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Resumo 

Glioblastomas (GBs) são os tumores mais agressivos envolvendo o Sistema 

Nervoso Central (SNC), são altamente infiltrativos e de rápida proliferação. O 

tratamento padrão concilia cirurgia seguida de radio e quimioterapia, mas ainda 

assim o prognóstico é bastante desanimador: pacientes tem sobrevida média 

de 15 meses após o diagnóstico. A superexpressão do Receptor do Fator de 

Crescimento Epidermal (EGFR) está bastante relacionada às formas mais 

malignas de GBs, pois as rotas ativadas por esse receptor estão envolvidas na 

proliferação e migração celular, além de inibição de apoptose. Em células 

saudáveis há cerca de 4x104 a 1x105 moléculas de EGFR, enquanto células 

tumorais expressam mais de 2x106 receptores por célula. O Fator de 

Crescimento Epidermal (EGF) é a proteína ligante de EGFR, que estimula a 

dimerização e ativação do receptor, consequentemente estimulando 

sinalizações de proliferação e inibição da apoptose. Nesse sentido, nosso 

estudo propôs um protocolo de indução de superexpressão de EGFR na 

presença de EGF exógeno em células de glioma de rato (C6), com a intenção 

de produzir uma variação da linhagem que mimetizasse com mais veracidade 

um GB de subtipo clássico, no qual 90% dos casos tem EGFR superexpresso. 

Ainda, tais células foram tratadas com doxazosina, um fármaco análogo a 

inibidores de EGFR, para avaliação de seu efeito frente à superexpressão de 

EGFR. As células foram expostas às concentrações de 2,5 ng/mL, 5 ng/mL e 

10 ng/mL de EGF no meio de cultivo durante 24h e 48h. O número de células 

viáveis e o estágio no ciclo celular foram avaliados por citometria de fluxo. Não 

houve diferença significativa no número de células viáveis quando expostas por 

24h. No entanto, as amostras tratadas com 10 ng/mL de EGF por 48h 

apresentaram aumento significativo de proliferação e também se observou 

aumento na expressão do gene EGFR pela análise de qPCR. O tratamento 

com 180µM de doxazosina induziu apoptose nas células superexpressando 

EGFR. Nosso estudo desenvolveu um protocolo de indução de expressão de 

EGFR pela presença de EGF e mostra indícios de que a molécula EGFR está 

envolvida no mecanismo de ação da doxazosina na indução da apoptose em 

células de glioma de rato. 
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1 Introdução 

1.1 Justificativa 

 Glioblastomas (GBs) são os tumores mais agressivos do Sistema 

Nervoso Central e a expectativa de vida de um paciente após o diagnóstico não 

passa de 15 meses na grande maioria dos casos (Agnihotri et al., 2013; 

Sengupta et al., 2012). GBs são classificados em quatro subtipos: clássico, 

mesenquimal, pro-neural e neural (Verhaak et al., 2010). O subtipo clássico é o 

mais agressivo e se caracteriza por superexpressão do gene do Receptor do 

Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) (Gupta & Salunke, 2012). 

 Dessa forma, justifica-se a necessidade da busca por métodos que 

diminuam a progressão tumoral tendo a estrutura química do EGFR como alvo. 

Diversas terapias farmacológicas tem esse objetivo, destacando-se os 

anticorpos monoclonais (mAb) anti-EGFR, que se ligam ao receptor no mesmo 

sítio do seu ligante endógeno e impedem a sua dimerização. Há também as 

pequenas moléculas inibidoras de tirosina cinase (TKI), que são internalizadas 

pela célula e conseguem se ligar ao sítio de ligação de moléculas de ATP do 

EGFR, bloqueando sua ativação dependente de fosforilação. 

 A fim de mimetizar um GB de subtipo clássico e, portanto, bastante 

agressivo, este estudo propõe um protocolo de expressão de EGFR através da 

indução de seu ligante EGF em células de glioma de rato C6, adquiridas junto à 

American Tissue and Culture Collection (ATCC), para analisar o efeito de 

fármacos que tenham o receptor EGFR como alvo. Para tanto, realizou-se uma 

curva de concentração de EGF e a expressão de EGFR foi analisada após o 

tratamento. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo Geral 

 Estabelecer um protocolo de indução de expressão de EGFR em células 

de glioma de rato (C6) utilizando diferentes concentrações de EGF no meio de 

cultivo. 

 1.2.2 Objetivos Específicos 
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1. Estabelecer uma curva de concentração em relação à expressão de EGFR 

induzida pela presença de EGF no meio de cultivo. 

