  da  expressão.  O  mais  importante  marcador  da  TEM  é  a  redução  ou  perda  da 

expressão de E­Caderina e a superexpressão de marcadores mesenquimais como N­Caderina 

(DIEPENBRUCK; CHRISTOFORI, 2016).  

Além das caderinas, é descrito na literatura que diferentes fatores de transcrição possuem 

como foco a inibição da expressão de genes que atuam na estimulação epitelial e favorecem a 

expressão  de  genes  que  irão  atuar  na  estimulação  do  perfil  mesenquimal.  Como  principais 

exemplos, destacam­se o Snail (SNAI1) e os Zinc­Finger E­box Binding  (ZEB1 e ZEB2), ambos 

atuando diretamente, ligando­se nas regiões promotoras de CDH1 (E­caderina) e reduzindo a 

expressão  do  mesmo  (DRASIN;  ROBIN;  FORD,  2011;  HAJRA;  CHEN;  FEARON,  2002; 

LIANG, Weili et al., 2018). 

Em algumas situações a TEM é reversível, observa­se a  transição mesenquimal­epitelial 

(TME). Esse mecanismo é uma forma dos sítios metastáticos assumirem novamente o perfil 

epitelial.  As  células  que  sofreram  a  transição  são  reprogramadas,  favorecendo  o 

desenvolvimento de metástases e a sobrevivência dessas células que migraram (LIMA et al., 

2016). 
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A TEM no câncer de mama é um mecanismo essencial na aquisição de capacidade invasiva 

e metastática, com as células adquirindo a capacidade de se mover livremente, ultrapassando a 

matriz extracelular circundante, invadindo tecidos adjacentes e estabelecendo sítios secundários 

(Figura 7) ( (LIMA et al., 2016). Compreender o papel e a importância da TEM no câncer de 

mama tem sido o foco de estudo de muitos grupos de pesquisas, e sendo assim, os fatores de 

transcrição estão entre os mediadores importantes que regulam e induzem o fenômeno de TEM.  

Figura  7:  Transição  epitélio­mesênquima  (TEM)  e  transição  mesênquima­epitélio  (TME) 
durante a progressão do tumor de mama. 

 

Fonte: Adaptado de (MOYRET­LALLE; RUIZ; PUISIEUX, 2014). 

 

Portanto,  torna­se  importante  a  investigação  de  fatores  de  transcrição  que  regulam  a 

expressão  de  genes  que  codificam  proteínas  oncogênicas  ou  supressoras  tumorais. 

Principalmente aqueles que atuam na diferenciação celular, controle do ciclo celular, reparo do 

DNA, controle da proliferação, morte celular, assim como no processo de TEM, pois pode­se 

predizer melhor resposta terapêutica e prognóstica. Dentre esses genes e proteínas que regulam 

esses processos, as proteínas da família SOX apresentam grande relevância científica (BAGCI; 

KURTGÖZ, 2015).  
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2.4  Família SOX 

 

Na década de 90 foi descoberto em humanos e camundongos, o gene Sry (sex determining 

region Y),  tornando­se conhecido por seu papel na determinação  testicular. A proteína SRY 

possui um domínio de ligação ao DNA denominado HMG­box (high mobility group) e estudos 

dos domínios de  ligação do Sry,  levaram a descoberta da família SOX. Nos mamíferos esta 

família é altamente conservada evolutivamente e é representada por mais de 20 genes, sendo 

estes classificados em oito grupos distintos, SoxA a SoxH (Tabela 2) (GRIMM et al., 2019; 

SHE; YANG, 2015).  

 

Tabela 2: Grupos da família SOX 

Grupo  Subgrupo  Membros 
SoxA    Sry 
SoxB  SoxB1  SOX1, SOX2 e SOX3 

  SoxB2  SOX14 e SOX21 
SoxC    SOX4, SOX11 e SOX12 
SoxD    SOX5, SOX6 e SOX13 
SoxE    SOX8, SOX9 e SOX10 
SoxF    SOX7, SOX17 e SOX18 
SoxG    SOX15 
SoxH    SOX30 

 

Os fatores de transcrição SOX são fundamentais para vários processos do desenvolvimento 

fisiológico  do  organismo  humano,  incluindo  diferenciação  celular,  diferenciação  sexual, 

organogênese,  como  também  um  papel  na  regeneração  muscular  (SHE;  YANG,  2015). 

Consequentemente muitos membros da família SOX podem atuar na tumorigênese como genes 

supressores de tumor, oncogenes ou ambos, estando a função condicionada ao ambiente celular. 

Os  genes  da  família  SOX  podem  ser  ativados  ou  inativados  através  de  uma  variedade  de 

mecanismos  genéticos  e  epigenéticos,  incluindo  alterações  no  número  de  cópias  do  DNA, 

alterações de metilação do DNA e expressão aberrante de miRNA (CASTILLO; SANCHEZ­

CESPEDES, 2012; THU et al., 2014) 

Em organismos saudáveis a expressão dos genes SOX são altamente regulados, porém nos 

tumores  os  genes  SOX  são  frequentemente  desregulados  (THU  et  al.,  2014).  Os  diferentes 

membros da família, possuem mecanismos específicos de ação, levando a uma heterogeneidade 
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de atividade, estando relacionado ao tipo de tumor em que está associado (Figura 8) (GRIMM 

et al., 2019). Portanto, assim como muitos outros fatores reguladores do desenvolvimento, o 

funcionamento  inadequado  dos  genes  SOX  tem  sido  associado  a  vários  distúrbios  clínicos, 

assim como no câncer (DONG; WILHELM; KOOPMAN, 2004). 

 

Figura 8: Envolvimento da SOX em diferentes tumores. As setas indicam a regulação.  

 
Fonte: GRIMM et al., 2020 

 

O envolvimento dos genes da família SOX em tumores malignos,  tem sido amplamente 

estudado, mostrando o comportamento destes genes em diferentes tipos de tumores. Dentre os 

membros  da  família  SOX,  a  SOX10  tem  sido  amplamente  estudada  em  melanomas,  sendo 

comprovada a sua superexpressão em células melanocíticas, levando a um perfil de células mais 

proliferativas, migratórias e resistentes a apoptose. Com estas características SOX10 é definido 
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como um oncogene neste grupo de tumores (ROSENBAUM et al., 2021; TANG; CAO, 2021).  

Por outro lado, as proteínas SOX4, SOX2 e SOX9 demonstraram ter efeito supressor de tumor 

em  melanomas,  assim  como  em  câncer  gástrico,  participando  do  processo  de  indução  de 

apoptose e inibindo o crescimento celular  (OTSUBO et al., 2008; PASSERON et al., 2009; 

VERVOORT; VAN BOXTEL; COFFER, 2013).  

Outro  importante  membro  da  família  SOX  já  descrito,  é  o  SOX4,  onde  sua  atividade  é 

descrita  como  oncogênica  em  leucemias,  câncer  colorretal,  pulmão  e  mama,  atuando  como 

supressor da apoptose, promoção de metástase, e manutenção de células iniciadoras de câncer, 

demonstrando  a  natureza  específica  do  envolvimento  das  proteínas  SOX  na  carcinogênese 

dependendo do tipo de câncer e da linhagem tumoral (CASTILLO; SANCHEZ­CESPEDES, 

2012; VERVOORT; VAN BOXTEL; COFFER, 2013). 

SOX2 é o fator de transcrição mais investigado, dentro da família SOX. Ele faz parte do 

grupo SoxB, que é dividido nos subgrupos SoxB1 e SoxB2, sendo o grupo SoxB1 composto 

por proteínas ativadoras da transcrição, enquanto o grupo SoxB2 é composto por inibidores de 

transcrição.  O  fator  SOX2  faz  parte  do  subgrupo  SoxB1,  juntamente  com  SOX1  e  SOX3, 

compartilhando um alto grau de similaridade de sequência entre eles (GRIMM et al., 2020). 

SOX2 desempenha um papel essencial na regulação das células­tronco durante a embriogênese, 

bem  como  durante  a  regeneração  de  tecidos  adultos  (CASTILLO;  SANCHEZ­CESPEDES, 

2012;  NOVAK  et  al.,  2020).  Por  outro  lado,  a  superexpressão  de  SOX2  está  associada  a 

diferentes  tipos  de  câncer,  como  câncer  de  mama,  próstata,  pulmão,  ovário  e  cólon, 

desenpenhando  em  todos  os  tipos  de  tumores,  um  papel  no  favorecimento  da  proliferação 

celular, migração,  invasão e metastatização, bem como na  resistência  a morte por  apoptose 

(CHAUDHARY et al., 2019; NOVAK et al., 2020).  

 

2.4.1  SOX3 

 

A proteína SOX3 é um fator de transcrição caracterizado pelo domínio de ligação HMG­

box,  altamente  conservado  em  eucariotos,  e  desempenha  papel  fundamental  em  diferentes 

processos da neogênese, desenvolvimento da hipófise, da região crânio facial e na diferenciação 

celular testicular (GUBBAY et al., 1990; RIZZOTI et al., 2004). SOX3 está juntamente com 

SOX2 e SOX1 no subgrupo SoxB2, sendo um inibidor de transcrição. Por compartilham alto 

grau de similaridade de sequência, tanto dentro quanto fora da caixa HMG, é esperado que os 
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membros  do  grupo  SoxB1  tenham  atividades  biológicas  parecidas,  porém  sabe­se  que  o 

comportamento destes diferentes  fatores  são distintos em relação ao  tipo de  tumor avaliado 

(GRIMM et al., 2020).  

 

Diversos  trabalhos  têm  relatado  a  expressão  e  função  de  SOX3  em  diferentes  tumores, 

sendo que o mesmo demonstra um padrão diferenciado de função em relação ao tipo tumoral. 

Em estudo realizado por YAN, et al., 2016, mostrou que SOX3 se comportou como oncogene 

em  tumores  ovarianos,  sendo  que  sua  superexpressão  promoveu  proliferação,  migração  e 

facilitou a  invasão, como  também diminuiu a morte celular por apoptose  (YAN, Qin et al., 

2016). A alta expressão de SOX3 em carcinomas hepatocelular, foi relacionada com o estágio 

avançado do tumor e baixa diferenciação, sendo então sua expressão um fator de determinante 

para  o  mau  prognóstico  dos  pacientes  (FENG,  Yun  et  al.,  2017).  Outro  importante  estudo 

observou  a  elevada  expressão  de  SOX3  em  glioblastomas,  quando  comparado  com  tecido 

nervoso normal. Esta superexpressão aumenta a proliferação, viabilidade celular, migração e 

invasão. Concluindo então que SOX3 pode promover o comportamento maligno de tumores 

cerebrais  (VICENTIC  et  al.,  2018).  Estudo  recente  realizado  por  SHEN  et  al.,  2020, 

demonstrou  que  SOX3  é  altamente  expresso  em  câncer  gástrico,  sendo  essa  expressão 

relacionada  a  um  tumor  com  perfil  mais  proliferativo,  migratório  e  invasivo,  com  maiores 

chances de metastatização. Onde foi concluído no trabalho SOX3 como um possível candidato 

a um novo marcador prognóstico dentro do carcinoma gástrico.  

No câncer de mama o papel de SOX3 ainda é pouco explorado, quando comparado a outros 

membros da família SOX. Sendo o seu papel incerto neste importante grupo de tumores.  

 

2.4.2  SOX no câncer de mama 

 

Nos cânceres de mama já foi descrito a expressão de diferentes membros da família SOX. 

