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RESUMO 

 

 
LAUAND, C. Avaliação da proliferação e migração celular mediadas pela ativação do EGFR em 
linhagens celulares de câncer de pulmão cultivadas como monocamadas e esferoides. 2015. 157 f. 
Doutorado (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015.  
 
 
As células de câncer de pulmão frequentemente apresentam mutação e/ou amplificação no gene 
ErbB1. O EGFR, codificado pelo gene ErbB1, está superexpresso em células não pequenas de câncer 
de pulmão e essa superexpressão tem sido associada com maior agressividade da doença e baixa 
resposta a terapias. Este estudo teve como foco comparar os efeitos da ativação e inibição do EGFR 
em duas linhagens de células não pequenas de câncer de pulmão, A549 e HK2, com diferentes 
números de cópias do gene ErbB1, cultivadas em monocamada ou em cultura 3D. A cultura 3D foi 
obtida a partir de células cultivadas em placas não aderentes para a obtenção de esferoides. Utilizou-
se meio de cultura sem elementos de matriz extracelular e as placas foram submetidas a rotação (20 
rpm – rotação alternada para a direita e esquerda), a 37 °C por 14 dias. As células A549 e HK2 
apresentaram, respectivamente, 3 e 6 cópias do gene ErbB1 por núcleo, em média, embora a 
expressão de EGFR seja menor nas células HK2 comparando com as A549. O nível de expressão de 
EGFR na cultura 3D foi similar ao obtido na monocamada e o nível de p-EGFR foi detectado nos 
esferoides mesmo sem estímulo com EGF. A ativação de EGFR por EGF ou inibição por AG1478 não 
promoveu mudanças na proliferação celular comparando-se com os grupos controle, na cultura em 
monocamada e nos esferoides. Entretanto, as células cultivadas em monocamada, estimuladas com 
EGF, apresentaram redução de adesão às células vizinhas, modificações na distribuição dos 
microfilamentos de actina acompanhando a morfologia fusiforme e presença de protrusões 
citoplasmáticas. O ensaio de ferida mostrou que as células fecharam a ferida mais rapidamente 
quando tratadas com EGF. A microscopia em tempo real mostrou que o estímulo com EGF aumentou 
a velocidade da migração das células. A migração das células dos esferoides foi investigada pelo 
ensaio de migração de esferoide. UO126 e LY294002 foram adicionados para inibir, respectivamente, 
as vias ERK e Akt tanto no modelo 3D como na monocamada. As células A549 estimuladas com EGF, 
cultivada em monocamada, não apresentaram envolvimento das vias de sinalização de ERK e Akt na 
migração celular, mas quando essas células foram cultivadas em cultura 3D, encontrou-se o 
envolvimento das duas vias, Akt e ERK. A linhagem A549 apresentou sinalização diferente para a 
migração celular nas diferentes formas de cultivo. Já a linhagem HK2, quando cultivada tanto em 
monocamada como na cultura 3D, apresentou o envolvimento da via de sinalização mediada por Akt 
para promover a migração celular após estímulo com EGF. Os dados em conjunto mostram que o 
EGF não promoveu a proliferação celular, mas induziu a migração das células cultivadas em 
monocamada e nos esferoides, com o envolvimento das vias de ERK e Akt. 
 
Palavras-chave: Receptor do fator de crescimento epidérmico. Câncer de pulmão. Fator de 
crescimento epidérmico. Inibidor de tirosina quinase. Esferoides. Migração celular.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 

 
LAUAND, C. Evaluation of cell proliferation and migration mediated by EGFR activation in lung 
cancer cell lines grown as monolayers and spheroids. 2015. 157 p. Ph D. Thesis (Cell and Tissue 

Biology)  – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015.  
 