2. Avaliar a proliferação celular induzida por EGF. 

3. Avaliar o efeito do tratamento das células expressando EGFR com 180µM 

de mesilato de doxazosina. 
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2 Referencial Teórico 

2.1 Gliomas 

Gliomas são tumores sólidos e heterogêneos, bem como são os tumores 

primários mais comuns. Representam 32% dos tumores de Sistema Nervoso 

Central (SNC) em adultos e até 80% de todos os tumores malignos que 

compreendem o cérebro (figura 1) (Goodemberg & Jenkins, 2012; Agnihotri et 

al., 2013).  A Organização Mundial de Saúde (OMS) classifica os gliomas em 

quatro graus de malignidade: gliomas de graus I e II tem pouco potencial 

proliferativo com células diferenciadas semelhentes a astrócitos e 

oligodendrócitos; gliomas de graus III e IV apresentam alta atividade mitótica e 

baixa diferenciação celular e estão associados a um pior prognóstico (Louis et 

al, 2007). Os gliomas também podem ser classificados em relação à 

histopatologia – astrocitomas, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas ou 

ependimoma – e ainda quanto à localização do tumor no cérebro: infra e 

supratentoriais (Louis et al., 2007; Huse, Holland e Deangelis, 2013).  

 

Figura 1: (A) Distribuição dos tumores primários no SNC e (B) distribuição dos gliomas nos 

Estados Unidos entre 2004 e 2008 (Agnihotri et al, 2013). 

2.1.1 Glioblastomas 

Glioblastoma (GB) corresponde ao tumor mais agressivo de Sistema 

Nervoso Central (SNC) (Agnihotri et al., 2013). A avaliação histopatológica 

classifica GBs como astrocitomas de grau IV, eles representam 55% de todos 

os tumores astrocíticos e 16% dos tumores primários cerebrais (Figura 1) 

(Denysenko et al., 2010; Persano et al., 2011; Agnihotri et al., 2013; Ostrom et 

al., 2013; Goodemberg & Jenkins, 2012). 
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GBs são altamente infiltrativos e difusos, caracterizados por elevada 

celularidade, uma variedade de atipias nucleares e intensa atividade mitótica. O 

crescimento infiltrativo impede a ressecção cirúrgica definitiva e sua 

agressividade levam a um prognóstico ruim (Huse, Holland e Deangelis, 2013). 

2.1.2 Tratamento 

  A terapia estabelecida na clínica consiste em ressecção cirúrgica, 

seguida de radioterapia e quimioterapia adjuvantes (Stupp et al, 2005; Li et al, 

2014). No entanto, a expectativa de vida de pacientes após o diagnóstico não 

passa de 15 meses, em média, com recidiva do tumor e invasão em sete 

meses após início do tratamento radioterápico (Stupp et al., 2005; Sengupta et 

al, 2012). Em apenas 5% dos casos, pacientes diagnosticados com GB 

sobrevivem cerca de 5 anos (Goodemberg & Jenkins, 2012). 

  A massa tumoral muitas vezes pode invadir áreas cerebrais funcionais, 

impossibilitando a ressecção cirúrgica sem que sejam afetadas as atividades 

motoras e/ou os processos cognitivos, comprometendo a qualidade de vida do 

paciente (Sanai e Berger, 2008). Outro problema relacionado à ressecção 

cirurgica é que GBs são tumores altamente infiltrativos e multifocais, dessa 

forma, nem todas as células tumorais são removidas, e as células restantes 

são responsáveis pela recorrência do tumor. 

A resistência a quimioterápicos é outro fator que dificulta o tratamento 

pós-operatório. GBs apresentam diversas anormalidades genéticas e esta 

heterogeneidade é um desafio terapêutico, porque as células podem responder 

de forma diferente à terapia. A desregulação de enzimas celulares e de 

proteínas transportadoras de membranas, aberrações genômicas e alterações 

na susceptibilidade a apoptose são responsáveis pela alta incidência de 

quimio-resistência nas células tumorais (Bredel et al., 2011; Yu et al., 2012).  

Nesse sentido, estudos indicam que a avaliação histopatológica é 

limitada ao delineamento do tratamento, pois não é precisa em relação à 

heterogeneidade celular. Vitucci e colaboradores (2011) relatam diversas 

análises do perfil de expressão gênica (GEP) de glioblastomas e que indicam a 

GEP como uma fonte de classificação mais confiável, especialmente no caso 
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de gliomas morfologicamente ambíguos. No entanto, apesar de já haver a 

aplicação clínica dessa análise genômica em casos de câncer de mama, a 

aplicação na neurooncologia ainda não ocorre (Vitucci et al., 2011). 