A expressão de SOX1 foi definida como um supressor tumoral em diferentes tumores de mama, 

como também em linhagens celulares, sendo que sua superexpressão promoveu a redução da 

proliferação celular,  invasão e  induziu apoptose  (OLIEMULLER et al., 2017; SONG et al., 

2016). Já a expressão de SOX2 representa um tumor com alta malignidade, com maior potencial 

invasivo,  promovendo  a  proliferação,  angiogênese  e  consequentemente  a  metastatização. 
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Enquanto a  sua  regulação negativa  resultou em uma menor  taxa de proliferação,  inibindo o 

crescimento tumoral (DAS et al., 2017a; LIANG, Shanshan et al., 2013). 

SOX4  foi  descrito  como  expresso  em  células  normais  do  tecido  mamário,  porém  já  foi 

observado que alguns subtipos de câncer de mama possui a superexpressão de SOX4, e esta 

expressão atua diretamente na indução de fatores que atuam na transição epitélio­mesênquima 

(MEHTA; KHANNA; GATZA, 2019; TIWARI et al., 2013).  

A expressão de SOX8, SOX9 e SOX10 já foram definidas no câncer de mama, sendo ambos 

expressos no subtipo triplo negativo. Estudos definiram a partir de analises de bioinformática 

que a expressão de SOX8 pode reduz significativamente a sobrevida dos pacientes (YAN, Chen 

et al., 2018). Já SOX9, apresenta­se superexpresso no câncer de mama,  contribuindo para a 

indução  de  proliferação  e  progressão  tumoral,  estando  sua  expressão  relacionada  com  a 

resistência  do  tumor  e  consequentemente  um  mau  prognóstico  (LEI  et  al.,  2016).  SOX10 

encontra­se expresso em diversos carcinomas invasivos, controlando o crescimento e invasão 

(CIMINO­MATHEWS et al., 2013). 

Semelhante, SOX2 é descrita como um importante oncogene nos tumores mamários, sendo 

superexpressa em  tecidos mamários e  linhagens celulares  já estudadas.  Essa  superexpressão 

está  diretamente  relacionada  a  um  perfil  mais  proliferativos  dos  tumores,  bem  como,  o 

favorecimento da migração, invasão e aumento da adesão em sítios metastáticos (LIU, Kuancan 

et al., 2017; LIU, Peng et al., 2018; MENG et al., 2020). Segundo XIAO et al., 2020, além de 

todos os fatores de resistência já citados, SOX2 demonstrou uma importante associação com o 

favorecimento  de  metástases  cerebrais,    favorecendo  a  permeabilidade  da  barreira 

hematoencefálica.  

Em estudos realizados por Herve Acloque em 2011, foi observado em linhagens celulares 

de mama, que a expressão de SOX3 promove a inibição da transição epitélio­mesênquima e 

prejudica a mobilidade e invasão celular, sugerindo que SOX3 pode atuar como um supressor 

tumoral (ACLOQUE; OCANA; et al., 2011).  

Neste  mesmo  estudo  foi  demonstrado  que  a  proteína  SOX3  não  é  expressa  em  células 

MDA­MB­231, sendo assim o presente trabalho justifica­se pela importância de investigar se a 

proteína SOX3 participa na regulação da apoptose em células MDA­MB­231, e se a perda da 

sua  expressão  nessa  linhagem  celular  é  um  evento  importante  para  promoção  e  progressão 

tumoral, relacionando a proteína SOX3 como uma proteína supressora desse tipo de tumor de 

mama.  
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3.  OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo do presente trabalho é investigar a participação da proteína SOX3 na regulação 

da  apoptose  e  na  transição  epitélio­mesênquima  em  carcinoma  ductal  invasivo  de  mama 

humano.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1.  Cultivar  células  MDA­MB­231  e  padronizar  protocolo  de  transfecção  utilizando  o 

reagente Lipofectamine e o vetor pGL3­GFP.  

 

2.  Transfecção com vetor de expressão para a proteína SOX3 (pEF1/Myc­His/SOX3) e 

vetor vazio (pEF1/Myc­His). Confirmar a expressão gênica de SOX3 por RT­PCR e 

imunofluorescência. 

 

3.  Avaliar após 24 horas da transfecção, a citotoxicidade do protocolo utilizando MTT e a 

porcentagem de células em apoptose por citometria de fluxo (Anexina V­FITC/PI). 

 

4.  Avaliar a expressão gênica de SOX3, e genes relacionados a apoptose: CASP3, CASP8, 

CASP9 e BAX, BCL2, GAPDH e S26, em todos os grupos após a transfecção, por RT­

qPCR. 

 

5.  Avaliar  a  expressão  gênica  de  SOX3,  e  genes  relacionados  a  transição  epitélio­

mesênquima: ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1, ZEB2 e GAPDH, em todos os grupos após 

a transfecção, por RT­qPCR. 

 

6.  Avaliar  a expressão  imunohistoquímica da proteína SOX3 e Caspase­3  em amostras 

parafinizadas  de  carcinomas  ductais  invasivos  de  mama  humano  provenientes  do 

Departamento de Anatomia Patológica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul 

(UFMS). 
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4.  MATERIAIS E METÓDOS  
 

4.1 Linhagens Celulares 

 

Foram  utilizadas  duas  linhagens  tumorais  de  mama:  MDA­MB­231  (Carcinoma  ductal 

invasivo  de  mama  humano)  (ATCC®  HTB­26TM),  modelo  ideal  para  o  estudo  por  não 

expressar  a  proteína  SOX3  (ACLOQUE;  OCAÑA;  et  al.,  2011).  Possui  morfologia 

mesenquimal e maior potencial invasivo, sendo um modelo celular triplo­negativo, subtipo 

claudin­low. A linhagem celular MCF­7 (ATCC® HTB­22TM), possui morfologia epitelial, 

com potencial menos invasivo, sendo um modelo tumoral Luminal A. Foi utilizada como 

controle positivo na expressão de SOX3. 

 

4.2 Cultivo Celular 

 

As linhagens celulares, eram mantidas congeladas em nitrogênio líquido até o momento da 

utilização. O descongelamento foi realizado por processo rápido, imediatamente após a retirada 

da vial da criopreservação. Foram utilizadas células em passagens pré­determinadas entre 12­

14  passagens.  Após  o  descongelamento  as  células  foram  cultivadas  em  meio  de  cultura 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium  (DMEM)  (Sigma  Aldrich  Co.,  St. Louis,  MO,  U.S.A) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A) 

e 1 % de penicilina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A). As células foram mantidas em 

estufa de atmosfera úmida com 5 % de CO2 a temperatura de 37ºC. A troca do meio de cultura, 

era  realizada  a  cada  24  horas  de  incubação  e  para  a  utilização  nos  experimentos  as  células 

estavam em fase de crescimento logarítmica com 70­80 % de confluência.  

 

4.3  Vetor de expressão de SOX3 

 

O  vetor  de  expressão  da  proteína  SOX3  em  sistema  de  mamíferos  foi  produzido  no 

Laboratório  de  Biologia  Molecular  da  Universidade  de  Akron  ­  EUA,  e  foram  gentilmente 

doados pela professora Dra. Amy Milsted. A amostra de DNA utilizada para amplificação do 

gene  SOX3  foi  adquirida  da  empresa  Thermo,  com  o  número  de  catálogo:  MHS6278­
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202857278 (California – EUA), e os primers para sua amplificação, a temperatura de melting 

utilizada na reação de PCR e as enzimas de digestão utilizadas para a digestão do fragmento 

estão listados na Tabela 3.  

 

Tabela  3:  Primer  para  clonagem  e  condições  de  anelamento  para  SOX3.  Fonte  do  DNA 
genômico  para  amplificação  do  gene  SOX3:  Thermo:  MHS6278­202857278  –  California  – 
EUA. 

 

O  vetor  utilizado  para  ligação,  transformação  bacteriana  e  posterior  purificação  para  a 

transfecção celular foi o pEF1/Myc­His (Figura 9), e o gene foi clonado no vetor utilizando­se 

a janela de leitura A (Tabela 3). 

 

Figura 9: Vetor de expressão pEF1/Myc­His utilizado para clonagem de SOX3. 

 

Fonte: Disponível em: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V92120#/V92120 
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4.4  Plaqueamento das células MDA­MB­231 

 

Após as células atingirem uma confluência de 70­80%, o meio foi retirado, e a monocamada 

de  células  lavada  com  PBS  1X  estéril.  Em  seguida  as  células  foram  tratadas  com  2 mL  de 

tripsina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e incubadas por 2 minutos em estufa a 37°C, 

para soltar a monocamada de células aderidas a placa. Após a tripsinização, foi adicionado 5mL 

de  meio  contendo  SFB  para  inativar  a  ação  da  tripsina.  Em  seguida  as  células  foram 

centrifugadas e  ressuspendidas em meio de cultura e  retirada uma alíquota para a contagem 

utilizando a Câmara de Neubauer. Após a contagem das células, foram semeadas 3 x 104 células 

em placas de 24 poços (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil), 7 x 104 células por poço em 

placas de 12 poços (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil) ou 1 x 105 células por poço em 

placas de 6 poços (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil). Após o plaqueamento as células 

foram incubadas em estufa de CO2 por 24 horas, até atingirem uma confluência de 70%.  

 

4.5 Padronização  da  reação  de  transfecção  das  células  MDA­MB­231  com 

Lipofectamine 2000 com vetor GFP 

 

Para  padronização  do  protocolo  de  transfecção  foi  utilizado  vetor  de  expressão  de  GFP 

(Green fluorescent protein) pGL3­GFP. As células foram semeadas em placas de 24 poços e 

após 24 horas do plaqueamento, e com uma confluência de 70 %, as células foram divididas 

em  6  grupos  distintos,  variando  a  concentração  de  Lipofectamine®  (Invitrogen  Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e a presença ou ausência de SFB e antibiótico após tempo 

de incubação (Tabela 4): 

 

Tabela 4: Grupos experimentais na padronização da transfecção com GFP. 

 

Grupo Nome Lipofectamine SFB Antibiótico

1 Controle - 0% 0%

2 Controle - 5% 1%

3 GFP 1,5 µl 0% 0%

4 GFP 1,5 µl 5% 1%

5 GFP 2,5 µl 0% 0%

6 GFP 2,5 µl 5% 1%
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Para a transfecção, primeiramente foi preparado um mix contendo 500 ng de GFP em meio 

DMEM  sem  SFB/Antibiótico  e  1  μL de Reagent plus®,  este  complexo  foi  incubado  em 

temperatura  ambiente  por  10  minutos.  Após  os  10  minutos  foi  adicionado  o  volume  de 

Lipofectamine®  (1,5 μL  ou 2,5 μL),  e novamente  incubados por 30 minutos  a  temperatura 

ambiente,  para  formação do complexo DNA/Lipofectamine®. Após esse  tempo, o meio  foi 

removido das placas, e a monocamada de células foi lavada com PBS 1X estéril, e após essa 

lavagem foi  adicionado o mix de  transfecção em cada poço correspondente, completando o 

volume do poço de 500 μL com meio DMEM sem SFB. Após 4 horas de incubação, foi retirado 

o DMEM/MIX das células e foi adicionado nos poços dos grupos sem SFB, 500 μL de DMEM 

sem SFB e sem antibiótico e nos grupos com SFB, foi adicionado 500 μL de DMEM com 5% 

de SFB e 1% de antibiótico. A placa retornou para a estufa e ficou incubada por 24 horas.  

