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Cidade Universitária “Zeferino Vaz”, 27 de maio de 2021. 

 

 

SIGAD: Of. CEP nᵒ 78/2021 
 
Juliana Carron 
Pesquisador Responsável 
 

 

REF.: DISPENSA DE APRESENTAÇÃO DE PROJETO DE PESQUISA PARA 
AVALIAÇÃO DO SISTEMA CEP-CONEP. 

 

 

Prezado Senhor,  

 Informamos que a pesquisa intitulada “Análise funcional da proteína do 

retículo endoplasmático ERP29 em carcinoma de orofaringe”, para fins de tese de 

doutorado do Programa de Pós-Graduação em Clínica Médica, da Faculdade de 

Ciências Médicas, sob a responsabilidade da pesquisadora supracitada, orientação 

do Prof. Dr. Gustavo Jacob Lourenço e co-orientação da Prof.ª Dra. Carmen Silva 

Passos Lima, destina-se a avaliar o papel do ERP29 no CCEOF. 

 Deste modo, conforme consta no referido projeto, anexado ao documento, o 

estudo utilizará cultura de linhagens celulares  não necessita tramitar pelo Comitê 

de Ética em Pesquisas envolvendo Seres Humanos, tendo em vista o banco de 

dados PMAQ-AB é público, disponível no site situado em 

 https://aps.saude.gov.br/ape/pmaq/ciclo3/ (Microdados da avaliação externa -> 

Módulo eletrônico).Atenciosamente,  

 

Dra. Renata Maria dos Santos Celeghini 

COORDENADORA DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

UNICAMP 
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RESUMO 

A ERp29 é uma proteína chaperona envolvida no processo de enovelamento e secreção de 

proteínas. O papel da ERp29 no desenvolvimento e na progressão tumoral é controverso e, 

no entanto, sua função na carcinogênese de orofaringe ainda é desconhecida. Assim, os 

objetivos do presente estudo são os de avaliar o papel do gene ERP29 na carcinogênese 

do carcinoma de células escamosas de orofaringe (CCEOF), identificar genes modulados 

pelo ERP29, identificar proteínas que interagem com a ERp29, avaliar o papel do ERP29 no 

estresse do retículo endoplasmático (RE), e verificar a influência do ERP29 na sobrevida 

dos pacientes com CCEOF. Inicialmente, serão avaliados, em linhagens celulares de CCE 

de faringe humano, sensível e resistente à cisplatina, a hiperexpressão e o silenciamento do 

gene ERP29, por meio da transfecção de um vetor de expressão e de um RNA de 

interferência, respectivamente. As células modificadas serão submetidas aos ensaios de 

detecção do ciclo celular, da apoptose e de migração celular. A possível alteração da 

expressão de genes, e seus conteúdos proteicos, pelo ERP29, será identificada por 

microarranjos de DNA e validada por meio da PCR quantitativa (qPCR) e western blotting. A 

identificação de proteínas que interagem com a ERp29 será realizada por meio dos ensaios 

de eletroforese bidimensional e de co-imunoprecipitação. O papel do ERP29 no estresse do 

RE será avaliado por meio do tratamento com tunicamicina seguido de análise por qPCR. 

Os resultados das diferenças entre os grupos serão avaliados por meio dos testes t e 

ANOVA ou Mann-Whitney e Kruskal-Wallis. Assim, esperamos identificar um possível alvo 

terapêutico para o tratamento do CCEOF, especialmente àqueles que apresentam 

resistência à cisplatina. 

 

Palavras chave: câncer de orofaringe, ERP29, chaperona, estresse do retículo 

endoplasmático, quimioresistência, cisplatina 
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INTRODUÇÃO 

Considerações gerais 

O termo carcinoma de células escamosas (CCE) de cabeça e pescoço (CP) é usado 

para descrever tumores do tipo histológico identificados na cavidade oral, faringe, fossa 

nasal, seios paranasais e laringe (Mendenhall et al., 2011). 