2.1.3 Subtipos de Glioblastoma 

Devido à diversidade gênica das células que constituem os GBs, 

estudos de GEP tem sugerido uma classificação baseada em características 

moleculares desses tumores (Verhaak et al, 2010). Eles tem demonstrado 

que assinaturas transcricionais efetivamente podem distinguir gliomas de baixo 

grau e GB. Além disso, identificam genes que tem seus níveis de expressão 

correlacionados ao prognóstico (revisado por Huse, Holland & DeAngelis, 

2010). Quatro subtipos de GB foram definidos: clássico, mesenquimal, pro-

neural e neural (figura 2). 

 

Figura 2: Subtipos de Glioblastoma com base em assinaturas moleculares (adaptado de Bartek 

et al, 2012). 

2.1.3.1 O Subtipo Clássico 

O subtipo clássico se caracteriza por amplificação do cromossomo 7 e 

consequente superexpressão do gene EGFR (Receptor do Fator de 

Crescimento Epidermal), que afeta  a proliferação e o crescimento celular, 

somada à perda do cromossomo 10 (figura 2) (Verhaak et al, 2010; Bartek et 

al, 2012). EGFR é o gene mais frequentemente amplificado e superexpresso 

em GB e afeta cerca de 40% desses tumores (Gupta & Salunke, 2012). 

Amplificação de EGFR é um indicativo de gliomas de alto grau (Gupta & 

Salunke, 2012), embora sua aplicação em prognósticos ainda não esteja clara 

(Louis et al, 2007).  

Clássico 

• Amplificação 
cromossomo 7 
(EGFR) 

• Ausência 
cromossomo 
10 

• TP53 não 
mutada 

Mesenquimal 

• Baixa 
expressão de 
NF1 

• PTEN mutada 

• Alta expressão 
de YKL40, 
CD44, TRADD 

Pro-neural 

• TP53 mutada 

• Alta expressão 
de PDGFRA, 
SOX, DLL3 

Neural 

• Marcadores 
neurais NEFL, 
GABRA1 

• Algumas 
células normais 
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Ainda, esse subtipo apresenta mutações que resultam no variante 

EGFRvIII (o receptor está constitutivamente ativo nesse caso), deleção do 

gene CDKN2A (transcreve a p16, proteína supressora tumoral que atua sob o 

ciclo celular), e ausência de mutações na TP53 (figura 2) (Vitucci et al, 2011). 

2.2 EGFR 

EGFR é um receptor transmembrana, membro da família ErbB de 

receptores tirosina cinase que compreende três receptores adicionais, ErbB2, 

ErbB3 e ErbB4 (Normanno et al, 2006). A fosforilação das porções 

intracelulares desses receptores ativa rotas de sinalização como Ras-ERK e 

PI3K-Akt, entre outras (Tebbutt et al, 2013). O EGFR exerce uma função 

importante na regulação da proliferação, sobrevivência e diferenciação celular. 

Os ligantes responsáveis pela sua ativação incluem: EGF (Fator de 

Crescimento Epidermal), TGF-α (Fator de Crescimento Transformador alfa), 

anfiregulina, betacelulina, dentre outros. (Yewale et al, 2013). 

 

Figura 3: Conformação de EGFR e ativação dependente de ligante. A porção extracelular é 

formada por quatro domínios. Na ausência do ligante (EGF), o receptor está em uma 

conformação autoinibitória com o braço de dimerização do domínio II “escondido” sob o 

domínio IV. A ligação de EGF nos domínios I e III induz o rearranjo da molécula, que apresenta 

uma conformação estável. A exposição do braço de dimerização é a interface necessária à 

ligação com outro monômero do receptor para sua ativação (Ferguson, 2008). 
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A porção extracelular de EGFR é composta pelos domínios I, II, III e IV 

(também denominados L1, CR1, L2 e CR2, respectivamente), e a interação do 

ligante com os domínios I e III do receptor faz com que ele se estabilize em 

uma conformação estendida capaz de formar dímeros (figura 3) (Jorissen et al, 

2003). Dados da literatura descrevem a formação de homo ou heterodímeros, 

bem como relata que diferentes ligantes formam dímeros que se 

autofosforilarão em locais distintos (Yewale et al, 2013).  