 

4.6  Transfecção das células MDA­MB­231 com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor 

vazio pEF1/Myc­His 

 

Após 24 horas do plaqueamento, e com uma confluência de 70 % as células foram divididas 

em  três  grupos  distintos:  grupo  controle,  transfectadas  com  pEF1/Myc­His/SOX3  e 

transfectadas com vetor vazio pEF1/Myc­His. Para a transfecção, primeiramente foi preparado 

um mix contendo, 500 ng de DNA em meio DMEM sem SFB/Antibiótico e 1 μL de Reagent 

plus®,  este  complexo  foi  incubado  em  temperatura  ambiente  por  10  minutos.  Após  os  10 

minutos foi adicionado 2,5 μL Lipofectamine®,  e  novamente  o  mix  foi  incubado  por  30 

minutos a temperatura ambiente, para formação do complexo DNA/Lipofectamine®. Após esse 

tempo, o meio foi removido das placas, e a monocamada de células foi lavada com PBS 1X 

estéril, e após essa lavagem foi adicionado o mix de transfecção em cada poço, completando o 

volume do poço de 500 μL com meio DMEM sem SFB. Após 4 horas de incubação, foi retirado 

o DMEM/MIX das células e foi adicionado em cada poço, 500 μL de DMEM com 5 % de SFB 

e 1% de antibiótico.  As células foram incubadas por 24 horas, e após esse período avaliada a 

confluência, e as células foram utilizadas em protocolos de citometria de fluxo e extração de 

RNA total.  
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4.7  Avaliação da citotoxicidade do protocolo de transfecção nas células MDA­MB­231 

com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

Descrito  primeiramente  por  Mosmann,  o  ensaio  colorimétrico  brometo  de  [3­(4,5­

dimetiltiazol­2­il)­2,5difeniltetrazolio] conhecido como MTT tem como função determinar a 

viabilidade  celular.  O  ensaio  está  relacionado  à  capacidade  de  enzimas  desidrogenases 

presentes nas mitocôndrias  e  citoplasma de  células viáveis,  em  reduzir o  anel  de  tetrazólio, 

formando  cristais  de  formazan  de  coloração  azul.  O  acúmulo  destes  cristais  em  células 

metabolicamente  viáveis  é  medido  através  de  leitura  em  espectrofotômetro  (MOSMANN, 

1983). 

As células foram semeadas em placas de cultivo de 96 poços (Kasvi, São José dos Pinhais, 

PR, Brasil) na densidade de 8×103 células por poço e incubadas por 24 horas para aderência. 

Após  a  avaliação  de  confluência  as  células  foram  submetidas  ao  protocolo  de  transfecção 

descrito no item 4.6.  

Após o período de 24 horas da transfecção, utilizando uma bomba de vácuo foi retirado o 

sobrenadante da placa e adicionada solução de MTT (Sigma­Aldrich, EUA) na concentração 

0,25 mg/mL. A placa foi novamente por cerca de 4 horas, ao abrigo da luz. O sobrenadante foi 

desprezado e adicionou­se 200μL de Dimetilsulfóxido (DMSO, Synth, São Paulo ­ BR) em 

cada  poço  para  solubilizar  os  cristais  de  formazan.  A  leitura  da  placa  foi  feita  em  um 

espectrofotômetro a 570nm. 

 

4.8 Extração de RNA total da linhagem celular MDA­MB­231 após a transfecção com 

o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

Após 24 horas do protocolo de transfecção em placa de 6 poços, o sobrenadante foi retirado 

e centrifugado e adicionado em cada poço 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, EUA). Após a ação do Trizol, a solução foi retirada dos poços e colocadas nos 

respectivos  tubos contendo o pellet obtido da centrifugação do sobrenadante.  A extração de 

RNA total foi de acordo com o protocolo do fabricante, sem modificações. Ao final da extração 

de RNA o pellet foi ressuspendido em 50 μL de água estéril livre de DNAse e RNAse, e foi 

quantificado  utilizando  Nanodrop  (NanoDrop  Lite  ­  Thermo  Fisher  Scientific,  Wilmington, 

Delaware, EUA).  Uma alíquota do RNA total (1μg) extraído foi tratado com DNAse  I 
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(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) seguindo as recomendações do fabricante, 

sem modificações, e em seguida requantificado no Nanodrop (NanoDrop Lite ­ Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, Delaware, EUA). 

 

4.9  Transcrição reversa e PCR convencional 

 

A  síntese  do  cDNA  foi  realizada  utilizando­se  o  kit  M­MLV  Reverse  Transcriptase 

(Promega  Corporation,  Wisconsin,  EUA),  utilizando  random  hexamers,  e  seguindo  as 

recomendações do fabricante do kit. As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas 

à PCR convencional utilizando­se Kit AmpliTaq DNA polimerase em um volume de 25 µL, 

seguindo o protocolo do fabricante (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).  

As  reações  de  RT­PCR  foram  realizadas  em  termociclador  modelo  MiniAmp™ Plus 

Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, EUA) nos seguintes ciclos: 

Estágio 1: Desnaturação Inicial: 1 ciclo de 94°C/1 min. Estágio 2: Desnaturação, Anelamento 

e Extensão: 40 ciclos de 94°C/15 seg., 57°C/15 seg., 72°C/15 seg. Estágio 3: Extensão Final: 1 

ciclo de 92°C/5 min. Os primers utilizados nas reações encontram­se na tabela 5. 
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Tabela 5: Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a reação de PCR para a amplificação 

específica dos genes alvos.  

Primer Sequência de Nucleotídeos  
Tamanho do 
Fragmento 

Número de Acesso do 
GenBank 

S26       

Foward 5’- TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG -3’ 75 NM_001029.3 

Reverse 5’- CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA -3’     

GAPDH       

Foward 5’-  TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3’ 125 NM_001289746.1 

Reverse 5’-  GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’     

SOX3Hs       

Foward 5’- GTTGGGACGCCTTGTTTA -3’ 126 NM_005634.2 

Reverse 5’- TCGCTGCTCCTGACTTAT -3’     

Casp3Hs       

Foward 5’- GTAGATGGTTTGAGCCTGAG -3’ 106 NM_032991.2 

Reverse 5’- CCAGTGCGTATGGAGAAATG -3’     

Casp8Hs       

Foward 5’- GGAAGCAAGAACCCATCAAG -3’ 92 NM_001080124.2 

Reverse 5’- CTTCAGGAAGGACAGATTGC -3’     

Casp9Hs       

Foward 5’-  GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT  -3’ 129 NM_001229.5 

Reverse 5’-  CAACGTACCAGGAGCCACTCTT  -3’     

BAXHs       

Foward 5’- TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC - 3’ 80 NM_138765.3 

Reverse 5’- TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT - 3’     

Bcl-2Hs       

Foward 5’- ATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGG -3’ 90 NM_000657 

Reverse 5’- TGTGCTTTGCATTCTTGGACGAGG -3’     

ECADHs       

Foward 5’- CCCTTCACAGCAGAACTAAC - 3’ 108 NM_001317185.1 

Reverse 5’- CACCTCTAAGGCCATCTTTG - 3’     

NCADHs       

Foward 5’- GGACCGAGAATCACCAAATG - 3’ 94 NM_ 001308176.1 

Reverse 5’- CGTTCCTGTTCCACTCATAG - 3’     

ZEB1Hs       

Foward 5’- GGGAGGATGACAGAAAGGAA -3’ 100 NM_001323654.1 

Reverse 5’- GCATCTGACTCGCATTCATC -3’     

ZEB2Hs       

Foward 5’- CCATCTGATCCGCTCTTATC - 3’ 125 NM_001171653.1 

Reverse 5’- CCTGTGTCCACTACATTGTC - 3’     

SNAILHs       

Foward 5’- GCAGGACTCTAATCCAGAGTTTACC -3’ 127 NM_005985.4 

Reverse 5’- GACAGAGTCCCAGATGAGCATT -3’     
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4.10  Eletroforese após a RT­PCR 

 

Os  produtos  da  RT­PCR  convencional  foram  identificados  por  eletroforese  em  gel  de 

poliacrilamida. O gel foi preparado a 8% no seguinte protocolo, nessa ordem: 7,9 mL de água 

MilliQ, 3 mL de tampão TBE 5X, 4 mL de solução estoque de acrilamida 30%, 110 µL de 

perssulfato de amônio 10% (PA) e 10 µL de TEMED. Anteriormente a corrida, foi adicionado 

em cada amostra 4 µL de tampão de corrida GLB. No gel foi pipetado 2 µL de marcador 100 

pb DNA ladder e 4 µL de cada amostra misturado com GLB. Após pipetado o marcador e as 

amostras, a corrida ocorreu em equipamento de eletroforese em tampão TBE 1X por cerca de 

50 minutos a 110 volts. Ao finalizar a corrida o gel foi fixado por 10 minutos em solução de 

etanol (10%), ácido acético (0,5%) e 89,5 mL de água MilliQ. A solução fixadora foi reservada 

e em seguida foi realizada a impregnação em nitrato de prata (0,1%) por 5 minutos ao abrigo 

da  luz.  Após  o  nitrato  de  prata  o  gel  foi  lavado  com  água  MilliQ  e  foi  adicionada  solução 

reveladora contendo: 3 g de hidróxido de sódio (3,6%), 300 µL formol (0,3%) em um volume 

final de 100 mL de água MilliQ. O gel foi colocado na presença de luz incandescente por cerca 

de 10 minutos. Após o aparecimento das bandas, foi retirado a solução reveladora, lavado o 

excesso  com  água  destilada  e  o  gel  foi  armazenado  em  solução  fixadora  e  em  seguida 

fotografado.  

 

4.11  PCR em tempo real 

 

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas à PCR em tempo real realizada 

no  equipamento  de  sistema  de  PCR  em  tempo  real  QuantStudio 3 Applied Biosystems™ 

(Thermo Fisher Scientific, Delaware, EUA), utilizando­se o Power SYBR Green® PCR Master 

Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). As amostras foram aplicadas em 

placas de 96 poços (ABI PRISM® 96­Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen 

Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), em duplicata, no volume final de reação de 20 μL. 

Em cada poço foram pipetadas as amostras de cDNA, e adicionado posteriormente o volume 

do mix contendo 5 μL do Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit, 0,5 μL de cada primer 

(senso e antissenso) (Tabela 4) (0,5 pmol/cada) e o volume final completado com água, livre 

de RNAse e DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A placa foi selada 

com adesivo óptico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers,  Invitrogen Life Technologies, 
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Carlsbad, CA, EUA) e em seguida a leitura foi realizada em equipamento de PCR em tempo 

real. As reações de PCR em tempo real foram realizadas no seguinte ciclo termal: [estágio 1] 

um ciclo de 52°C/2 min.; [estágio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estágio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 

min. e 50°C/1 min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de melting a 60 ̊C por um 

minuto,  para  a  construção  da  curva  de  dissociação,  que  tem  por  objetivo  determinar  a 

especificidade dos fragmentos amplificados. 

 

4.12  Imunofluorescência  para  SOX3  em  células  MDA­MB­231  transfectadas 

com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

Antes de  realizar o plaqueamento das células,  as  lamínulas  de 13 mm passaram por um 

processo de lavagem e esterilização. As lamínulas foram colocadas em solução de água com 

sabão neutro e deixadas de molho overnight. Após o molho as mesmas foram enxaguadas em 

água corrente, retirando todo o sabão e possíveis sujeiras. Foi preparado uma solução contendo 

50%  de  álcool  etílico  e  50%  de  éter  e  novamente  as  lamínulas  foram  deixadas  de  molho 

overnight. No dia seguinte as lamínulas foram secas uma por uma, utilizando lenço de papel 

macio. Ao serem secas as lamínulas foram colocadas em uma placa de petri com o fundo forrado 

com papel manteiga. A esterilização das lamínulas foi realizada em micro­ondas na potência 

30W, durante 3 minutos com a tampa da placa aberta e novamente por 3 minutos com a tampa 

da placa fechada.  