O CCECP representa um grave problema de saúde no mundo e é o oitavo tipo de 

neoplasia mais comum (Bray et al., 2018). Cerca de 835.000 novos casos do tumor são 

identificados a cada ano em todo o mundo com cerca de 431.000 mortes a ele atribuídas 

(Bray et al., 2018). No Brasil, estimaram-se para os anos de 2018 e 2019, 11.200 casos 

novos de CCE de cavidade oral em homens e 3.500 casos em mulheres. Para o mesmo 

período, estimam-se 6.390 casos novos de CCE de laringe em homens e 1.280 casos em 

mulheres (Instituto Nacional do Câncer, 2018). 

Dentre os tumores de CP, o CCE de faringe (CCEF) merece destaque devido às altas 

taxas de mortalidade (Ferlay et al., 2015). O CCEF inclui tumores de nasofaringe, orofaringe 

(OF) e hipofaringe (Mittal, 2011), sendo o CCEOF considerado de comportamento mais 

agressivo entre eles (Lambert et al., 2011). Ele é classificado em tumores da região 

amigdaliana, da base de língua, da parede posterior da faringe, do palato mole e da úvula 

(Lambert et al., 2011). 

 

Aspectos clínicos e do tumor 

As queixas mais frequentes referidas por pacientes com o CCEOF são a odinofagia, a 

disfagia, o aumento de volume na região, a dificuldade na ingestão de alimentos, a dor e o 

sangramento local (Mendenhall et al., 2011). A idade média de apresentação da doença é 

de 64 anos e cerca de dois terços dos pacientes são homens (Mendenhall et al., 2011). 

O CCEOF pode ser classificado de acordo com os graus de diferenciação celular, 

sendo eles: bem diferenciado (grau I), moderadamente diferenciado (grau II), pouco 

diferenciado (grau III) ou indiferenciado (Gale & Zidar, 2013). 

O estabelecimento do planejamento terapêutico e do prognóstico do CCEOF 

baseiam-se principalmente em parâmetros clínicos, radiológicos e histopatológicos (Barnes 

et al., 2005), e no sistema de estágio TNM, de acordo com os critérios definidos pelo 

American Joint Comitee on Cancer (AJCC) (Amin et al., 2017). O sistema TNM considera o 

tamanho do tumor (T), a presença de metástase em linfonodos cervicais (N) e de metástase 

a distância (M) (Amin et al., 2017). A presença de metástase em linfonodos cervicais é o 

principal fator prognóstico adverso independente (Licitra & Felip, 2009). 
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O objetivo do tratamento dos pacientes com CCECP, incluindo o CCEOF, é a cura 

com a máxima preservação de estruturas anatômicas e suas respectivas funções. No caso 

de tumores em estágio inicial, o tratamento fundamenta-se na cirurgia ou radioterapia (RT) 

(Leemans et al., 2011). Entretanto, a maioria dos pacientes apresenta ao diagnóstico o 

tumor em estágio avançado (estágios III ou IV), sendo preconizada a terapêutica multimodal 

com cirurgia, RT e quimioterapia (QT) a base de platina (Belcher et al., 2014; Zhu et al., 

2017).  

Apesar das abordagens de tratamento agressivas e multidisciplinares, o índice de 

sobrevivência de cinco anos permanece pouco alterado nos últimos 40 anos e apenas 40 a 

50% dos pacientes com CCECP atingem tal índice (Amar et al., 2012). Para os pacientes 

com CCEOF, o índice de sobrevida global é de apenas 30% em cinco anos (Farias et al., 

2006; Philouze et al., 2017). A insensibilidade intrínseca ou a resistência adquirida à 

cisplatina (CDDP) e, assim, a recorrência do tumor continuam a impedir o sucesso do 

tratamento dos pacientes com CCEOF (Shen et al., 2012). 

 

Fatores predisponentes 

Os principais fatores envolvidos com a origem do CCEOF são o tabagismo e o 

etilismo (Mendenhall et al., 2011; Fotopoulos & Pavlidis, 2015). O consumo de álcool e 

tabaco, atuando sinergicamente, aumenta o risco de desenvolvimento de CCEOF quando 

comparados aos indivíduos sem os referidos hábitos (Lambert et al., 2011). Os 

carcinógenos químicos presentes no tabaco e no álcool, como o benzopireno e o 

acetaldeído, induzem o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio, que resulta 

em danos oxidativos do DNA de células epiteliais e a associação com o CCEOF (Ziech et 

al., 2011). 