Lung cancer commonly exhibits ErbB1 gene mutation and amplification. ErbB1 encodes EGFR, wich is 
highly expressed in non-small-cell lung cancer (NSCLC) and has been associated with more aggressive 
disease and low response to therapy. The present study aimed to compare the effects of EGFR 
activation or inhibition, by EGF and AG1478, respectively, on two non-small cell lung cancer cell lines, 
A549 and HK2, with different ErbB1 copy number in 2D and 3D culture. 3D cultures were obtained by 
using cell suspensions in medium without extracellular matrix elements to spheroid formation. The 
culture was submitted to rotation (20 rpm – alternating clockwise and anticlockwise directions) in 
non-adherent dishes at 37 °C for 14 days. A549 and HK2 cells presented, respectively, 3 and 6 ErbB1 
gene copies per nucleus, although EGFR expression was lower in HK2 than in A549 cells. EGFR levels 
in 3D cultures were similar to those observed in 2D and p-EGFR was detected in spheroids 
(A549/HK2) without EGF stimulus. EGFR activation or inhibition did not promote changes in cell 
proliferation compared to control groups in 2D culture and in spheroids. However, EGF stimulated 
cells exhibited changes in actin microfilaments and led to increased cell migration. Wound-healing 
assay showed that A549 and HK2 cells filled the wound faster after EGF exposure. We demonstrated 
by time-lapse microscopy that EGF increased cell migration velocity in these cells. To investigate cell 
migration in spheroids we performed sphere migration assay: spheroids were transferred individually 
to 24-well plates, treated with EGF or AG1478 and allowed to migrate; the diameter of the cell 
spreading was measured. UO126 and LY294002 were added to inhibit, respectively, ERK and Akt 
pathways in 2D and 3D cultures. A549 cells grown in monolayer did not show involvement of ERK and 
Akt signaling pathways in cell migration, but when these cells were cultured in spheroids, ERK and 
Akt pathways promoted cell migration. HK2 cells cultured in 3D and monolayer had the involvement 
of the Akt signaling pathway to promote cell migration after EGF stimulation. We could conclude that 
EGF did not induce cell proliferation but promoted cell migration in cells growing in 2D and 3D 
model. The migration of these NSCLC cells induced by EGF was mediated by Erk and Akt pathways. 
These results also provide new insights to culture NSCLC in a 3D model. 
 
Keywords: Epidermal growth factor receptor. Lung cancer. Epidermal growth fator. Tyrosine kinase 
inhibitor. Spheroid. Cell migration. 
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INTRODUÇÃO 

 

CÂNCER 

 

O câncer é uma doença em que células, contendo mutações ou alterações na 

expressão de certos genes, modificam seu padrão de proliferação celular. Essas células 

podem promover a ruptura de funções realizadas pelo tecido e ainda podem adquirir a 

capacidade de invadir outros tecidos. Portanto, o processo de carcinogênese envolve 

diversas etapas associadas a estas alterações genéticas que contribuem para a 

transformação do fenótipo normal para o maligno e progressão tumoral. 

 As células normais tornam-se neoplásicas após adquirirem uma sucessão de 

características que promovem distúrbios em diversas vias de sinalização celular, como por 

exemplo: auto-suficiência dos sinais para proliferação celular, inativação de supressores de 

proliferação, escape da destruição imunológica, aquisição de potencial replicativo imortal, 

promoção de inflamação pelo tumor, ativação de invasão e mestástase, indução da 

formação de novos vasos sanguíneos, instabilidade genômica e mutação, escape dos 

mecanismos de apoptose e desregulação do metabolismo energético celular (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

 O câncer vem sendo causa de grande número de óbitos por todo o mundo. Em 2008, 

cerca de 12,7 milhões de casos de câncer e 7,6 milhões de mortes decorrentes do câncer 

foram descritos mundialmente. Os tipos de câncer mais diagnosticados são o de mama em 

mulheres e o de pulmão em homens, esses são os tipos de câncer que mais frequentemente 

levam a óbito em países desenvolvidos ou em desenvolvimento economicamente (Figura 1), 

com exceção do câncer de pulmão que é precedido pelo câncer de próstata em homens nos 

países desenvolvidos economicamente (JEMAL et al., 2011).  