As lamínulas estéreis foram colocadas nos poços da placa de 24 poços, dentro da capela de 

fluxo.  Em  seguida  as  células  foram  semeadas  sobre  as  lamínulas,  desta  forma  as  células 

aderiram  e  cresceram  na  superfície  das  lamínulas.  Após  24  horas  de  incubação,  as  células 

passaram pelo protocolo de transfecção descrito no item 4.6. 

Após 24 horas da transfecção, foi iniciado o protocolo de imunofluorescência. Foi retirado 

o meio dos poços  e  eles  foram  lavados  com PBS. As células  foram  fixadas  em  solução de 

formalina a 4% em PBS e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Após a fixação 

com  a  formalina  os  poços  foram  lavados  3  vezes  com  PBS.  Em  seguida  as  células  foram 

permeabilizadas com solução de triton 0,1% em PBS, e incubadas em temperatura ambiente 

por 3 minutos e lavadas novamente por 3 vezes com PBS. Após a permeabilização, o bloqueio 

da peroxidase endógena foi realizado com solução de BSA a 2% em PBS e incubados por 30 

minutos, e ao término do bloqueio os poços foram lavados 3 vezes com PBS por 5 minutos. O 
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anticorpo primário SOX3 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), foi diluído em 

PBS/BSA 2% na concentração de 5 µg/mL. As lamínulas foram retiradas da placa e colocadas 

em contato com 30 µL do anticorpo e incubadas por 3 horas em câmara úmida. Após o tempo 

de incubação com o anticorpo primário, as lamínulas foram colocadas novamente nos poços e 

foram lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos. As lamínulas foram novamente retiradas dos 

poços e  foram  incubadas por 1 hora com  30 µL do anticorpo secundário Donkey anti­Goat 

Alexa Fluor 488 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), diluído em PBS/BSA 2% 

na concentração de 8 µg/mL. Após o tempo de incubação as lamínulas foram colocadas na placa 

e lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos. Em seguida as  lamínulas foram incubadas por 1 

minuto em 30 µL de solução de DAPI (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 

diluído em PBS na concentração de 1 µg/mL. Novamente as  lamínulas  foram colocadas na 

placa e  lavadas com PBS por 3 vezes de 5 minutos. Após o último processo de  lavagem as 

células  foram  montadas  em  lâmina  utilizando  Hydromount  (National  Diagnostics,  Geórgia, 

EUA) e foram observadas em microscópio de fluorescência. Os processos de incubação com o 

anticorpo e com o DAPI foram realizados protegendo as lamínulas da luz.  

 

4.13  Avaliação  da  morte  celular  por  apoptose  na  linhagem  MDA­MB­231 

transfectada com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

O ensaio  foi  realizado após 24 horas de  transfecção. O sobrenadante dos poços de cada 

condição, foram coletados e as células aderidas foram tripsinizadas e coletadas, formando um 

pool de células por condição. Após as coletas, as células foram centrifugadas e o pellet formado, 

foi ressuspendido em PBS e foram novamente centrifugadas. Após a última centrifugação, as 

células foram contadas e após a contagem, 250.000 células foram ressuspendidas em tampão 

de ligação 1X e transferidas para um tubo de citometria. No tubo de citometria com as células, 

foi  adicionado  1,5 μL  de  PI  (BD  pharmingen,  EUA)  e  1,5 μL  de  Anexina  V­FITC  (BD 

pharmingen,  EUA).  Após  a  marcação  as  células  foram  incubadas  por  15  minutos  em 

temperatura  ambiente  e  ao  abrigo  da  luz.  Terminado  o  tempo  de  incubação  foi  adicionado 

150 μL de  tampão de  ligação 1X e as amostras  forma  levadas para análise em citômetro de 

fluxo  FACSCanto  II  (BD  Biosciences,  EUA),  utilizando  o  programa  FACSDiva  (BD 

Biosciences, EUA). A análise dos dados adquiridos foi realizada utilizando o programa FlowJo 

versão v.10 (Tree Star, EUA) e a porcentagem de células agrupadas em cada estágio: Q1 = 
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Células  necróticas  ou  mortas  (Anexina  V­FITC  ­,  PI  +),  Q2  =  Células  em  apoptose  tardia 

(Anexina V­FITC +, PI +), Q3 = Células em apoptose inicial (Anexina V­FITC +, PI ­) e Q4 = 

Células Viáveis (Anexina V­FITC ­, PI ­). 

 

4.14  Aspectos éticos 

 

Este  projeto  foi  submetido  ao  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  com  Seres  Humanos  da 

Universidade  Federal  do  Mato  Grosso  do  Sul  e  aprovado  sob  o  parecer  3.723.300,  CAAE 

20636419.2.0000.0021. 

 

4.15  Delineamento do estudo 

 

A  população  do  estudo  foi  composta  por  mulheres  cadastradas  no  Ambulatório  de 

Mastologia  do  Hospital Universitário  Maria  Aparecida  Pedrossian  (HUMAP),  na  cidade  de 

Campo  Grande,  Mato  Grosso  do  Sul,  diagnosticadas  com  Neoplasia  Maligna  da  Mama  e 

submetidas a tratamento cirúrgico conforme protocolo já instituído pelo Serviço de Mastologia 

da referida instituição hospitalar, no período de janeiro de 2014 a março de 2019. Consistindo 

assim de um Estudo de Coorte Retrospectivo. 

 

4.16  Seleção das amostras 

 

A população do estudo foi composta por amostras  teciduais  já parafinadas de carcinoma 

mamário  invasivo  –  carcinoma  ductal  invasivo  sem  outra  especificação,  baseada  na  nova 

classificação da OMS (LAKHANI et al., 2012), obtidos pelo exame histopatológico da peça 

cirúrgica  e  confirmado  pela  imuno­histoquímica,  as  amostras  foram  obtidas  do  arquivo  do 

Serviço de Patologia do HUMAP. 

Foram  excluídos  do  estudo  amostras  de  carcinoma  mamário  invasivo  dos  subtipos 

especiais, as amostras obtidas por punção com agulha grossa, amostras teciduais de mulheres 

com idade  inferior a 30 anos e amostras  teciduais masculinas. Também foram excluídos do 

estudo aqueles em que o consentimento informado não pode ser obtido. 
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4.17  Imunohistoquímica 

 

Para a realização da imunohistoquímica, 27 amostras de carcinoma ductal invasivo humano 

(CDI) foram cortadas a 4 μm, montadas em lâminas gelatinizadas, e foram submetidas a bateria 

de álcool etílico com concentrações graduadas para a hidratação do tecido. A coloração imuno­

histoquímica  foi  realizada  de  acordo  com  o  método  de  reação  da  peroxidase,  usando  um 

anticorpo secundário polimerizado ou um método de identificação avidina­biotina­peroxidase 

(Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, Reino Unido 

ou Kit ABC ­ Vector Laboratories, San Francisco Bay Área, CA, EUA). Para recuperação de 

antígeno, as lâminas foram incubadas por 20 min em Target Retrieval Solution Citrate pH 6,0 

(Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) em autoclave a 134°C ou 20 min em banho­maria a 

98°C e resfriado à temperatura ambiente. Para bloquear as peroxidases endógenas, as lâminas 

foram  incubadas  três vezes por 5 minutos  cada em uma  solução de H2O2  a  10% em álcool 

metílico. Para bloquear as proteínas endógenas, as  lâminas foram incubadas por 15 minutos 

com Protein Block Solution (Protein Block Serum­Free Ready­to­use; Dako North America, 

Via Real Carpinteria, CA, EUA) ou uma hora com 8% de leite em pó (Molico®, Nestlé), diluído 

em água destilada. As lâminas foram contra coradas com hematoxilina. A Tabela 6,  lista os 

fabricantes, clones, diluições, blocos de proteína e informações de anticorpos secundários para 

os anticorpos usados. A etapa de incubação do anticorpo primário foi omitida para o controle 

negativo e substituída pela incubação com o diluente de anticorpo (Diluente de Anticorpo com 

Componentes Redutores de Fundo; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, EUA). A 

análise  de  SOX3  e  pró­caspase­3  foi  realizada  através  da  identificação  de  coloração 

citoplasmática  e  nuclear.  Todas  as  análises  foram  realizadas  por  microscopia  de  luz  com 

aumento  de  400X.  As  imagens  foram  capturadas  usando  uma  câmera  Olympus  BX_40 

(Olympus  Company,  Shinjuku,  Tóquio,  Japão)  e  software  de  imagem  Spot  Basic  para 

microscopia (Spot Imaging, Diagnostic Instruments, Inc.). As imagens foram analisadas usando 

ImageJ  (SciJava),  e  as  células  positivas  foram  contadas  manualmente  usando  o  plug­in  de 

contador de células ImageJ. A contagem foi realizada por um único observador de 500 células 

espalhadas nas amostras com o auxílio de uma grade. Após a contagem, foi realizada a média 

de  marcação,  sendo  considerados  positivos  os  casos  com  várias  células  marcadas  acima  da 

média.  
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Tabela 6: Anticorpos primários, fabricantes e padronização utilizadas na imunohistoquímica. 

Anticorpo  Fabricante  Clone  Diluição 
Recuperação 
Antigênica 

Bloqueio de 
Proteína 

Anticorpo 
Secundário 

             
Pro­Caspase­3  Neomarkers  RB­1197­P  1:400  Citrato + Banho Maria  8% Leite em pó  Novolink 

SOX3  Invitrogen  Polyclonal  1:50  Citrato + Autoclave  Dako 
Anti­Goat  ­ 
IgG 

             
 

4.18  Análise estatística 

 

Os dados da expressão gênica foram normalizados com o gene S26 ou GAPDH por meio 

do método ΔCt (Ct do gene alvo – Ct do gene normalizador), e a expressão gênica relativa 

avaliada através do fold change com os dados de 2­ΔΔCt (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os 

resultados obtidos são apresentados como média ± desvio padrão, utilizando o teste de análise 

de variância One­Way ANOVA e para avaliar a diferença entre os grupos foi utilizado o pós­

teste de Tukey. Os dados estatísticos  foram analisados no GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, EUA). O critério de significância estatística foi P < 0,05. 
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5.  RESULTADOS 
 

 

5.1  Transfecção  das  células  MDA­MB­231  com  vetor  PGL3­GFP  utilizando 

Lipofectamine 2000  

 

Após 24 horas da transfecção com o vetor de GFP, as células foram avaliadas utilizando 

microscópio de fluorescência invertido. Ao analisar a morfologia das células, observou­se que 

os poços que receberem meio de cultura suplementado com SFB e antibiótico após 4 horas de 

incubação  com  o  mix  da  transfecção,  apresentaram  células  com  morfologia  característica, 

aderidas a placa e com confluência esperada de cerca de 80%. As células dos poços que não 

receberam  a  suplementação,  apresentam  morfologia  alterada,  com  redução  do  número  de 

células e volume celular, como também irregularidades na membrana e arredondamento das 

células (Figura 10 ­ Setas amarelas), característica esta responsável pela perda de adesão das 

células e possível indução de morte.  