O papilomavírus humano (HPV) foi detectado em cerca de 25% no CCECP e 60% no 

CCEOF, e parece constituir um fator prognóstico favorável para seus portadores (Dayyani 

et al., 2010). A inserção do DNA viral no DNA das células epiteliais determina a inativação 

das proteínas supressoras tumorais p53 e retinoblastoma e, possivelmente, o surgimento 

do tumor (Psyrri & Cohen, 2011). A apresentação clínica e o comportamento dos tumores 

de OF associados ao HPV são distintos dos tumores não associados ao HPV (Panwar et 

al., 2017). Pacientes com CCEOF associado ao HPV são tipicamente mais jovens, com 

menos comorbidades e com o hábito de tabagismo menos frequente do que os pacientes 

com CCEOF não associado ao HPV (Mehanna et al., 2010; Chaturvedi et al., 2011). Além 

disso, o prognóstico dos pacientes com CCEOF associado ao HPV é mais favorável do que 
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os CCEOF não associado ao HPV, sendo que cerca de 80% dos pacientes atingem o índice 

de sobrevida global de 5 anos (Fossum et al., 2017; Lee et al., 2017; Norregaard et al., 

2018). Entretanto, a prevalência do HPV em diversas regiões do Brasil, incluindo a região 

de Campinas, é baixa (López et al., 2014; Costa et al., 2016). 

Múltiplos eventos genéticos, como a perda ou a aquisição de funções de moléculas 

que regulam o controle do ciclo celular, os sistemas de reparo do DNA, a apoptose, e a 

angiogênese são responsáveis pela ocorrência e agressividade do CCECP, incluindo o 

CCEOF (Leemans et al., 2011; Tan et al., 2013; Martin et al., 2014; Zhu et al., 2017). Ainda, 

foram identificadas alterações genéticas associadas à resistência ao tratamento com CDDP 

nos pacientes de CCECP, incluindo os de OF (McDermott et al., 2018; Roy et al., 2018). 

 

Proteína do retículo endoplasmático 29 

Localizado no cromossomo 12, região q24.13, o gene ERP29 codifica a proteína do 

retículo endoplasmático 29 (ERp29), que é composta por 261 aminoácidos (Ferrari et al., 

1998). A ERp29 é uma proteína chaperona constituída por um domínio N-terminal, onde 

está localizado uma região de dimerização, requerida na formação de homo ou 

heterodímeros com outras proteínas (Barak et al., 2009) e por um domínio C-terminal, 

essencial para o acoplamento e a secreção de substratos (Rainey-Barger et al., 2009). 

As chaperonas estão envolvidas no processo de enovelamento e secreção de 

proteínas celulares do retículo endoplasmático (RE) para o complexo de Golgi ou superfície 

das células eucarióticas (Sargsyan et al., 2002). O processo de enovelamento de proteínas 

permite a conformação funcional da proteína, no qual as cadeias lineares de polipeptídeos 

são convertidas em estruturas tridimensionais, conferindo estabilidade e permitindo a 

ligação covalente a outras proteínas (Wilkinson & Gilbert, 2004). Erros nesse processo 

induzem a expressão das chaperonas GRP94 e GRP78 e podem acarretar perda de função 

ou o acúmulo de proteínas, interferindo na homeostase da síntese e do transporte de 

proteínas por meio do RE das células (Wilkinson & Gilbert, 2004).  

A hiperexpressão da ERp29 foi relatada em condições em que há o aumento na 

produção e na secreção de proteínas requeridas pelo microambiente celular (Sargsyan et 

al., 2002). 

O papel da ERp29 no desenvolvimento e na progressão tumoral ainda é controverso 

(Chen & Zhang, 2015). A expressão do ERP29 foi inversamente proporcional à proliferação 

das células de linhagem de câncer de pulmão (Shnyder et al., 2008), de câncer de mama 

(Bambang et al., 2013) e em células de carcinoma gástrico (Wu et al., 2017). Em contraste, 

OF. CEP nº 78/2021

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar código 6068B0F0 178C4221 B99F6E4E 98662084



                                                                                                                   
 

7 
 

foi observado o aumento da expressão do ERP29 em linhagem de células de melanoma, de 

adenocarcinoma de mama, de câncer de pulmão, de colo uterino (Myung et al., 2004), de 

fígado (Feng et al., 2007), de leucemia mielóide aguda (Banjerdpongchai et al., 2010), de 

tumores colorretais metastáticos (Deng et al., 2014) e em células tumorais de pacientes 

com câncer colorretal (Fan et al., 2015). 