As estimativas realizadas para 2014 mostraram que ocorrerão no Brasil 576 mil casos 

novos de câncer e entre os mais incidentes estará o câncer de pulmão. São esperados 27 mil 

novos casos desse tipo de câncer, sendo o segundo tipo de câncer mais incidente em 

homens e o quarto mais incidente em mulheres (Figura 2). A ocorrência do câncer de 

pulmão está relacionada ao tabagismo, que está associado a mais de 80% dos casos. 

Fumantes têm cerca de 20 a 30 vezes mais chances de desenvolver essa doença. Outro fator 
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causador do câncer de pulmão, frequente em 5% a 10% dos casos, é a exposição a 

compostos carcinogênicos, como por exemplo, a fibras de amianto. Outros riscos são 

infecções pulmonares frequentes, tuberculose e deficiência ou excesso de vitamina A (fonte: 

INCA*). O câncer de pulmão também é responsável por grande incidência de morte nos 

Estados Unidos, Europa, Japão e China (FERLAY et al., 2007; JEMAL et al., 2008, 2009, 2011; 

MAXWELL, 2001; YANG et al., 2005).  

 

Figura 1 - Incidência do câncer de pulmão no mundo padronizada pela idade e gênero.                 
Fonte: Modificado de JEMAL et al. (2011).  
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Figura 2 - Distribuição proporcional por gênero dos dez tipos de câncer mais frequentes no Brasil, 
estimados para 2014. Fonte: INCA* 

 

Os cânceres de pulmão são classificados como carcinoma de células pequenas de 

câncer de pulmão (10-15% dos casos e associado com o fumo), tumores carcinóides de 

pulmão (menos de 5% dos casos) e carcinoma de células não pequenas de câncer de pulmão 

(NSCLC: non small cell lung cancer, 85-90% dos casos); com os subtipos: carcinoma de células 

escamosas, adenocarcinoma e carcinoma de células grandes (SHARMA; SETTLEMAN, 2009). 

Em geral, os adenocarcinomas se localizam mais próximos aos alvéolos e se caracterizam 

pela presença de uma diferenciação glandular e ou a produção de mucina. O 

adenocarcinoma representa o subtipo histológico dominante em comparação com todos os 

tipos de câncer de pulmão. O carcinoma de células escamosas aparece mais próximo às vias 

aéreas (traqueia), é um tumor mais central e está fortemente associado ao tabagismo e a 

inflamação crônica. O carcinoma de células grandes é diagnosticado por exclusão, quando o 

tumor não apresenta características morfológicas de adenocarcinoma e de carcinoma de 

células escamosas (DAVIDSON et al., 2013). 

   As células de câncer de pulmão frequentemente apresentam alterações em sua 

genética molecular, entre as quais se podem citar: mutação nos genes supressores de tumor 

p53, Rb1 e PTEN, alterações no p16, superexpressão do gene ciclina D1, mutações pontuais 

na família de protooncogenes RAS, mutação de BRAF e de NF1, amplificação de fatores de 

transcrição MYC e SOX2 e alterações nos receptores tirosina quinase, amplificação de MET, 

mutação e amplificação do gene HER2/neu e do gene ErbB1 (EGFR)(BLANCO et al., 2010; 

CHEN et al., 2014; SEKIDO et al., 2003). A superexpressão de ErbB1 é mais encontrada em 

carcinoma de pulmão do que a do gene HER2/neu (HIRSCH et al., 2003). O ErbB1 é um gene 

*Fonte: INCA  http://www.inca.gov.br/estimativa/2014, acesso em 12/06/2015 
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que codifica o receptor do fator de crescimento epidermal, o EGFR. A amplificação de ErbB1 

e aumento de expressão de EGFR é comumente encontrada em câncer de pulmão.   