Quando  avaliado  a  diferença  morfológica  em  relação  as  diferentes  concentrações  do 

reagente  Lipofectamine,  observou­se  visualmente,  em  relação  ao  controle  uma  pequena 

diminuição do número de células em ambas as concentrações. Mostrando que a suplementação 

foi  essencial  para  manter  a  qualidade  das  células,  fator  este  que  favorece  no  aumento  da 

eficiência da transfecção.  
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Figura 10: Alterações morfológicas na linhagem tumoral MDA­MB­231 após transfecção 
com  vetor  de  GFP  na  presença  e  ausência  de  SFB/Antibiótico  e  em  diferentes 
concentrações de Lipofectamine 2000. As fotomicrografias mostram alterações morfológicas 
após  24  horas  da  transfecção  nos  poços  que  não  receberam  a  suplementação  de  SFB  e 
antibiótico.    Observa­se  redução  do  número  de  células  e  do  volume  celular,  possíveis 
irregularidades na membrana e arredondamento celular  (Setas amarelas). As  imagens  foram 
adquiridas com o auxílio de microscópio de fluorescência invertido digital EVOS® no aumento 
de 100x.  

 



60 
 

 
 

Na Figura 11 encontra­se as imagens realizadas após 24 horas da transfecção com GFP. O 

teste foi realizado utilizando duas concentrações de lipofectamine, como também a presença ou 

ausência de suplementação com SFB e antibiótico, após 4 horas de incubação com os reagentes 

de  transfecção.  Ao  analisar  as  imagens  observa­se  que  em  ambas  as  concentrações  de 

lipofectamine ocorreu a transfecção do GFP, sendo que em ambas as concentrações apresenta 

células fluorescentes em verde.  

 

Figura 11: Avaliação da eficiência da transfecção com vetor de GFP na linhagem tumoral 
MDA­MB­231 na presença e ausência de SFB/Antibiótico e em diferentes concentrações 
de  Lipofectamine  2000.  As  fotomicrografias  mostram  que  a  eficiência  da  transfecção  está 
relacionada  com  a  suplementação  de  SFB  e  antibiótico,  e  uma  maior  concentração  de 
lipofectamine. As  imagens foram adquiridas com o auxílio de microscópio de fluorescência 
invertido digital EVOS® no aumento de 100x. 

 

As células fluorescentes foram contadas em todos as condições experimentais e dentre elas 

a  concentração  de  2,5  µL  de  lipofectamine  mostrou­se  mais  eficiente,  em  relação  a 

concentração de 1,5 µL de lipofectamine (Figura 12). Outro fator importante no aumento da 

eficiência da  transfecção  foi a  suplementação com SFB e  antibiótico. As células que  foram 

transfectadas  com  2,5  µL  de  lipofectamine  e  receberam  a  suplementação  após  as  4  horas, 
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tiveram taxa de transfecção de 71% das células, sendo essa taxa significativa (p>0,0001) em 

relação as outras condições, mesmo em relação a concentração de 2,5 µL lipofectamine sem a 

suplementação, que demonstrou somente 16% de marcação. Esses dados demonstram que a 

suplementação  atuou  diretamente  no  sucesso  da  transfecção,  podendo  esse  resultado  estar 

relacionado a viabilidade das células.  

 

Figura  12:  Contagem  de  células  marcadas  após  a  transfecção  com  vetor  de  GFP  na 
linhagem  tumoral  MDA­MB­231  na  presença  e  ausência  de  SFB/Antibiótico  e  em 
diferentes  concentrações  de  Lipofectamine  2000.  As  fotomicrografias  foram  contadas 
utilizando  o  software  ImageJ.  A  contagem  mostrou  que  a  eficiência  da  transfecção  está 
relacionada  com  a  suplementação  de  SFB  e  antibiótico,  e  uma  maior  concentração  de 
lipofectamine. ***p>0,0001 em relação ao grupo 2,5 µL de lipofectamine sem SFB/ATB. 

 

5.2 Avaliação da expressão gênica de SOX3, CASP3, CASP8, BAX e BCL2 na linhagem 

MDA­MB­231 após a transfecção com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 

 

Após a reação da RT­PCR as amostras foram pipetadas em gel de poliacrilamida 8% e após 

a corrida o gel foi corado com nitrato de prata. Como normalizador foi escolhido a proteína 

ribossomal S26 com 75 pb, por ser um gene constitutivo e não apresentar variação de expressão 

em condições diferentes. Desta maneira na análise do gel observa­se que as todas as amostras 

foram positivas para S26, mostrando a integridade das amostras após os processos de extração 

e RT­PCR.  

Na avaliação de expressão de SOX3, o resultado encontrado no gel confirma a expressão 

de SOX3 na linhagem MDA­MB­231 após a transfecção com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3, 
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sendo que apresentou banda específica para SOX3 com 126 pb. Já nas amostras controle e vetor 

vazio não se observa a banda de SOX3 (Figura 13). 

 

Figura 13: Expressão de SOX3 na linhagem MDA­MB­231 após transfecção com vetor 
pEF1/Myc­His/SOX3. Gel de poliacrilamida mostrando resultado da PCR convencional após 
transfecção com vetor de SOX3. 4 μL do resultado da PCR convencional foi pipetado no gel e 
visualizado por impregnação com nitrato de prata após eletroforese a 100V/50 minutos. 

 

 

  As  amostras  também  foram  avaliadas  quanto  a  expressão  de  Caspase­3  e  Caspase­8. 

Ambas  as  moléculas  atuam  na  cascata  da  apoptose,  sendo  a  Caspase­8  classificada  como 

iniciadora e a Caspase­3 classificada como efetora. Desta maneira avaliar a expressão destas 

proteínas são importantes para entender o processo de morte que está ocorrendo. 

 Ao avaliar as amostras pode­se observar que todas as amostras apresentaram expressão de 

Caspase­3 (83 pb) e Caspase­8 (92 pb). Por serem proteínas endógenas a expressão basal era 

esperada (Figura 14). Sendo assim necessário a quantificação da expressão por PCR em tempo 

real. 
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Figura 14: Expressão de CASP3 e CASP8 na linhagem MDA­MB­231 após transfecção 
com  vetor  pEF1/Myc­His/SOX3.  Gel  de  poliacrilamida  mostrando  resultado  da  PCR 
convencional após transfecção com vetor de SOX3. 4 μL do resultado da PCR convencional 
foi  pipetado  no  gel  e  visualizado  por  impregnação  com  nitrato  de  prata  após  eletroforese  a 
100V/50 minutos. 

 

 

 

As amostras  também  foram avaliadas quanto  a  expressão de Bax  e Bcl­2. A  família de 

proteínas Bcl­2 desempenham um papel  importante na regulação da apoptose em condições 

fisiológicas, como também em condições patológicas, sendo assim estas proteínas podem ser 

consideradas anti­apoptóticas como é o casa da Bcl­2 ou pró­apoptóticas como a Bax. 

  Ao avaliar as amostras pode­se observar que todas as amostras apresentaram expressão de 

Bax (80 pb) e Bcl­2 (90 pb). Por serem proteínas endógenas a expressão basal era esperada 

(Figura 15). Sendo assim necessário a quantificação da expressão por PCR em tempo real. 

 

 

 

 

 



64 
 

 
 

Figura 15: Expressão de Bax e Bcl­2 na linhagem MDA­MB­231 após transfecção com 
vetor pEF1/Myc­His/SOX3. Gel de poliacrilamida mostrando resultado da PCR convencional 
após transfecção com vetor de SOX3. 4 μL do resultado da PCR convencional foi pipetado no 
gel e visualizado por impregnação com nitrato de prata após eletroforese a 100V/50 minutos. 

 

 

 

5.3 Imunofluorescência  para  SOX3  em  células  MDA­MB­231  transfectadas  com  o 

vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

Anteriormente  a  avaliação  da  expressão  de  SOX3  na  linhagem  MDA­MB­231.  Foi 

realizado  a  imunofluorescência  na  linhagem  celular  MCF­7  (Carcinoma  ductal  invasivo  de 

mama). A linhagem MCF­7 possui expressão selvagem de SOX3, tornando­se um modelo ideal 

para avaliar a atividade do anticorpo para SOX3 e padronização do protocolo de marcação.  

Após  o  protocolo  de  marcação  com  os  anticorpos,  observou­se  a  expressão  de  SOX3, 

corroborando com achados da literatura referente a expressão endógena de SOX3 na linhagem 

MCF­7 (Figura 16). Esperava­se que a marcação fosse nuclear, porém foi observado intensa 

marcação  citoplasmática.  Este  resultado  demonstra  um  provável  erro  na  translocação  da 

proteína para o núcleo, sendo necessário um estudo mais aprofundado para confirmação.  
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Figura 16: Expressão  de SOX3  avaliada por  imunofluorescência na  linhagem  tumoral 
MCF­7.    Fotomicrografias  evidenciando  marcação  nuclear  para  4  ',6­diamino­2­fenilindol 
(DAPI), marcação nuclear e citoplasmática para SOX3 (FITC) e a sobreposição das imagens 
Merge). As imagens foram adquiridas com o auxílio de microscópio de fluorescência invertido 
digital Zeiss Axio Vert.A1 no aumento de 1000x.  

 

Após a padronização do protocolo de marcação com os anticorpos na linhagem MCF­7. As 

células  MDA­MB­231  foram  submetidas  ao  protocolo  de  transfecção  com  os  vetores, 

pEF1/Myc­His/SOX3 e vazio pEF1/Myc­His, conforme descrito no item 4.6, e após 24 horas 

da transfecção iniciou­se o protocolo de imunofluorescência.  
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O protocolo foi realizado em todos os grupos experimentais. Como descrito na literatura a 

linhagem celular MDA­MB­231, não possui expressão endógena de SOX3, sendo assim nos 

grupos  controle  e  transfectado com vetor vazio  pEF1/Myc­His,  não houve marcação para  a 

proteína SOX3 (Figura 17), corroborando com os dados da literatura.  

 

Figura 17: Ausência de expressão de SOX3 avaliada por imunofluorescência na linhagem 
tumoral  MDA­MB­231  após  transfecção  com  vetor  vazio  pEF1/Myc­His/SOX3. 
Fotomicrografias  evidenciando  marcação  nuclear  para  4  ',6­diamino­2­fenilindol  (DAPI), 
ausência de marcação para SOX3 (FITC) e a sobreposição das imagens (Merge). As imagens 
foram adquiridas com o auxílio de microscópio de fluorescência invertido digital Zeiss Axio 
Vert.A1 no aumento de 200x. 
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Na figura 18 encontra­se as imagens adquiridas após marcação com os anticorpos. Pode­se 

observar  que  ocorreu  marcação  específica  para  o  anticorpo  SOX3,  mostrando  então  que  o 

protocolo de transfecção foi eficiente. Outro importante dado a ser ressaltado é em relação a 

densidade de células. Observa­se uma densidade de células reduzida, sendo uma característica 

esperada, pois a expressão de SOX3 pode estar relacionada com a indução de morte celular, 

sendo assim acredita­se que parte das células que foram transfectadas entraram em morte e não 

chegaram a passar pelo processo de marcação. 

 

Figura 18: Expressão  de SOX3  avaliada por  imunofluorescência na  linhagem  tumoral 
MDA­MB­231  após  transfecção  com  vetor  pEF1/Myc­His/SOX3.  Fotomicrografias 
evidenciando  marcação  nuclear  para  4  ',6­diamino­2­fenilindol  (DAPI),  marcação  nuclear  e 
citoplasmática para SOX3 (FITC) e a sobreposição das imagens (Merge). As imagens foram 
adquiridas com auxílio de microscópio de fluorescência invertido digital Zeiss Axio Vert.A1 
no aumento de 400x e 1000x.  
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5.4  Avaliação da citotoxicidade e morte celular apoptótica na  linhagem MDA­MB­

231 após a transfecção com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­

His 

Com base nos resultados da imunofluorescência das células MDA­MB­231 transfectadas 

com pEF1/Myc­His/SOX3, observou­se uma baixa densidade de células. Este resultado pode 

estar relacionado com a indução de morte celular devido a expressão de SOX3.  