Zhang et al. (2008) observaram que linhagem de células epiteliais do intestino de 

ratos, quando expostas a radiação ionizante, apresentaram hiperexpressão da ERp29, 

sugerindo um potencial papel protetor contra o estresse oxidativo celular, evitando que as 

células entrassem em apoptose (Zhang et al., 2008). Em contraste, a hipoexpressão da 

ERp29 foi associada com a diminuição da apoptose em linhagens tumorais de mama 

tratadas com a curcumina, um potencial agente anti-tumoral (Fang et al., 2011) e em células 

epiteliais da tireoide e fibroblastos de ratos nulos para o gene ERP29 (Hirsch et al., 2014). 

A hiperexpressão da ERp29 foi associada ao aumento da resistência ao tratamento 

por RT em linhagem celular e em células do tumor de carcinoma de nasofaringe (Qi et al., 

2012; Wu et al., 2012).  

A hipoexpressão da ERp29 foi associada com a recorrência e com o perfil metastático 

em tumores de mama, melanoma e colorretal (Chen & Zhang, 2015). Em linhagem tumoral 

de mama, a hipoexpressão da ERp29 foi associada à ativação da transição epitélio-

mesênquima, evento em que as células epiteliais adquirem a capacidade de invadir tecidos 

adjacentes (mesenquimais) e assim, gerar metástases (Bambang et al., 2009). Em 

contraste, a hiperexpressão da ERp29 foi observada em linhagem celular de câncer de 

mama metastático (Xu et al., 2010) e em células tumorais de pacientes com melanoma 

mestastático (Linge et al., 2012), quando comparados aos tecidos não-metastáticos 

correspondentes. 

Em pacientes com tumor colorretal, a hiperexpressão da ERp29, juntamente com a 

hiperexpressão das proteínas CLIC4 e Smac/DIABLO, relacionadas com o mecanismo de 

metástase, foram associadas ao pior prognóstico da doença (Deng et al., 2014). Em 

contraste, em pacientes com adenocarcinoma de pâncreas, a hipoexpressão da ERp29 foi 

associada a invasão tumoral e pior sobrevida global dos pacientes (Zhang et al., 2016). Em 

carcinoma gástrico, a hipoexpressão da ERp29 também foi associada ao pior prognóstico 

dos pacientes com a doença, possivelmente pela ativação de vias da proliferação celular e 

eventos metastáticos (Wu et al., 2017). 
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Zhang et al. (2017) observaram que a hipoexpressão do gene ERP29 aumentou a 

eficácia ao tratamento quimioterápico a base de CDDP de células da linhagem de câncer de 

pulmão com a deleção do gene TP53 (Zhang et al., 2017). 

Porém, não há na literatura relatos sobre a função do gene ERP29 e sua relevância 

na carcinogênese do CCEOF.  

Frente ao exposto, nos pareceu de interesse identificar o papel do gene ERP29 no 

surgimento e tratamento de tumores de CCEOF.  

 

OBJETIVOS 

Objetivo geral 

 Avaliar o papel do ERP29 no CCEOF. 

 

Objetivos específicos 

 Verificar a influência da superexpressão e do silenciamento do ERP29 no ciclo celular, 

na apoptose e na migração de células de linhagens de CCEOF sensível e resistente à 

CDDP; 

 Identificar genes associados com a expressão diferencial do ERP29 em linhagens de 

CCEOF sensível e resistente à CDDP; 

 Identificar proteínas que interagem com a ERp29 em linhagens de CCEOF sensível e 

resistente à CDDP; 

 Avaliar o papel do ERP29 no estresse do RE em linhagens de CCEOF sensível e 

resistente à CDDP. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

A superexpressão e o silenciamento do ERP29 serão induzidos em linhagens de 

CCEOF sensível e resistente à CDDP denominadas FaDu (HTB-43™, American Type 

Culture Collection®) e UT-SCC-26A (CVCL-7829), respectivamente. Os procedimentos 

contarão com a inserção de um vetor de clonagem específico para a superexpressão do 

gene e com a inserção de um pequeno RNA de interferência (siRNA) específico para o 

silenciamento do ERP29. 