Enquanto inativo, o EGFR ocorre na membrana plasmática como um 

monômero. A ligação de uma molécula EGF ou outro ligante compatível (TGF-

α, anfiregulina, betacelulina) em um monômero do receptor induz uma 

mudança de conformação: a exposição do braço de dimerização da porção II, 

que permite a ligação de dois monômeros de EGFR. A dimerização ativa a 

atividade das cinases na porção intracelular, e leva à formação de 

invaginações cobertas por clatrina na membrana. Essas invaginações formam 

vesículas endocíticas que se fusionam com endossomos iniciais. Moléculas de 

EGFR que estão presentes nesses compartimentos retornam à membrana 

plasmática (recicladas) ou são destinadas à degradação (Yewale et al, 2013). 

Na ausência de ligante, EGFR está internalizado e possui meia-vida de 30 

minutos sendo rapidamente reciclado e devolvido à membrana plasmática. A 

meia-vida metabólica de EGFR em linhagens celulares tumorais é de 20h, isso 

significa que o mesmo receptor irá ciclar na via endocítica diversas vezes 

durante esse tempo. O tráfico de EGFR pode afetar a farmacocinética de 

drogas derivadas de anticorpos que se ligarão ao receptor e também serão 

internalizadas (Yewale et al, 2013). 

Em células saudáveis há cerca de 4x104 a 1x105 moléculas de EGFR, 

enquanto células tumorais expressam mais de 2x106 receptores por célula 

(Herbst et al, 2002; Yewale, 2013). Por essa razão, diversas alternativas 

terapêuticas para câncer tem sido desenvolvidas visando moléculas EGFR 

como alvo. Os agentes mais promissores são os anticorpos monoclonais (mAb) 

e as moléculas inibidoras de tirosina cinase (TKI), que apresentam 

mecanismos de ação e especificidade distintos para o mesmo alvo. mAbs se 

ligam à porção extracelular do receptor e competem com as moléculas ligantes, 

impedindo a ativação das cascatas de sinalização (Garrett et al, 2002; Ogiso et 
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al, 2002; Yewale, 2013); TKIs inibem a autofosforilação da porção 

citoplasmática de EGFR ao competirem com ATP endógeno pelo domínio 

catalítico da molécula (Yewale et al., 2013). 

2.3 EGF 

 O Fator de Crescimento Epidermal (EGF) é um polipeptídeo composto 

por 53 aminoácidos que estimula a proliferação celular em diversos tecidos, 

sendo inicialmente isolado de glândulas submaxilares de camundongos adultos 

(Ogiso et al, 2002). A família EGF também compreende TGF-α, HB-EGF, 

anfiregulina, betacelulina, Dentre outras, porque compartilham a mesma 

estrutura primária: um ou mais motivos EGF, ou seja, uma sequência de 35-40 

aminoácidos separados por seis resíduos conservados de cisteína seguindo o 

seguinte padrão: CX7CX3–5CX10–12CXCX5GXRC (C, cisteína; G, glicina; R, 

arginina; X, outro aminoácido ) (Harris et al, 2003; Zeng & Harris, 2014). Os 

resíduos de cisteína pareiam-se e formam três pontes dissulfeto essenciais à 

manutenção da atividade biológica da molécula (figura 4) (Zeng & Harris, 

2014). 

 

Figura 4: Estrutura da molécula de EGF. As três pontes dissulfeto aparecem em amarelo 

(Ogiso et al, 2002). 

 Elevada expressão de EGF está relacionada com progressão tumoral e 

metástase através de diversos mecanismos, destacando-se (a) estímulo de 

metaloproteinases de matriz (MMP1 e MMP9) e (b) desregulação da atividade 

autofágica (Zeng & Harris, 2014). 

2.4 Rotas ativadas por EGFR 

2.4.1 Ras/Raf/MEK/ERK 
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A rota de sinalização que envolve as proteínas Ras, Raf, MEK (proteína 

cinase ativada por mitógeno) e ERK (cinase regulada por sinal extracelular) é 

objeto de intenso estudo, pois ela ativa fatores de transcrição que regulam 

expressão de genes antiapoptóticos e envolvidos em proliferação celular 

(Chang et al, 2003). Essa rota está diretamente relacionada ao EFGR, pois a 

ativação do receptor é o primeiro sinal necessário à sua regulação (figura 5). 

Quando EGF se liga ao EGFR e esse sofre dimerização e 

autofosforilação, a proteína Grb2 pode se ligar ao receptor via seu domínio 

SH2. Ligada ao EGFR, Grb2 recruta a proteína SOS. O complexo Grb2-SOS 

está associado ao EGFR, portanto próximo da membrana plasmática; dessa 

forma, a proteína SOS pode induzir a ativação da Ras, que reside nesse local, 

pela troca de GDP por GTP (Jorissen et al., 2003). 