Sendo  assim  para  verificar  a  indução  de  morte,  como  também  o  tipo  de  morte  celular 

ocorrido após a transfecção, a linhagem celular MDA­MB­231 foi submetida ao processo de 

transfecção com o vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His e após 24 horas 

foram avaliadas as características morfológicas e a busca por possíveis alterações indicativas 

de morte celular.  

Após  a  transfecção  com  vetor  de  SOX3  as  células  foram  fotografadas  em  microscópio 

invertido  digital  Zeiss  Z1  utilizando  contraste  de  fase,  no  Centro  de  Desenvolvimento  da 

Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo Horizonte, Minas Gerais.  

Observou­se  que  as  células  se  encontravam  em  menor  densidade  e  confluência,  como 

também  apresentavam  alterações  morfológicas,  como  redução  do  volume  celular, 

arredondamento celular e alterações na membrana, indicadas por setas amarelas na figura 19. 

Os grupos, controle e vetor vazio pEF1/Myc­His não apresentaram alterações morfológicas, 

como também não foi observado diminuição na densidade dos poços (Figura 19). 

 A semelhança entre as células do controle com as células que passaram pela transfecção 

com o vetor vazio pEF1/Myc­His, indicam que o protocolo de transfecção pode não produzir 

efeitos citotóxicos, sendo então um indicativo que as alterações morfológicas e a indução de 

morte celular estão relacionadas estritamente com a expressão de SOX3. 

Como forma de confirmar os efeitos encontrados na avaliação morfológica,  avaliou­se o 

possível efeito citotóxico do protocolo de transfecção através da técnica de MTT. Foi avaliado 

todos  os  grupos  experimentais,  controle  não  transfectado,  como  também  os  grupos 

transfectados com vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His. 
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Figura 19: Alterações morfológicas na linhagem tumoral MDA­MB­231 após transfecção 
com vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His. As fotomicrografias mostram 
alterações  morfológicas  após  24  horas  da  transfecção.  No  controle  observa­se  células  com 
características morfológicas características.  As células transfectadas apresentaram redução do 
número de células e do volume celular, irregularidades na membrana e arredondamento celular 
(Setas amarelas). Na condição vetor vazio as células mantiveram características morfológicas 
à do controle.  As imagens foram adquiridas com o auxílio de microscópio de fluorescência 
invertido digital Zeiss Z1 no aumento de 100x e 200x.  
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A avaliação da viabilidade celular após o protocolo de transfecção, demonstrou que o grupo 

transfectado com o vetor de expressão de SOX3 teve sua viabilidade reduzida em cerca de 55%, 

indicativo  que  indução  de  morte  celular,  sendo  esta  taxa  significativa  estatisticamente  em 

relação aos dois outros grupos controle (p>0,0001). Quando avaliado a viabilidade dos grupos 

controle e transfectado com vetor vazio, não houve diferença estatística entre os dois grupos, 

demonstrando então que a redução da viabilidade celular encontrada no grupo transfectado com 

SOX3, ocorreu devido a expressão de SOX3 (Figura 20).  

 

Figura  20:  Avaliação  do  efeito  citotóxico  na  linhagem  tumoral  MDA­MB­231  após 
transfecção com vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His. Citotoxicidade 
avaliada  após  24  horas  da  transfecção  com  vetor  pEF1/Myc­His/SOX3  e  vetor  vazio 
pEF1/Myc­His.  Viabilidade  celular  medida  através  do  teste  MTT.  Média  ±  DP  de  três 
experimentos independentes em triplicata (n=3). ***p<0,001 em relação ao grupo controle e 
transfectado com vetor vazio.  

 

Ao verificar­se que SOX3 induz uma redução da viabilidade celular, sendo um possível 

perfil  citotóxico,  decidiu­se  determinar  o  tipo  de  morte  celular  induzida  pela  expressão  de 

SOX3.  Desta  forma  as  células  passaram  pelo  protocolo  de  transfecção  e  após  24  horas  foi 

realizado protocolo de marcação para avaliação de morte celular utilizando citômetro de fluxo.  

Para verificar a capacidade de indução de morte celular apoptótica após a transfecção 

com SOX3, foi utilizando kit de dupla marcação com Anexina V­FITC e PI (FITC Annexin V 

Apoptosis  Detection  Kit  ­  BD  pharmingen,  EUA).  A  avaliação  de  morte  celular  utilizando 

Anexina V, é um método rápido e quantitativo, onde é possível determinar a população que se 

encontra em morte apoptótica, isso é possível devido a afinidade da sonda de marcação Anexina 
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V com a fosfatidilserina, um fosfolipídeo encontrado na face interna da membrana celular e é 

externalizado durante  as  fases  iniciais da  apoptose, onde ocorre o  flip membranar. Como a 

Anexina V pode­se ligar a fosfatidilserina de células rompidas, utiliza­se a dupla marcação com 

Iodeto de propídeo  (PI) que é um marcador nuclear fluorescente, que se intercala com DNA de 

células  que  estão  com  a  membrana  permeável,  marcando  então  células  em  morte  necrótica 

(NEVES; BRINDLE, 2014; WALLBERG; TENEV; MEIER, 2016).  

A figura 21 apresenta um Dot­plot representativo dos resultados da leitura no citômetro de 

fluxo. Os gráficos apresentam a fluorescência da Anexina V­FITC no eixo X e do PI no eixo 

Y. No quadrante Q1 encontram­se as células marcadas somente com PI, sendo consideradas 

células mortas por necrose. No quadrante Q2 encontram­se as células duplo marcadas (Anexina 

V­FITC e PI), são células que estão em apoptose tardia. O quadrante Q3 determina as células 

marcadas somente com Anexina V­FITC, ou seja, células em apoptose inicial e por último no 

quadrante Q4 encontra­se as células duplo negativas e viáveis. 

Sendo assim este teste permite avaliar a quantidade de células em estágios iniciais e tardios 

de apoptose, como também determinar a quantidade de células em possível morte necrótica.  

 

Figura  21:  Dot­plot  representativo  de  cada  condição  na  avaliação  da  morte  celular 
apoptótica na linhagem tumoral MDA­MB­231 após transfecção com vetor pEF1/Myc­
His/SOX3  e  vetor  vazio  pEF1/Myc­His.  As  células  foram  transfectadas  com  pEF1/Myc­
His/SOX3 e incubadas por 24 horas. Após a incubação as células foram marcadas com PI e 
Anexina V­FITC, e a marcação e intensidade da fluorescência foi medida utilizando citômetro 
de fluxo FACSCanto II. Q1: Células marcadas com PI. Q2: Células marcadas com Anexina V­
FITC e PI. Q3: Células marcadas com Anexina V­FITC. Q4: Células não marcadas. 
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Foram realizados três experimentos independentes, e cada experimento em triplicata. Pode­

se observar que o grupo controle apresenta uma taxa de viabilidade celular de 90% e uma taxa 

de morte celular apoptótica em torno de 10%. Estas taxas são consideradas normais para esta 

condição. 

 Na  avaliação  das  células  transfectadas  com  SOX3,  observa­se  um  grande  aumento  na 

porcentagem de células positivas para a marcação com Anexina V­FITC, indicando que 42,5% 

da população encontra­se em apoptose inicial (Q3) e 13,5% da população em apoptose tardia 

(Q2), devido a dupla marcação (Anexina V­FITC/PI). Já a população de células que passaram 

pelo processo de transfecção com o vetor vazio, apresentaram taxas de viabilidade celular e 

morte por apoptose semelhante às do controle, mostrando então que o protocolo de transfecção 

por si só não é responsável pela morte celular.  

Sendo  assim,  este  resultado,  corrobora  com  os  dados  descritos  anteriormente,  sendo  a 

presença de baixa densidade celular, alterações morfológicas, como também a diminuição da 

viabilidade celular, demonstrando um efeito citotóxico (Figura 18 e Figura 19).  

Um  gráfico  de  barras  foi  realizado  a  partir  das  triplicatas  dos  três  experimentos 

independentes. Os valores  foram  reunidos,  desta  forma,  chegou­se  a uma média da  taxa de 

apoptose em cada grupo. Outro fator importante para análise foi a junção dos quadrantes Q3 

(apoptose  inicial)  e Q2  (apoptose  tardia) no mesmo grupo,  tornando­os  somente um grupo. 

Desta forma foi realizada a avaliação estatística dos resultados. A figura 22 representa a média 

± DP da porcentagem de apoptose encontrada em cada grupo. 
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Figura 22: Taxa de  apoptose na  linhagem  tumoral MDA­MB­231 após  transfecção 

com vetor pEF1/Myc­His/SOX3. Gráfico representando a soma da porcentagem de células 

em apoptose  inicial  e  apoptose  tardia  em cada condição.  Média ± DP de  três  experimentos 

independentes em  triplicata  (n=3). ***p<0,001 em relação ao grupo controle  e  transfectado 

com vetor vazio.  

 

 

A taxa média de apoptose no grupo controle foi de 10%, no grupo transfectado com SOX3 

a média encontrada foi de 52% e no grupo transfectado com vetor vazio foi de 13%. Ao realizar 

o  teste  estatístico  One­way  ANOVA,  foi  encontrado  que  o  grupo  transfectado  com  SOX3 

apresentou diferença estatística quando comparado ao controle apresentando p<0,0001, como 

também foi diferente do grupo vetor vazio, apresentando também um p<0,0001.  

Já a análise do grupo controle com o grupo transfectado com o vetor vazio, não apresentou 

diferença estatística, mostrando então que o protocolo de transfecção e os reagentes utilizados 

não  são  capazes  de  induzir  morte,  ou  alterar  as  características  celulares,  mantendo  as 

características normais das células. 
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5.5  Avaliação por PCR em tempo real a expressão de SOX3, CASP3, CASP8, CASP9, 

BAX  e  BCL2  na  linhagem  MDA­MB­231  após  a  transfecção  com  o  vetor 

pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His 

 

Após a avaliação por PCR convencional e com a confirmação da expressão dos genes alvos, 

foi realizada a PCR em tempo real (RT­qPCR) para quantificação relativa do gene SOX3 e dos 

genes relacionados a apoptose, como a caspase iniciadoras (Caspase­8 e 9), e a caspase efetora 

(Caspase­3), assim como a expressão de BCL2 (anti­apoptótico) e BAX (pró­apoptótico) (Figura 

23). 

O resultado da RT­qPCR confirmou, que após a transfecção com o vetor de expressão de 

SOX3,  as  células  MDA­MB­231  passaram  a  expressar  o  gene  alvo.  A  expressão  de  SOX3 

(Figura 23 A), foi 17,51 vezes maior do que o observado no grupo controle não transfectado 

(Fold change 1,0), sendo esse aumento da expressão significativo (p>0,001). Após determinada 

a expressão de SOX3, foi então avaliado a expressão dos genes relacionados a apoptose, para 

verificar a modulação destes genes, em relação a presença ou ausência da expressão de SOX3.  

 A expressão gênica de CASP8 nas células transfectadas com SOX3 (Figura 23 B), teve um 

aumento de 2,24 vezes em relação ao controle não transfectado, sendo essa relação significativa 

com  p>0,001.  Outra  caspase  iniciadora  avaliada,  foi  a  CASP9  (Figura  23  D),  onde  foi 

encontrado um aumento significativo da sua expressão, tendo um valor de 18,54 vezes maior 

em relação ao grupo controle (p>0,001).  