 

1. Cultura de células 

As células das linhagens FaDu e UT-SCC-26A serão cultivadas em meio Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco®, EUA), suplementado com 10% de soro fetal 
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bovino (Cultilab, BRA), 100 U/ml de penicilina e 100 μg/ml de sulfato de estreptomicina 

(Cultilab, BRA). As células serão cultivadas em atmosfera umidificada com 5% de CO2 a 

37ºC. Para a avaliação da quimioresistência, as células serão tratadas com diferentes 

concentrações de CDDP (10, 20 e 40µM) (Sigma®, EUA) por 48 horas.  

 

 

2. Superexpressão do ERP29 

A indução da superexpressão do ERP29 será realizada por meio da clonagem do 

RNA mensageiro (mRNA) do ERP29 no vetor de expressão pcDNA3.1(+) que será 

transfectado nas linhagens FaDu e UT-SCC-26A. Vale comentar que o pcDNA3.1(+) possui 

genes de resistência à ampicilina e à neomicina. 

 

2.1 Clonagem do ERP29 

Informamos que a padronização do método de clonagem do ERP29 foi inicialmente 

realizada. A amplificação do mRNA do ERP29 (NM_006817) (maior isoforma com 1.623 

pares de bases (pb)) excluindo-se a região 3’ não traduzida (Anexo 1) foi realizada por 

meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) com iniciadores específicos (Anexo 1) que 

incluem os sítios de restrição das enzimas EcoRI e XhoI que permitem a correta ligação dos 

fragmentos do ERP29 no vetor de clonagem. A PCR foi realizada com o DNA genômico 

humano controle (Applied Biosystems®, EUA), com a enzima Platinum® Taq DNA 

Polymerase High Fidelity (Thermo Scientific®, EUA) e com reagentes de otimização da 

reação, seguindo as recomendações do fabricante. 

Os fragmentos obtidos por meio da PCR e o vetor pcDNA3.1(+) foram digeridos com 

as enzimas de restrição EcoRI e XhoI. A reação de digestão ocorreu por 2 horas a 37°C. 

Após a digestão enzimática, os fragmentos foram purificados por meio do kit QIAquick PCR 

Purification (Qiagen®, GER). O vetor pcDNA3.1(+) foi purificado por meio do kit QIAEX II 

Gel Extraction (Qiagen®, GER). 

Em seguida, os fragmentos do ERP29 foram clonados no vetor pcDNA3.1(+) por meio 

da enzima T4 DNA Ligase (New England Biolabs®, EUA), seguindo as recomendações do 

fabricante. Após a clonagem, o plasmídeo pcDNA3.1(+)_ERP29 foi obtido. 

O plasmídeo pcDNA3.1(+)_ERP29 foi transformado em bactérias E. coli DH5α (Life 

Technologies®, EUA) por meio de choque térmico a 42ºC por 30 segundos, seguindo o 

protocolo do fabricante. As colônias das bactérias foram selecionadas por meio do 

tratamento das bactérias com o antibiótico ampicilina. Os clones obtidos foram submetidos 
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à extração do DNA plasmidial por meio do kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen®, GER). A 

inserção e a orientação do fragmento com o ERP29 foram confirmadas por meio do 

sequenciador Sanger 3730xL (Applied Biosystems®, EUA).  

 

2.2 Transfecção do ERP29 

As linhagens FaDu e UT-SCC-26A serão cultivadas em condições ideais descritas 

previamente até atingirem 70% de confluência. Posteriormente, o meio de cultura DMEM 

será substituído pelo meio de cultura Opti-MEM® (Gibco®, EUA), sem antibióticos e com 

concentrações mínimas de soro fetal bovino, para a realização dos experimentos. 

O plasmídeo pcDNA3.1(+)_ERP29 e o vetor pcDNA3.1(+) vazio (controle da reação) 

serão transfectados nas respectivas linhagens utilizando o reagente Lipofectamina 2000TM 

(Life Technologies®, EUA), por meio do processo de endocitose, seguindo as instruções do 

fabricante. 