 

RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO EPIDERMAL (EGFR) 

 

 

  A descoberta do EGFR foi muito importante para o desenvolvimento de diversos 

estudos com os receptores do tipo tirosina quinase. Em 1962, Stanley Cohen isolou e 

caracterizou uma proteína da glândula salivar que, quando injetada em ratos recém-

nascidos, induziu abertura da pálpebra e a erupção dentária precoce (COHEN, 1962). Essa 

substância foi chamada de fator de crescimento epidermal (EGF) e também foi capaz de 

estimular o crescimento de células epiteliais (COHEN, 1965). Em 1975, Graham Carpenter 

adicionou EGF a fibroblastos de diferentes espécies e contatou que havia sítios específicos 

para a ligação de EGF nas superfícies celulares (CARPENTER et al., 1975). Três anos depois, 

Carpenter et al. (1978) identificaram o receptor EGFR, que aumentou a incorporação de P32 

em resposta ao tratamento com EGF em células A431. Então foi proposto que a fosforilação 

de componentes da membrana gerava sinais intracelulares que poderiam regular a 

proliferação. O conceito que a geração de sinais por meio da fosforilação de tirosinas ganhou 

suporte experimental em 1980. O experimento realizado por Hunter e coautores mostrou 

que o estímulo com EGF levou à rápida fosforilação da tirosina de proteínas intracelulares 

abaixo dos receptores ativados, em células A431 (HUNTER et al., 1981).  

 O desenvolvimento das técnicas de clonagem molecular, nas décadas de 70 e 80, foi 

muito importante para as pesquisas com receptores do tipo tirosina quinase. Primeiramente 

foi elucidada a sequência do ligante EGF e os estudos foram intensificados na identificação 

do receptor de superfície de membrana que promove atividade mitogênica sob efeito do 

EGF. O EGFR foi originalmente identificado como um oncogene devido a sua homologia com 

o v-ERBB, uma proteína retroviral (DOWNWARD et al., 1984). Em 1984, a sequência do cDNA 

do EGFR humano foi isolada e caracterizada a partir de células normais de placenta e de 

células tumorais da linhagem A431. Foi detectada pela primeira vez a amplificação de EGFR 

nas células A431, isoladas de um carcinoma, mostrando uma anormalidade genética que 

desencadeou o desenvolvimento de muitos estudos (ULLRICH, 1984).  
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A partir da descoberta do EGFR, outros receptores do tipo tirosina quinase também 

foram descritos, já que são similares na estrutura e compartilham domínios similares ao 

encontrados no EGFR. Como por exemplo, o gene HER2 foi caracterizado e foi encontrado 

amplificado em 20% dos tumores de câncer de mama, sendo correlacionado com um pior 

prognóstico da doença.  Nos anos 80 muitos trabalhos foram publicados descrevendo a 

superexpressão de EGFR em vários tumores epiteliais e sustentando a ideia da regulação da 

sinalização do EGFR como uma importante regra para o combate dos canceres humanos 

(GSCHWIND et al., 2004).  

 A família de genes ErbB, que codificam receptores tirosina quinase, é composta pelos 

genes ErbB1/EGFR, ErbB2/neu/HER2, ErbB3 e ErbB4. Esses receptores são expressos, em 

condições normais, em diversos tecidos de origem epitelial, mesenquimal e neural, 

relacionados com a proliferação e diferenciação celular. Experimentos realizados com 

camundongos nocautes para EGFR resultaram em letalidade dos embriões ou sobrevivência 

por somente 3 semanas. Foram também descritas falhas severas no desenvolvimento 

epitelial de diversos órgãos, incluindo pele, coração, pulmão e trato gastrointestinal. As 

múltiplas anormalidades associadas com a deficiência do EGFR confirmam que esse receptor 

é necessário para uma variedade de funções celulares e para o desenvolvimento do tecido 

epitelial (MAGNUSON et al., 1995; MIETTINEN, 1995; SIBILIA; ERWIN, 1993). As deficiências 

dos outros genes da família ErbB, HER2/ErbB3/ErbB4, mostraram também letalidade dos 

embriões e defeitos no desenvolvimento neural e cardíaco (ERICKSON et al., 1997; 

GASSMANN, et al., 1995; LEE et al., 1995). 