Observa­se também o aumento de CASP3 cerca de 3,26 vezes maior quando comparado ao 

controle  (Figura 23 C). Estes resultados demonstram que após a  transfecção e expressão de 

SOX3 nas células MDA­MB­231, as vias de apoptose relacionadas às caspases 8, 9 e 3 foram 

ativadas. Os  resultados de expressão gênica corroboram com os  resultados da citometria de 

fluxo  (Figura  22),  demonstrando  que  a  transfecção  das  células  MDA­MB­231  com  o  vetor 

pEF1/Myc­His/SOX3 aumentara as taxas de apoptose em comparação com os grupos controle.  

Na  avaliação  da  expressão  do  gene  pró­apoptótico  BAX  no  grupo  transfectado  com 

pEF1/Myc­His/SOX3, observou­se um aumento de 4,11 vezes quando comparado ao controle 

não  transfectado  (Figura  23  E).  Já  ao  avaliar  o  gene  anti­apoptótico  BCL2  observa­se  uma 

redução de cerca de 60% na expressão no grupo transfectado com pEF1/Myc­His/SOX3 (Figura 

23  F),  quando  comparado  a  expressão  no  grupo  controle.  Esses  resultados  indicam  uma 

modulação relacionada a expressão de SOX3 nos genes reguladores da apoptose. 
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Figura  23:  Avaliação  da  expressão  de  genes  pró­apoptóticos  e  anti­apoptóticos  na 
linhagem MDA­MB­231 após transfecção com vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio 
pEF1/Myc­His.   A: Expressão de SOX3 (Fold change 17,51). B: Expressão de CASP8 (Fold 
change  2,24).  C:  Expressão  de  CASP3  (Fold  change  3,26).  D:  Expressão  de  CASP9  (Fold 
change 18,54). E: Expressão de BAX (Fold change 4,11). F: Expressão de BCL2 (Fold change 
0,40). Os dados foram expressos com os valores de 2­∆∆CT. ***p>0,001 em relação aos grupos 
controle e vetor vazio. 
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5.6 Avaliação por PCR em tempo real a expressão de genes relacionados a transição 

epitélio­mesênquima, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1, ZEB2 na linhagem MDA­MB­

231 após transfecção com vetor pEF1/Myc­His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc­His

   

Como demonstrado no tópico anterior, a expressão de SOX3 foi determinada por RT­qPCR, 

mostrando a funcionalidade da  transfecção com o vetor de expressão. A avaliação de genes 

relacionados  a  TEM  ocorreu  devido  a  necessidade  de  entender  quais  as  modulações  que  a 

expressão de SOX3 promoveria em uma linhagem sabidamente definida como triplo negativa, 

com características de resistência a morte celular, potencial invasivo e metastático.  

Ao avaliar a expressão de E­caderina após a transfecção com SOX3 (Figura 24 B), observou­

se  um  aumento  de  cerca  de  27  vezes  em  relação  ao  grupo  que  não  foi  transfectado,  com 

significância estatística (p>0,001). O aumento da expressão de ECAD demonstra uma tendência 

na redução da capacidade migratória e invasiva das células, sendo que esta molécula atua na 

manutenção do perfil epitelial e promoção da adesão.  

Foi avaliado as moléculas relacionadas ao perfil mesenquimal, avaliou­se a expressão de 

N­caderina, onde observou­se uma redução da expressão de cerca de 94% nas células que foram 

transfectadas com SOX3 (Figura 24 C), quando comparadas com as células do grupo controle 

(p>0,001). Além da avaliação de moléculas relacionadas a adesão celular, como as caderinas, 

avaliou­se  também  a  expressão  gênica  de  importantes  fatores  de  transcrição,  que  são 

conhecidos pelo seus papeis na TEM.  

A expressão do fator de transcrição SNAIL (Figura 24 D), teve uma redução significativa 

no  grupo  que  expressa  SOX3,  sendo  uma  redução  de  82%  em  relação  ao  grupo  controle 

(p>0,001). O mesmo perfil foi encontrado na avaliação da expressão dos fatores de transcrição 

ZEB1 e ZEB2. Observando­se uma diminuição da expressão no grupo positivo para SOX3. O 

fator ZEB1 (Figura 24 E) teve uma redução de 85% da sua expressão, já o fator de transcrição 

ZEB2 (Figura 24 F), teve uma redução de 89% da sua expressão, ambos comparado ao grupo 

controle não transfectado, tendo um perfil estatístico significativo com p<0,001. 
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Figura 24: Avaliação da expressão de genes relacionados a transição epitélio­mesênquima 
na  linhagem  MDA­MB­231  após  transfecção  com  vetor  pEF1/Myc­His/SOX3  e  vetor 
vazio pEF1/Myc­His. A: SOX3 (Fold change 17,51). B: ECAD (Fold change 27,01). C:  NCAD 
(Fold change 0,06). D: SNAIL (Fold change 0,18). E: ZEB1 (Fold change 0,15). F:  ZEB2 (Fold 
change 0,11). Os dados foram expressos com os valores de 2­∆∆CT. ***p>0,001 em relação ao 
grupo transfectado com SOX3. 
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5.7 Avaliação da expressão e imunolocalização de SOX3 e pró­Caspase­3 em amostras 

de carcinoma ductal invasivo humano 

 

A expressão de SOX3 foi avaliada em 27 amostras parafinadas de casos de carcinoma ductal 

invasivo  humano  (CDI).  Os  casos  passaram  pelo  protocolo  de  imunohistoquímica  e  após  a 

marcação, foram analisados em microscópio para avaliar a positividade.  

Na análise dos casos revelou­se que 52% eram positivos para expressão de SOX3 (14 de 27 

casos). Dentro dos casos positivos, avaliou­se a imunolocalização, e 72% dos casos apresentam 

marcação citoplasmática (10/14) e 28% (4/14) com imunolocalização nuclear.  

Os casos de CDI positivos para SOX3, foram contados conforme metodologia descrita no 

item  4.17.  Eles  apresentaram  padrão  de  marcação  difusa,  com  características  granulares  e 

intensidade fraca/moderada, com média de 25% de células coradas (Figura 25 A e B).  

A imunohistoquímica para pró­caspase­3 foi avaliada em 14 casos de CDI. Após a marcação 

e avaliação, definiu­se 50% dos casos como positivos  (7/14). As células positivas para pró­

Caspase­3 apresentam padrão de coloração difusa e granular, com intensidade fraca/moderada, 

com média de 50% das células coradas. Em relação a imunolocalização, 4 dos casos positivos, 

mostraram coloração exclusivamente citoplasmática (Figura 25 C), enquanto os outros 3 casos, 

apresentaram imunolocalização citoplasmática e nuclear (Figura 25 D).  

Na avaliação estatística,  utilizando os dados de  contagem das  células de  todos os  casos 

positivos. Foi realizado um pareamento dos casos de SOX3 e pró­caspase­3 para se verificar 

uma correlação da expressão de ambos os marcadores, porém não foram encontradas evidências 

de correlação entre SOX3 e pró­Caspase­3. Essa dificuldade de correlação tem como principal 

razão a necessidade de um número mais significativo de amostras.  
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Figura 25: Avaliação por imunohistoquímica da expressão de SOX3 e pró­Caspase­3 em 
amostras  de  carcinoma  ductal  invasivo  de  mama  humano.  A:  Imunomarcação 
citoplasmática  para  SOX3.  B:  Imunomarcação  nuclear  para  SOX3.  C:  Imunomarcação 
citoplasmática  para  pró­Caspase­3.  D:  Imunomarcação  citoplasmática  e  nuclear  para  pró­
Caspase­3. Barra de escala = 50 µm. Setas amarelas: Imunomarcação nuclear. Setas vermelhas: 
Imunomarcação citoplasmática. Aumento de 400X com insert de 600X.  Imagens adquiridas 
utilizando câmera Olympus BX_40 acoplada (Olympus, Tokyo, Japão). 
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6.  DISCUSSÃO 
 

A expressão e função de SOX3 já é descrita em diferentes tumores e, portanto, assim como 

SOX2, a proteína SOX3 faz parte do subgrupo SoxB1, gerando uma expectativa de se observar 

funções  biológicas  semelhantes,  devido  à  similaridade.  Essa  expectativa,  foi  observada  em 

estudo realizado por YAN, et al., 2016, demonstrando que SOX3 se comportou como oncogene 

em  tumores  ovarianos  (YAN,  Qin  et  al.,  2016),  assim  como  a  alta  expressão  de  SOX3  em 

carcinomas  hepatocelular  foi  relacionada  com  o  estágio  avançado  do  tumor  e  baixa 

diferenciação, sendo um fator determinante para o mau prognóstico dos pacientes (FENG, Yun 

et  al.,  2017).  Outro  estudo  observou  a  elevada  expressão  de  SOX3  em  glioblastomas, 

favorecendo  o  aumentando  da  proliferação,  viabilidade  celular,  migração  e  invasão 

(VICENTIC et al., 2018), por fim, estudo recente realizado por SHEN et al., 2020, demonstrou 

que SOX3 é altamente expresso em câncer gástrico, sendo essa expressão relacionada a um 

tumor  com  perfil  mais  proliferativo,  migratório  e  invasivo,  com  maiores  chances  de 

metastatização.  

Nos cânceres de mama já foi descrito a expressão de diferentes membros da família SOX. 

A expressão de SOX1 foi definida como um supressor tumoral em diferentes tumores de mama 

(SONG et al., 2016). Em contrapartida, a expressão de SOX2 está relacionada a tumor com alta 

malignidade,  com  maior  potencial  invasivo,  comprometimento  linfonodal,  promovendo  a 

proliferação, angiogênese e consequentemente a metastatização (DAS et al., 2017b; LIANG, 

Shanshan et al., 2013; RODRIGUES et al., 2021).  Do mesmo modo, foi observado que alguns 

subtipos  de  câncer  de  mama  possuem  a  superexpressão  de  SOX4,  favorecendo  a  transição 

epitélio  mesênquima  (MEHTA  et  al.,  2017;  ZHANG  et  al.,  2012a).  Assim  como,  SOX11 

também já foi descrito como facilitador na progressão, regulando a proliferação, migração e 

invasão (OLIEMULLER et al., 2017). 

Portanto,  visto  que  o  papel  da  proteína  SOX3  é  pouco  explorado  no  câncer  de  mama, 

quando comparado a outros membros da família SOX, o presente estudo é o primeiro a dedicar­

se a investigar a participação de SOX3 no câncer de mama. A expressão de SOX3 foi avaliada 

na linhagem tumoral MDA­MB­231, modelo de carcinoma ductal invasivo, classificado como 

triplo negativo – subtipo claudin low (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).  

A linhagem celular MDA­MB­231 não expressa SOX3 (ACLOQUE; OCANA; et al., 

2011) e após a transfecção e confirmação da expressão de SOX3, foi observado a indução de 
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morte celular apoptótica, principalmente pela vias de ativação de caspases e família Bcl­2. 

Mediante o resultado exposto e o conhecimento em relação as vias apoptóticas, entende­se 

que a expressão de SOX3,  está  relacionada com a  indução de morte por  apoptose e atua  na 

regulação de genes responsáveis pelo controle das vias deste tipo de morte. Como CASP3 é a 

principal caspase efetora em ambas as vias, o aumento da expressão das caspases iniciadoras 8 

e 9, assim como o aumento da expressão de BAX, pode­se inferir que a principal via de indução 

de morte apoptótica está relacionada com a via intrínseca, onde ocorre a modulação da família 

Bcl­2, juntamente com a ativação de CASP9.  