Informamos que a padronização do método de transfeccão do ERP29 foi inicialmente 

realizada em células da linhagem FaDu e a superexpressão do ERP29 foi analisada pela 

PCR quantitativa (qPCR). Ainda, a padronização também será realizada em células da 

linhagem UT-SCC-26A, posteriormente. Será realizada, também, a confirmação da 

porcentagem de células corretamente transfectadas com o plasmídeo por meio da análise 

da proteína verde fluorescente (GFP) por citometria de fluxo. 

Após 48 e 72 horas, o mRNA das células FaDu foi extraído por meio do reagente 

Trizol® (Invitrogen®, EUA), seguindo as instruções do fabricante. A superexpressão do 

ERP29 foi confirmada pela qPCR, utilizando o reagente SYBR Green PCR Master Mix® 

(Applied Biosystems®, EUA) e iniciadores específicos, de acordo com o protocolo do 

fabricante. A superexpressão da proteína ERp29 será confirmada por meio da técnica de 

WB, de acordo com protocolo padrão, utilizando anticorpos específicos e os reagentes do 

kit SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific®, EUA). Vale 

comentar que o gene GAPDH e sua proteína serão utilizados como controle endógeno nas 

reações de qPCR e WB, respectivamente.  

Nossos resultados de padronização demonstraram que, de fato, houve aumento na 

expressão do gene ERP29 nas células FaDu transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1(+)-

ERP29 tanto em 48 horas (476,00 unidades arbitrárias (UAs) ± 45,95 desvio padrão (DP) 

vs. 0,96 UAs ± 0,06 DP; p= 0,004), quanto em 72 horas (1072,13 UAs ± 242,25 DP vs. 0,77 

UAs ± 0,20 DP; p= 0,003) após a transfecção quando comparadas às células FaDu sem 

transfecção (Figura 1). 
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3.     Silenciamento do ERP29 

A indução do silenciamento do ERP29 nas respectivas linhagens será realizada por 

meio do siRNA_ERP29 (ensaio nº 136101, Invitrogen®, EUA), de acordo com o protocolo 

descrito por Chen et al. (2015). O siRNA controle negativo (ensaio nº AM4611, Invitrogen®, 

EUA) será utilizado como controle dos experimentos. 

 

 

3.1 siRNA 

As linhagens FaDu e UT-SCC-26A serão cultivadas em condições ideais descritas 

previamente até atingirem 70% de confluência. Posteriormente, o meio de cultura DMEM 

será substituído pelo meio de cultura Opti-MEM® (Gibco®, EUA), sem antibióticos e com 

concentrações mínimas de soro fetal bovino, para a realização dos experimentos. 

Informamos que a padronização do método de silenciamento do ERP29 foi 

inicialmente realizada em células da linhagem FaDu e analisadas por qPCR. A 

padronização também será realizada em células da linhagem UT-SCC-26A, posteriormente. 

O siRNA_ERP29 e o siRNA controle negativo foram transfectados nas células 

utilizando o reagente Lipofectamina 2000TM (Life Technologies®, EUA).  Após 48 e 72 horas, 

o mRNA das células foi extraído por meio do reagente Trizol® (Invitrogen®, EUA), seguindo 

as instruções do fabricante. O silenciamento do ERP29 foi confirmado por meio dos ensaios 

de qPCR e serão, também, confirmados por WB. 

Nossos resultados de padronização demonstraram que, de fato, houve diminuição na 

expressão do gene ERP29 nas células transfectadas com o siRNA-ERP29 em 72 horas 

após a transfecção (0,08 UAs ± 0,03 DP vs. 0,77 UAs ± 0,20 DP; p= 0,004) quando 

comparadas às células FaDu sem transfecção (Figura 1). Com base nesses resultados, 

selecionamos o período de 72 horas para realizar os próximos experimentos propostos no 

presente projeto. 
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Figura 1. Expressão do gene ERP29 de acordo com os grupos de células da linhagem de 

carcinoma de células escamosas de faringe humano (FaDu). Houve aumento na 

expressão gênica nas células transfectadas com o plasmídeo pcDNA3.1(+)-

ERP29 tanto em 48 horas (476,00 unidades arbitrárias (UAs) ± 45,95 desvio 

padrão (DP) vs. 0,96 UAs ± 0,06 DP; p= 0,004)(*), quanto em 72 horas (1072,13 

UAs ± 242,25 DP vs. 0,77 UAs ± 0,20 DP; p= 0,003)(**), e diminuição na 

expressão gênica nas células transfectadas com o siRNA-ERP29 em 72 horas 

(0,08 UAs ± 0,03 DP vs. 0,77 UAs ± 0,20 DP; p= 0,004)(***) após a transfecção, 

quando comparadas às células FaDu 

 