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é codificado pelo gene ErbB1, 

localizado no cromossomo 7, na região 7p12. O EGFR é uma glicoproteína transmembrânica 

de 170kDa, que possui uma região extracelular, uma região transmembrana e um domínio 

tirosina quinase citoplasmático (JORISSEN et al., 2003; WANG et al., 1993). Este receptor é 

ativado quando seus ligantes específicos (EGF, TGF-α, anfirregulina, betacelulina, heparina 

ou epirregulina) se ligam ao domínio extracelular, propiciando assim a formação de dímeros 

com outro EGFR ativado, homodímero, ou com outro membro da família ErbB, 

particularmente o ErbB2, formando um heterodímero (Figura 3). A região extracelular do 

receptor possui 4 domínios e a formação do dímero só acontece quando o domínio 2 é 

exposto por ambos os receptores. A ligação do ligante promove uma alteração 

conformacional que propicia a exposição do domínio 2, ocorrendo assim a formação do 
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dímero (Figura 4). Ocorre então a autofosforilação do domínio tirosina quinase iniciando 

assim uma cascata de sinalização intracelular (CAPDEVILA et al., 2009; HYNES; LANE, 2005; 

LINGGI; CARPENTER, 2006).  

 

 

 

Figura 3 - Regiões da proteína EGFR. O EGFR possui 3 regiões: a região extracelular, a região 
transmembrana e a região citoplasmática. A ligação do ligante ocorre na região extracelular e 
promove a formação de homodímeros ou heterodímeors, promovendo assim a fosforilação da região 
citoplasmática desse receptor. O EGFR forma heterodímeros preferencialmente com o ERBB2. 
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Figura 4 - A região extracelular do EGFR possui 4 domínios. A ligação do ligante ocorre no domínio 3, 
promovendo uma mudança conformacional no receptor e expondo o domínio 2, promovendo assim 
a formação do dímero. Fonte: Modificado de Ferguson et al. (2003). 

 

 

O EGFR ativado é responsável por estimular inúmeras vias de sinalização 

intracelulares. Há duas vias principais de sinalização citoplasmática decorrentes da ativação 

de EGFR: RAS e PI-3 quinase/Akt (CAPDEVILA et al., 2009; SCHLESSINGER, 2000, 2004). A 

ativação de RAS é responsável por induzir uma cascata de fosforilação, levando a ativação de 

MAPKs, ERK1 e ERK2, que regulam a transcrição de moléculas ligadas à proliferação celular 

(LEWIS; SHAPIRO, 1998). A cascata de sinalização mediada por PI-3 quinase/Akt é 

responsável pela manutenção da sobrevivência celular (MANNING; CANTLEY, 2007). 

Entretanto, há outras vias de sinalização decorrentes da fosforilação de EGFR como, por 

exemplo, a ativação de STAT, que é um fator de transcrição. Além de proliferação e 

sobrevivência, o EGFR pode promover outros fenômenos como: migração, invasão, 

diferenciação, inibição de apoptose e angiogênese (CAPDEVILA et al., 2009; LURJE; LENZ, 

2009). A imagem 5 mostra as principais vias de sinalização relacionadas ao EGFR.  
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Figura 5 - Cascata de sinalização citoplasmática mediada pela ativação do EGFR. Fonte: Modificado 
de Capdevila et al. (2009). 