Estudos conduzidos por KHAZAEI et al., 2017, avaliou o efeito de um composto sobre a 

indução de apoptose em diferentes linhagens tumorais de mama. A linhagem MDA­MB­231 

foi  uma  das  linhagens  estudadas  e  os  resultados  de  expressão  gênica,  demonstraram  que  a 

indução de morte por apoptose  foi possível através da ativação de BCL2  e Caspases,  sendo 

independente de p53.  Porém depara­se na necessidade de estudos in sílico, onde pode­se avaliar 

quais as regiões promotoras estão sendo reguladas pela proteína SOX3 nas vias apoptóticas.  

A  figura 26  representa esquematicamente o  entendimento da atuação de SOX3 nas vias 

apoptóticas.  
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Figura  26:  Esquema  da  expressão  de  genes  apoptóticos  em  células  MDA­MB­231 
transfectadas  com  o  vetor  de  expressão  pEF1/Myc­His/SOX3.  A  regulação  positiva  da 
expressão  de  mRNA  pró­apoptótico  CASP3,  CASP8,  CASP9  e  BAX,  em  contraste  com  a 
diminuição  da  expressão  de  mRNA  anti­apoptótico  Bcl­2,  reforça  o  papel  do  fator  de 
transcrição SOX3 na regulação da apoptose na linhagem celular de câncer de mama MDA­MB­
231. 

 

Fonte: Autoria do grupo de pesquisa – BioRender 

 

A expressão gênica e proteica de SOX3, além de reduzir a viabilidade celular e aumentar a 

expressão de  importantes genes  relacionados  a apoptose, pode­se relacionar no controle das 

vias da Transição epitélio­mesênquima (TEM). 

A  TEM  é  um  importante  marco  na  progressão  tumoral,  onde  as  células  cancerígenas 

ganham o aumento da capacidade de migração, invasão e metastatização. Entender a regulação 

das  vias  de  indução  da  TEM  e  seus  fatores  de  transcrição,  tornou­se  fundamental,  para 

compreender os principais mecanismos de resistência de diferentes tipos tumorais. Dentro do 

câncer de mama, estudos tem demonstrado o papel de membros da família SOX na indução e 

favorecimento da TEM, como SOX2, SOX9 e SOX4 (LIU, Peng et al., 2018; MANDALOS et 

al., 2014; ZHANG et al., 2012b).  

SOX9 é definido como um dos fatores de transcrição que desempenham importante papel 

na TEM, sendo ela superexpressa em grande parte dos tumores de mama, principalmente nos 

? 
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tumores  triplo­negativos,  onde  regula  o  crescimento  tumoral,  liberando  sinalização  para 

promoção  da  migração  e  invasão  e  consequentemente  favorecendo  a  metástase  (LEI  et  al., 

2016).  Ao  mesmo  tempo  que  induz  sinalização  favorecendo  a  TEM,  SOX9  possui  papel 

regulatório na resistência dos tumores a apoptose (MA et al., 2020). A alta expressão de SOX2 

é  relatada na  literatura  como  importante  fator na progressão  tumoral de  tumores mamários, 

sendo associada  a ativação das vias de TEM e  resistência a apoptose  (LIU, Kuancan et al., 

2017).  Estudo  realizado  por  LIU  et  al.,  2018,  mostrou  que  diversas  linhagens  tumorais  de 

mama, dentre elas, o modelo MDA­MB231, possuíam uma alta expressão de SOX2, sendo a 

expressão  relacionada  a  capacidade  infiltrativa  e  migratória  dos  modelos  tumorais.  Ao  ser 

silenciada  a  expressão  nos  modelos,  observou­se  a  redução  da  capacidade  proliferativa  e 

invasiva e aumento da indução de apoptose. Outros estudos tem demonstrado o papel de SOX4 

com a capacidade aumento da malignidade dos  tumores de mama,  atuando na promoção da 

proliferação,  migração  e  invasão,  favorecendo  a  TEM  e  diminuindo  as  taxas  de  indução 

apoptótica (HANIEH et al., 2020; PARVANI; SCHIEMANN, 2013; ZHANG et al., 2012b) 

A relação da expressão de SOX3 e seu papel na indução da TEM, ainda é pouco explorada. 

Segundo  QIU  et  al.,  2017,  SOX3  é  superexpresso  em  osteossarcomas,  sendo  essa 

superexpressão capaz de aumentar a expressão de SNAIL,  através da  ligação direta a  região 

promotora deste gene. Esse aumento de SNAIL,  foi responsável pela promoção de um perfil 

mais invasivo e metastático, favorecendo então a TEM. No câncer de mama o papel de SOX3 

ainda não é descrito, sendo publicado na  literatura um único estudo que  indica a  relação de 

elevados níveis de SOX3 como um fator importante na inibição de TEM, atuando em conjunto 

com a baixa expressão de SNAIL na linhagem celular de câncer de mama, MCF­7 (ACLOQUE; 

OCAÑA; et al., 2011).  

Desta  forma, os  resultados do presente estudo  revelaram que a  indução da expressão da 

proteína  SOX3  na  linhagem  celular  de  câncer  de  mama,  triplo­negativa  MDA­MB­231  foi 

capaz de alterar a expressão de importantes genes ligados na indução da TEM.  

Segundo HOLLIDAY; SPEIRS, 2011, a linhagem tumoral MDA­MB­231, é classificada 

como  triplo  negativa,  subtipo  claudin­low.  Uma  importante  característica  deste  subtipo  é  a 

baixa expressão de E­caderina, favorecendo um perfil de migração, invasão e metastatização. 

Nos resultados de RT­qPCR, ao avaliar a expressão gênica de ECAD após a expressão com 

SOX3, encontrou­se um aumento significativo (p>0,001) de 27 vezes, quando comparado ao 

controle não  transfectado  (Fold  change  1,0)  (Figura 23 B). Esse  resultado demonstra que  a 
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expressão  de  SOX3  foi  capaz  de  alterar  as  taxas  de  expressão  dos  fatores  de  transcrição 

relacionados  à  indução  de  TEM  e,  regulando  principalmente  regulando  positivamente  a 

expressão de mRNA de ECAD, fator chave no bloqueio da transição, favorecendo a manutenção 

das células no perfil epitelial, assim como discutido em relação aos fatores relacionados a via 

apoptótica,  mais  estudos  são  necessários  para  entender  o  papel  de  SOX3  no  mecanismo  da 

transição epitélio­mesênquima (Figura 27).  

 

Figura 27: Esquema da expressão de genes da transição epitélio­mesênquima em células 
MDA­MB­231 transfectadas com o vetor de expressão pEF1/Myc­His/SOX3. Expressão da 
proteína SOX3 no câncer de mama triplo negativo MDA­MB­231, é seguido por uma indução 
de  baixa  expressão  de  NCAD,  um  importante  marcador  do  fenótipo  mesenquimal,  e  uma 
superexpressão de ECAD, um importante marcador de fenótipo epitelial. 

Fonte: Autoria do grupo de pesquisa ­ BioRender 

Pela  primeira  vez  está  sendo  relatada  a  expressão  da  proteína  SOX3  em  amostras 

parafinadas,  de  tecidos  de  carcinomas  ductais  invasivos  de  mama  humano  (CDI).  Foi 

investigada a  imunorreatividade da proteína SOX3 em 27 casos de CDI. Após protocolo de 

imunohistoquímica e avalição dos casos,  foi encontrado um padrão de coloração fraco, com 

uma  localização citoplasmática  significativa  (Figura 24 A e 24 B), e um escore baixo, com 

média  de  25%  de  células  marcadas.  Essa  característica,  demonstra  uma  relação  da  baixa 

expressão de SOX3, com o comportamento de agressividade dos casos, principalmente com 

fenótipo de resistência à apoptose.  
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A imunohistoquímica para pró­caspase­3 avaliou­se em 14 casos de CDI, onde os casos 

apresentaram padrão de marcação, com intensidade fraca/moderada, com média de 50% das 

células coradas. Em relação a imunolocalização, 4 dos casos positivos, mostraram coloração 

exclusivamente  citoplasmática  (Figura  24  C),  enquanto  os  outros  3  casos,  apresentaram 

imunolocalização  citoplasmática  e  nuclear  (Figura  24  D).  Como  forma  de  busca  de  uma 

possível  correlação  de  expressão  entre  os  casos,  foi  realizado  um  pareamento  dos  casos  de 

SOX3 e pró­caspase­3, porém não foram encontradas evidências de correlação entre SOX3 e 

pró­Caspase­3, sendo os casos positivos para pró­caspase­3 foram negativos para SOX3. Essa 

dificuldade  de  correlação  tem  como  principal  razão  a  necessidade  de  um  número  mais 

significativo de amostras, para conseguir­se um N amostral suficiente para se medir fatores de 

correlação. 

Todos  os  resultados  discutidos  nesse  trabalho,  demonstram  que  após  a  transfecção  com 

vetor  de  expressão  de  SOX3  na  linhagem  tumoral  MDA­MB­231,  importantes  vias 

relacionadas a apoptose e transição epitélio­mesênquima foram reguladas. O papel de SOX3 se 

mostrou  capaz  de  reduzir  a  viabilidade  das  células,  com  potencial  citotóxico,  sendo  essa 

redução  através  da  indução  de  morte  celular  apoptótica.  Além  da  indução  de  apoptose, 

observou­se uma importante redução na expressão de moléculas indutoras da TEM, sendo um 

fator  crucial  para  diminuir  o  perfil  metastático  deste  tipo  de  tumor.  Esse  papel  se  mostra 

contrário aos encontrados em relação ao papel de SOX2 no câncer de mama, mostrando que 

mesmo ambos fazendo parte do mesmo subgrupo da família SOX, a similaridade de sequência 

entre eles não é capaz de manter as mesmas atividades biológicas (GRIMM et al., 2020; MENG 

et al., 2020).  

Assim  como  descrito  por  (SHEN  et  al.,  2020),  onde  determinou­se  que  SOX3  é  um 

potencial candidato como marcador molecular prognóstico em câncer gástrico, os resultados 

encontrados  neste  trabalho,  indicam  que  a  expressão  de  SOX3  em  tumores  de  mama  triplo 

negativos,  pode  ser  um  fator  favorável  para  a  alteração  do  perfil  resistente  a  apoptose  e 

metastático, onde  sua  expressão  pode  ser  considerada  uma  característica de  tumores menos 

resistentes  a  terapia  e  com  melhor  prognóstico,  sendo  então  um  possível  candidato  como 

biomarcador molecular para câncer de mama.  
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7.  CONCLUSÃO 
 

O trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusões: 

 

•  A transfecção com o vetor de expressão SOX­3 foi capaz de induzir a expressão gênica 

e proteica de SOX3. 

 

•  A  proteína  SOX3  reduziu  a  viabilidade  das  células  e  induziu  a  via  de  apoptose  nas 

células MDA­MB­231, sendo a indução por provável via intrínseca. 

 

•   A  expressão  de  SOX3  foi  capaz  de  modular  a  expressão  de  importantes  genes 

relacionados  a  transição  epitélio­mesênquima,  mostrando  o  favorecimento  da 

manutenção do perfil epitelial e redução de genes indutores do perfil mesenquimal. 

 

•  A avaliação proteica de SOX3 em carcinomas ductais invasivos por imunohistoquímica, 

trouxe resultados inéditos. Porém devido ao pequeno número de casos, os resultados 

não demonstraram correlação.  

 

•  A expressão nuclear e citoplasmática de SOX3 em tumores de mama triplo negativos, 

pode ser um fator favorável para a alteração do perfil resistente a apoptose, e com menor 

característica metastática, sendo um possível candidato como biomarcador molecular 

prognóstico para câncer de mama.  
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