A Ras pertence à família de proteínas G, portanto inativa quando ligada 

à GDP e ativa quando ligada à GTP. A proteína SOS se torna ativa após a 

dimerização e autofosforilação de domínios tirosina cinase no EGFR 

(processos que permitem a ligação do complexo Grb2-SOS ao receptor), assim 

ela induz a troca de nucleotídeo em Ras, ativando-a. Ras recruta a proteína 

Raf, uma cinase serina/treonina que se dimeriza e sofre fosforilação em 

diversos domínios (Chang et al, 2003; Yamamoto et al, 1999; Weber et al, 

2001). Raf ativa pode fosforilar a MEK, ativando-a. A MEK então fosforila e 

ativa a ERK, que irá regular a expressão de genes via ativação ou inibição de 

fatores de transcrição. 

Alguns dos fatores de transcrição ativados por ERK são c-Myc e c-Jun, 

além de CREB, que é indiretamente ativado por ERK (Chang et al, 2003). c-

Myc é o produto do gene myc e é um protooncogene com bastante influência 

na tumorigênese, pois atua na proliferação e há relatos de que sua 

desregulação altera os checkpoints do ciclo celular (Dominguez-Sola et al, 

2007). c-Jun é uma proteína que forma uma heterodímero com a proteína Fos, 

formando o complexo AP-1. AP-1 é um fator de transcrição que exerce função 

crítica na regulação da sobrevivência de uma célula (Shaulian & Karin, 2001). 

CREB pertence a uma família de fatores de transcrição composta por proteínas 

nucleares que formam um zíper a redor do DNA, regulando a transcrição de 
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diversos genes. Muitos desses genes estão relacionados à progressão no ciclo 

celular como as ciclinas A1, A2, D1 e D2 (Mantamadiotis et al, 2012). 

 

2.4.2 PI3K/Akt(PKB)/mTOR 

 Quando EGFR se dimeriza, ele recruta diversas proteínas para a região 

próxima à membrana. Dentre essas proteínas está a PI3K (fosfatidilinositol-3-

cinase), cuja ação é fosforilar lipídios de membrana (especificamente 

fosfatidilinositol) gerando moléculas como o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) 

e fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que interagem com proteínas efetoras 

e transduzem o sinal da membrana para o citoplasma (Fumarola et al., 2014). 

PIP3 fosforila proteínas que possuem domínio plecstrina (PH), sendo a mais 

notável a Akt (ou proteína cinase B, PKB), que necessita de uma segunda 

fosforilação para ser ativada, a qual é mediada pelo mTORC2 (figura 5). 

 Akt em seu estado ativo fosforila e inibe proteínas relacionadas à 

apoptose – como BAD (Promotor de Morte Associado à Bcl-2) – e estimula a 

progressão no ciclo celular. Ainda, Akt promove a ativação (de forma indireta) 

de mTORC1, um dos principais reguladores do metabolismo e crescimento 

celular. mTORC1 tem função na inibição da autofagia (via fosforilação de seus 

substratos ULK1 e ATG13), bem como na regulação da síntese de proteínas e 

lipídos (via ativação de diversas proteínas como p70S6K) (Takei et al, 2014). 

 

2.4.3 PLC-γ 

O metabolismo de fosfolipídios é bastante regulado pela ativação de 

EGFR e por isso está envolvido em diversos processos celulares. A atividade 

desses lipídios é mediada por enzimas como a Fosfolipase-C gama (PLC-γ), 

que tem no EGFR ativado seu primeiro estímulo para sinalização. PLC-γ se liga 

diretamente ao dímero de EGFR, é fosforilada por esse receptor e se torna 

ativa. Ativação de PLCs está envolvida na tumorigênese e metástase via 

migração e reorganização de citoesqueleto e diversos tumores demonstram ter 

expressão alterada desse grupo de enzimas (Yang et al, 2013) (figura 5). 

Na forma ativa, PLC-γ é capaz de hidrolisar o lipídio de membrana 

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) e gerar os segundos mensageiros 1,2-
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diacilglicerol (DAG) e inositol-1,3,5-trifosfato (IP3). IP3 atua na liberação do 

Ca2+ intracelular e afeta a atividade de diversas enzimas cálcio-dependentes. 

DAG é um cofator na ativação da proteína cinase C (PKC) e, 

consequentemente, das rotas de sinalização ativadas por PKC (Jorissen et al, 

2003). Devido a esses eventos, PLC-γ atua nos processos de proliferação, 

migração, sobrevivência e morte celular (Yang et al, 2012). 