4. Ensaios funcionais 

Os ensaios para detecção do ciclo celular, da apoptose e de migração celular serão 

realizados em células das linhagens FaDu e UT-SCC-26A que superexpressam e que 

silenciam o ERP29, obtidas anteriormente. Os referidos ensaios serão avaliados por meio 

de citometria de fluxo. Vale comentar que o citômetro de fluxo está disponível para 

utilização em nosso laboratório. Os experimentos serão realizados em triplicata e em três 

experimentos independentes. 
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4.1 Ensaio para detecção do ciclo celular 

As células das referidas linhagens serão cultivadas em condições ideais descritas 

anteriormente durante 24 horas. O ciclo celular será quantificado por meio da marcação do 

DNA celular com 7-amino actinomicina D (BD Biosciences®, EUA) e avaliado por citometria 

de fluxo no sistema FACS Verse (BD Biosciences®, EUA), de acordo com o protocolo do 

fabricante.  

 

4.2 Ensaio para detecção da apoptose 

As células das referidas linhagens serão cultivadas em condições ideais descritas 

previamente durante 72 horas. Em seguida, o meio de cultura será substituído com DMEM 

acrescido de água oxigenada (Sigma®, EUA), isento de soro fetal bovino, por seis horas. A 

apoptose será quantificada por meio da marcação das células com o kit Phycoerythrin [PE]-

annexin V apoptosis detection I (BD Biosciences®, EUA) e avaliada por citometria de fluxo 

no sistema FACS Verse (BD Biosciences®, EUA), de acordo com o protocolo do fabricante.  

 

 

 

4.3 Ensaio para detecção da migração celular 

O ensaio de migração celular será realizado em placa transwell com a utilização do kit 

BioCoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences®, EUA), seguindo as recomendações 

do fabricante. As células serão cultivadas em meio de cultura DMEM, sem SFB, na câmara 

superior da placa transwell. Na câmara inferior, será adicionado meio de cultura contendo 

10% de SFB a fim de induzir a migração das células. A placa será incubada em atmosfera 

umidificada com 5% de CO2 a 37ºC por seis horas. Após esse período, o conteúdo da 

câmara superior será descartado e as células que migraram serão fixadas em formaldeído e 

coradas com cristal violeta em metanol. As imagens das células serão obtidas em 

microscópio invertido. 

 

5. Identificação de genes associados com a expressão diferencial do ERP29 

A identificação da expressão de genes associados com a expressão diferencial do 

ERP29 será realizada por meio da análise do mRNA de células das linhagens FaDu e UT-

SCC-26A que superexpressam e que silenciam o ERP29, obtidas anteriormente. O mRNA 

das referidas células será analisado por meio de ensaios com microarranjos de DNA 
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complementar (cDNA) da empresa Affymetrix®. O conjunto de equipamentos, incluindo o 

scanner GeneChip™ 3000 7G, da referida empresa está disponível em nosso laboratório. 

 

5.1 Microarranjos de cDNA 

Serão utilizados os microarranjos denominados Clariom™ S Assay (ensaio nº 902926, 

Affymetrix®, EUA), que permitem a análise de mais de 20 mil genes relacionados com as 

principais vias da carcinogênese. Os ensaios com os microarranjos serão realizados com os 

reagentes do kit GeneChip® WT PLUS (Applied Biosystems®, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Os procedimentos incluem a síntese de cDNA e de RNA 

complementar, a fragmentação, a marcação com biotina, a hibridização, a lavagem e a 

leitura dos dados dos microarranjos. 

 

5.2 Processamento dos dados obtidos por meio dos microarranjos 

As imagens captadas pelo scanner serão submetidas à análise de controle de 

qualidade geral por meio do programa computacional Expression Console (Affymetrix®, 

EUA). Os valores médios de expressão gênica serão obtidos por meio do algoritmo 

denominado Robust Multiarray Average (RMA) disponível no programa Bioconductor 

(bioconductor.org). 