 

 

Após a ativação, o EGFR é endocitado por meio de vesículas revestidas por clatrina, 

podendo ser reciclado para a membrana ou retido nos endossomos. Quando o ligante se 

dissocia do receptor ele pode ser reciclado e a não dissociação faz o complexo se acumular 

nos corpos multivesiculares, promovendo a degradação por lisossomos. A internalização 

rápida do receptor, que retira o mesmo da superfície celular encaminhando-o para 

degradação, é um fenômeno chamado de downregulation (CARPENTER, 2000; SORKIN; 

ZASTROW, 2002). Esse fenômeno diminui os níveis de EGFR na célula e atenua a sinalização 

citoplasmática.  

 Trabalhos mostraram que o EGFR pode ser também detectado no núcleo em células 

submetidas a tratamento com EGF, agindo como um fator de transcrição de ciclina D1 e 

Aurora-A (CARPENTER, 2003; HUNG et al., 2008; LIN et al., 2001), participando assim de uma 

possível via de sinalização nuclear. Após a internalização do EGFR, o receptor é detectado no 

retículo endoplasmático, se associando com o retrotranslocon Sec 61, voltando para o 
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citosol e chegando ao núcleo por meio de sua interação com o HSP70 (LIAO; CARPENTER, 

2007). Existem poucos estudos na literatura que focam a ação do EGFR no núcleo, mas seu 

envolvimento na ativação de genes ligados a divisão celular, como Aurora-A e ciclina D1, 

pode estar associado ao processo de transformação maligna. 

 

EGFR E O CÂNCER DE PULMÃO 

 

 A sinalização do EGFR tem impacto em muitos aspectos na biologia tumoral. 

Alterações no EGFR são frequentes em diversos tipos de câncer e podem promover a 

sobrevivência celular, proliferação, invasão, reparo e angiogênese (HYNES; LANE, 2005). A 

presença de superexpressão de EGFR varia entre os diferentes tumores, incluindo os de 

cabeça e pescoço (80-100%), renal (50-90%), mama (14-91%), colo retal (25-77%), ovário 

(35-70%), glioma (40-63%), pâncreas (30-50%), bexiga (31-48%) e pulmão (40-80%) (HERBST; 

SHIN, 2002). A superexpressão do EGFR em tumores tem sido associada com maior 

agressividade da doença, pior prognóstico e baixo índice de sobrevivência, baixa resposta a 

terapia e desenvolvimento de resistência para agentes citotóxicos em alguns tipos de 

tumores (BRABENDER et al., 2001). 

 Hirsch et al. (2003) observaram em uma análise em larga escala que a 

superexpressão de EGFR nos tumores de pulmão não está associada com a idade, sexo, 

estágio patológico, estado do tumor ou costume de fumar dos pacientes. Significantes 

diferenças estão associadas à diferenciação histológica em que tumores bem diferenciados 

expressam altos níveis de EGFR. Observaram também uma relação entre a amplificação 

gênica e a expressão de EGFR, pois o EGFR foi encontrado superexpresso em todos os 

tumores com amplificação gênica, fato observado também por Amann et al. (2005) em 

linhagens celulares derivadas de carcinoma de pulmão.  

 Foi também avaliada por Hirsch et al. (2003) a taxa de sobrevivência dos pacientes, 

que se apresentou menor quando havia a presença de aumento no número de cópias do 

gene ErbB1. Foi visto ainda que o EGFR apresenta-se superexpresso em 62% dos tumores de 

pulmão humanos diagnosticados como de células não pequenas, crescendo o interesse em 

seu uso no prognóstico dessa doença. Trabalhos mais recentes mostram que esse receptor 
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encontra-se superexpresso em 40-80% dos pacientes diagnosticados com NSCLC (SEQUIST; 

LYNCH, 2008; WHEATLEY-PRICE; SHEPHERD, 2008). 