A atividade de PLC-γ é regulada positivamente pela interação de seu 

domínio PH com PIP3 (Lattanzio et al, 2013). Quando essa interação ocorre, 

PLC-γ é recrutado para a região da membrana plasmática e exerce sua 

atividade hidrolítica em PIP2 (Park et al, 2012). 4 

 

Figura 5: Rotas ativadas por EGFR. Homo ou heterodímeros do receptor se autofosforilam e 

recrutam diversas enzimas (PLC, por exemplo) e proteínas adaptadoras (como Grb2 e SOS). A 

ativação dessas rotas resulta em estímulos à proliferação e também em inibição de apoptose 

(adaptado de Yarden & Shilo, 2007). 

 

2.5 Doxazosina 

 A doxazosina é um derivado quinazolínico que compreende a classe 

terapêutica dos alfa-bloqueadores adrenérgicos (Hansson et al, 1998). Ela é 

utilizada na clínica como Mesilato de doxazosina (Cardura®) para o tratamento 

de hipertensão, insuficiência cardíaca congestiva e hiperplasia benigna de 

próstata. Estudos mostram que a doxazosina e seus derivados quinazolínicos 

são potentes (como potentes) indutores de apoptose na em (próstata de 

pacientes com) tumores benignos prostáticos sem afetar sua capacidade 
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proliferativa (Kyprianou et al, 1998; Chon et al, 1999). Além disso, evidências 

suportam que esse fármaco suprime o crescimento de células tumorais por um 

mecanismo independente ao relacionado com o adrenoreceptor alfa-1 

(Kyprianou & Benning, 2000). Entretanto, até hoje não existem estudos 

conclusivos sobre o mecanismo de ação antineoplásico da doxazosina. 

Através dos resultados obtidos na análise da estrutura química da 

doxasozina e sua relação com atividade biológica, nosso grupo observou que o 

fármaco possui padrão molecular similar a agentes quimioterápicos utilizados 

na clínica, como os inibidores de tirosina cinase Erlotinib® e Lapatinib® (figura 

6) (Gaelzer, 2013). Tais agentes tem os receptores da família ErbB como alvo. 

 

Figura 6: Estrutura química de (A) Erlotinib, (B) Lapatinib e (C) Doxazosina. 
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3 Métodos 

3.1 Reagentes 

Meio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) e soro 

fetal bovino (SFB) foram adquiridos da Gibco® (Grand Island, NY, USA). 5-

Bromodeoxiuridina (5-BrdU) e EGF recombinante humano foram obtidos da 

empresa Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO, USA). Iodeto de propídio e Alexa 

Fluor® 488 Anexina V foram adquiridos da empresa Life Technologies 

(Carlsbad, CA, USA). 

3.2 Cultivo celular 

A Linhagem celular de glioma de rato (C6) foi obtida junto à ATCC 

(Rockville, MD, USA). As células foram mantidas e expandidas em DMEM 

(Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado com 5% (v/v) soro 

fetal bovino (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA), contendo 2,5 mg/mL de 

Fungizona® e 100 U/L de gentamicina (Shering do Brasil, São Paulo, SP, 

Brasil). As células foram mantidas a uma temperatura de 37ºC e com umidade 

relativa de 5% CO2 atmosférico. 

3.3 Curva de EGF 

Células em 70-80% de confluência foram semeadas em placas de 6 poços 

com densidade de 50.000 células por poço. As concentrações utilizadas de 

EGF foram: 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL com tempos de incubação de 24 e 

48hs.. Tais valores foram baseados no estudo de Schwabedissen e 

colaboradores (2006), que observaram aumento na expressão da proteína de 

resistência do câncer de mama (BCRP) em células estimuladas com EGF 

exógeno.  

3.4 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

A expressão do gene EGFR foi analisada pela Reação em Cadeia da 

Polimerase em tempo real (qPCR). Foi realizada extração de RNA total com o 

reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as 

especificações do fabricante. A concentração de RNA foi quantificada por 
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absorbância UV no aparelho BioPhotometer Plus (Eppendorf, USA). A 

transcrição reversa foi realizada com o ki SuperScript First-Strand Synthesis 

System (Invitrogen, USA), a partir de 300 ng de RNA total em cada amostra. O 

cDNA sintetizado foi diluído 10 vezes para a qPCR com os primers de EGFR e 

do gene endógeno β2-Microglobulina (β2M). Os primers de EGFR utilizados 

foram: 5’-CCTGGAAGAGACCTGCATTATC-3’ (senso) e 5’-

CAGAGCTGTCAAACCCACTAC-3’ (antissenso) e foram adquiridos junto à 

Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). Os primers de β2M utilizados foram: 5’-

TCCTGGCTCACACTGAATTC-3’ (senso) e 5’-

CTTTGTGGATAAATTGTATAGCA-3’ (antisenso). O aparelho de qPCR 

utilizado foi o StepOne™ System (Applied Biotechnologies, Foster City, CA, 

USA). Todas as análises foram realizadas em triplicata e as quantidades 

relativas de EGFR foram normalizadas em relação à expressão de β2M de 

acordo com o método ΔΔCt. 