 

5.3 Seleção dos genes associados com a expressão diferencial do ERP29 

A seleção dos genes diferencialmente expressos será realizada por meio do algoritmo 

RankProd, disponível no programa Bioconductor, entre os grupos de células: 1) FaDu com 

a superexpressão do ERP29 e FaDu com o silenciamento do ERP29, 2) UT-SCC-26A com 

a superexpressão do ERP29 e UT-SCC-26A com o silenciamento do ERP29, 3) FaDu com 

a superexpressão do ERP29 e UT-SCC-26A com a superexpressão do ERP29, 4) FaDu 

com o silenciamento do ERP29 e UT-SCC-26A com o silenciamento do ERP29, e 5) FaDu 

e UT-SCC-26A. 

Valores com p< 0,01 serão considerados significativos após o ajuste com a razão de 

falsas descobertas (FDR). Ainda, a correlação e a interação de vias com os genes serão 

analisadas por meio do programa MetaCore (Thomson Reuters®, EUA). Serão selecionados 

três genes de interesse em cada um dos cinco grupos para validação dos resultados por 

meio dos métodos de qPCR e de WB, descritos anteriormente. 

 

6. Identificação de proteínas que interagem com a ERp29 
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A identificação de proteínas que interagem com a ERp29 será, inicialmente, realizada 

por eletroforese bidimensional para identificação de proteínas alvo utilizando as células das 

linhagens FaDu e UT-SCC-26A. Após a seleção das proteínas alvo, as células serão 

submetidas ao ensaio de co-imunoprecipitação (Co-IP). As referidas células serão lisadas 

em tampão de lise (50mM TrisHCL pH 7,4; 1% de NP40; 0,2% deoxicolato de sódio) 

acrescido dos inibidores de proteases e de fosfatases (Sigma®, EUA). Os lisados de células 

serão incubados com anticorpos específicos a 4ºC overnight, seguido de incubação com a 

proteína A/G sefarose (Santa Cruz®, EUA). Os complexos imunes serão analisados por WB, 

descrito anteriormente. 

Os experimentos de identificação de proteínas que interagem com a ERp29 serão 

realizados em colaboração com o Centro de Biologia Química de Proteínas Quinases SGC 

(Structural Genome Consortium), localizado na UNICAMP, sob a supervisão do Dr. Rafael 

Couñago. 

 

7. ERP29 e o estresse do retículo endoplasmático 

 O papel do ERP29 no estresse do RE será avaliado por meio do tratamento com 

tunicamicina (Sigma®, EUA), indutor clássico do estresse do RE. O estresse do RE também 

será induzido por meio do tratamento com CDDP (Sigma®, EUA) em células das linhagens 

FaDu e UT-SCC-26A, sensível e resistente à CDDP, respectivamente. Será utilizado 

também o tratamento com ácido 4-fenilbutírico (4-PBA) (Sigma®, EUA), composto capaz de 

neutralizar os efeitos do estresse do RE. As células após atingirem confluência, terão o 

meio trocado para DMEM suplementado com tunicamicina ou CDDP ou 4-PBA por 48 

horas. Os níveis de GRP94 e GRP78, proteínas representativas do RE, e do ERP29 serão 

quantificados por meio da qPCR e WB, como descritos anteriormente. 

 

8. Análise estatística 

Inicialmente será avaliada a distribuição normal dos valores das amostras por meio do 

teste de Shapiro-Wilk. Os resultados que apresentarem distribuição normal serão 

analisados por meio do teste t de Student ou ANOVA. Os resultados que apresentarem 

distribuição não-normal serão analisados por meio do teste de Mann-Whitney ou Kruskal-

Wallis. 

A SLE será calculada a partir da data do diagnóstico até a data da primeira 

progressão ou recidiva da doença, ou óbito determinado pela doença ou perda de 

segmento. A SG será calculada a partir da data do diagnóstico até a data do óbito por 
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qualquer causa ou perda de segmento. Os tempos de SLE e SG serão estimados por meio 

da curva de Kaplan-Meier (KM) e a comparação entre as curvas de sobrevida será 

realizada por meio do teste de log-rank. 

Fatores com valores de p< 0,05 serão considerados significativos. Todas as análises 

serão realizadas por meio do programa estatístico SPSS 21.0 (SPSS Incorporation®, EUA). 
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