3.5 Análise por Citometria de Fluxo 

Citometria de Fluxo foi utilizada para contar o número de células e avaliar o 

estágio no ciclo celular das amostras tratadas com EGF. Utilizou-se o aparelho 

FACSCalibur (Becton Dickinson) e as análises foram feitas por meio do 

programa FCS Express 4 (De Novo Software™). Cada análise incluiu ao 

menos 10.000 eventos. 

3.6 Proliferação Celular 

Para analisar a proliferação celular, adicionou-se ao meio de cultivo o 

marcador fluorescente e análogo de timidina 5-BrdU. As células foram 

observadas em microscópio de fluorescência invertido (Nikon Eclipse TE300) e 

as imagens foram capturadas utilizando uma câmera CCD (DXM1200C Nikon 

Instruments Inc., USA). 

3.7 Morte Celular 

A fim de avaliar se os tratamentos induziram a morte celular, foi utilizado o 

kit AlexaFluor® 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis (Molecular Probes®, 

Carlsbad, CA, USA) de acordo com as especificações do fabricante. As células 
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foram observadas em microscópio de fluorescência invertido (Nikon Eclipse 

TE300) e as imagens foram capturadas utilizando uma câmera CCD 

(DXM1200C Nikon Instruments Inc., USA). 

3.8 Análise Estatística 

 Todos os dados são expressos como média±EP. Todos os resultados 

são representativos de ao menos dois experimentos independentes. Para a 

análise da expressão de EGFR por qPCR foi utilizado teste t. A ANOVA  de 

uma via foi utilizada para análise da contagem de células pelo citômetro de 

fluxo, seguida pelo teste de Tukey. As diferenças entre as médias foram 

consideradas significativas quando P<0,05. 
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4 Resultados e Discussão 

 

 

 

Figura 7: Número de células viáveis após 24h (A) e 48h (B) de tratamento. Em 48h o grupo 

tratado com 10 ng/mL de EGF demonstrou aumento significativo em relação ao controle 

(ANOVA de uma via, seguida de Teste de Tukey, *P<0,05). Incorporação de 5-BrdU em células 

tratadas por 24h (C) e 48h (D) (aumento 100x). 

C 

D 
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Figura 8: Análise de ciclo celular após 48 horas de tratamento para os grupos controle, 5 ng/mL 

e 10 ng/mL de EGF. Células tratadas com EGF apresentaram progressão da fase G1 para as 

fases S e G2. 

 

Figura 9: (A) Expressão de EGFR em células do grupo controle e tratadas com 10 ng/mL de 

EGF durante 48 horas (Teste t, *P<0,01). (B) Células expressando EGFR antes e após adição 

A B 
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de 180µM de doxazosina marcadas com iodeto de propído e anexina V (aumento 100x, filtros 

rodamina e FITC). 

As células tratadas com 2,5 ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng/mL de EGF durante 

24 horas não demonstraram diferença significativa quanto ao número de 

células em relação ao controle (P>0,05) (figura 7A) e não foi observado 

aumento da incorporação de 5-BrdU nesse período (figura 7C). Após 48 horas, 

o tratamento com 10 ng/mL de EGF apresentou diferença significativa em 

relação ao controle (P<0,05) quanto à contagem de células (figura 7B), 

enquanto os outros grupos tratados não diferiram. Ainda, uma grande 

quantidade de 5-BrdU foi incorporada pelas células nesse mesmo período. 

Houve maior incorporação do marcador principalmente naquelas tratadas com 

10 ng/mL de EGF (figura 7D). 

O estímulo causado por EGF parece gerar uma resposta lenta e gradual 

por parte da célula, pois em 24 horas de tratamento não se observou 

incorporação de 5-BrdU (figura 7C).No entanto, não significa que não houve 

aumento da expressão de proteínas relacionadas a vias de proliferação. Um 

estudo relatado por Schwabedissen e colaboradores (2006) demonstrou que, 

em células fibroblásticas (MCF-7), o EGF induziu o aumento na expressão de 

alguns genes e de proteínas relacionadas a essas vias em 12 e 24 horas. Essa 

indução foi observada nas mesmas concentrações de EGF utilizadas no 

presente estudo. Portanto, é possível que apesar do número de células não ter 

diferido significativamente, as células já iniciaram uma resposta ao estímulo 

causado por EGF, de forma a ativar rotas proliferativas. 

Na análise do ciclo celular (figura 8) é possível observar que os 

tratamentos de 5 ng/mL e 10 ng/mL de EGF por 48 horas estimularam as 

células a passarem da fase G1 para as fases S e G2. Esses resultados indicam 

que o tratamento com EGF na concentração de 10 ng/mL por 48h aumentou a 

proliferação das células de glioma de rato (C6). 

Procedeu-se à análise da expressão do gene EGFR em células tratadas 

com 10 ng/mL de EGF durante 48 horas, pois foi observado efeito desse 

tratamento na proliferação celular. A análise de qPCR, demonstrou aumento  

da expressão de EGFR (figura 9A) na concentração de 10 ng/mL de EGF 
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(P<0,01). Diante disso, observamos que o aumento da proliferação observada 

(figura 7B) pode estar relacionado a uma maior quantidade de EGFR sendo 

expresso nessas células. 

Wang e colaboradores (2010) mencionaram diversos estudos que 

demonstram a internalização de EGFR imediatamente após a ligação de EGF 

ao receptor. A endocitose é um processo fundamental que controla a 

intensidade e a duração do sinal enviado quando o receptor é ativado. 

Vesículas contendo EGFR ativo se fusionam com endossomos iniciais e, 

nesses compartimentos, o destino dos receptores é definido: serão reciclados 

de volta à superfície ou enviados para degradação lisossomal (Wang et al., 

2010). É possível que em 24 horas o EGF tenha induzido a internalização dos 

receptores sem que eles fossem degradados sendo reciclados de volta à 

membrana. Dessa forma, não há necessidade de um número maior de 

receptores ser expresso. Quando as células são tratadas por 48 horas a 

expressão em níveis fisiológicos do EGFR pode não ser suficiente para 

responder ao estímulo de EGF no meio, fazendo-se necessário o aumento da 

expressão do receptor (figura 9A). 

Com o objetivo de estudar se o EGFR é a molécula alvo da Doxazosina, 

as células C6 com expressão de EGFR aumentada (C6-EGFR+) foram 

expostas a 180µM de Doxazosina. Essa concentração foi escolhida com base 

em estudo anterior do nosso grupo, que demonstrou o efeito antitumoral da 

Doxazosina na linhagem C6 normal (Gaelzer, 2013). Nesse mesmo estudo foi 

observada a presença de 30-40% de células resistentes ao fármaco. Após 48 

horas de tratamento com 180µM de Doxazosina nas C6-EGFR+ não foram 

observadas células viáveis (figura 9B). Ainda, a marcação com Anexina V 

indica que a morte causada por doxazosina é majoritariamente apoptótica 

(figura 9B). 

Nosso estudo foi capaz de induzir o aumento na expressão de EGFR em 

células de glioma de rato na presença de 10 ng/mL de EGF durante 48 horas 

(figura 10). Observamos aumento na proliferação celular após o tratamento, 

que pode estar relacionado à maior expressão do receptor nas células e 

consequente ativação de vias proliferativas. Acredita-se que o EGFR está 
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relacionado à ação da Doxazosina, mas não se excluem possibilidades de que 

outros receptores ou proteínas associadas às vias de proliferação também 

desempenhem papel no mecanismo de ação do fármaco. 

 

Figura 10: Esquema representativo dos resultados obtidos. O tratamento com 10 ng/mL de 

EGF em células C6 induziu maior expressão de EGFR (C6-EGFR+) e o tratamento com 180µM 

de Doxazosina induziu apoptose nas C6-EGFR+. 

5 Considerações Finais 

Por fim, nosso grupo irá continuar analisando a expressão de EGFR 

frente ao tratamento com EGF e após a retirada do estímulo, a fim de 

determinar qual a duração da resposta obtida pelo fator de crescimento. Ainda, 

ensaios de immunoblotting serão realizados para avaliar se a expressão 

aumentada do receptor se correlaciona com a sua síntese. Seguiremos, 

também, estudando o mecanismo de ação da Doxazosina em células de 

glioma de rato para entender melhor a participação do EGFR no processo de 

apoptose induzido pelo fármaco. 
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