 Além da expressão e amplificação, mutações no EGFR também foram descritas em 

células não pequenas de pulmão humano (LYNCH et al., 2004; PAEZ et al., 2004; PAO et al., 

2004). As mutações foram primeiramente localizadas no domínio tirosina quinase com 

deleções no exon 19 e uma mutação pontual no exon 21 (L858R), substituição de leucina 

para arginina no aminoácido de posição 858 (PAO; CHMIELECKI, 2010). Também foram 

detectadas mutações em outros locais do domínio tirosina quinase, incluindo inserções no 

exon 20 (YASUDA et al., 2013). Câncer de pulmão com mutações é mais associado com 

adenocarcinoma e não associado com o tabagismo (ARTEAGA; ENGELMAN, 2014).  

  Okabe et al. (2007) sugeriram em seu trabalho que mutações no gene ErbB1 estão 

intimamente associadas com a amplificação desse gene e que linhagens de células de 

pulmão que apresentam esses dois aspectos também apresentam maior expressão do EGFR. 

Amann et al. (2005) também verificaram que as mutações no EGFR estão associadas com 

amplificação gênica nas amostras de biópsia. Essas mutações podem causar alterações na 

conformação do receptor, propiciando a formação de sítios com maior afinidade para a 

ligação de drogas. Verificou-se, por exemplo, que o aumento do número de cópias do gene 

ErbB1 em tumores de pulmão é um marcador positivo para a maior sobrevivência dos 

pacientes submetidos a terapia com Gefinib, inibidor do domínio tirosina quinase de EGFR 

(HIRSCH et al., 2005). A técnica de FISH (hibridização fluorescente in situ) é utilizada para a 

detecção desse gene e pode ser utilizada como possível teste para a triagem de pacientes 

para a terapia com inibidores (VARELLA-GARCIA, 2006).  

  O tratamento do câncer de pulmão com a quimioterapia citotóxica é utilizado para 

tratar de forma paliativa os sintomas e prolongar a sobrevivência dos pacientes, mas é 

necessário o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento. A amplificação e 

mutações no gene ErbB1 e a superexpressão de EGFR estão sendo utilizados como 

biomarcadores para a seleção de pacientes ao tratamento com inibidores de EGFR. Os 

primeiros inibidores a se tornarem clinicamente disponíveis para tratamento de células não 

pequenas de câncer de pulmão foram os que bloqueiam a ativação do domínio tirosina 

quinase por competirem e se ligarem ao sítio de ATP, de maneira reversível, na região 

citoplasmática do EGFR, como por exemplo, o Erlotinib e o Gefitinib (MITSUDOMI, 2010). 

Anticorpos monoclonais humanizados que competem com os sítios de ligação de EGFR 
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também foram desenvolvidos, como por exemplo, o Cetuximab e o Matuzumab 

(MITSUDOMI, 2010).  

 Mutações em determinados exons do gene ErbB1 podem interferir na ação dos 

inibidores usados na terapia para o EGFR. Dependendo da mutação, ocorre uma maior 

sensibilidade ou uma insensibilidade desse receptor a esses compostos. A presença de 

mutações está associada ao aumento da afinidade dos inibidores Erlotinib e Gefitinib ao 

receptor, em comparação com a forma não mutada do receptor (CAREY et al., 2006; YUN et 

al., 2007).  Muitos trabalhos mostram a relação dessas mutações com os inibidores para o 

EGFR (GANDHI et al., 2009; MILLER, 2008; PAO et al., 2005; ZHU et al., 2008).  

As células tumorais também podem adquirir mecanismos de resistências aos 

inibidores. As células tumorais que contêm mutações no EGFR podem desenvolver um 

segundo tipo de mutação, como a substituição de uma treonina por uma metionina no 

amino ácido 790, T790M, e as células podem se tornar resistentes aos inibidores do domínio 

tirosina quinase (ARTEAGA; ENGELMAN, 2014). Também pode ocorrer a ativação de vias de 

sinalização paralelas, como a amplificação de MET, e uma transformação fenotípica das 

células, sendo assim um tipo de resistência adquirida ao tratamento com os inibidores 

(MATIKAS et al., 2015). Tokumo et al. (2006) mostraram que pacientes apresentaram 

resistência ao tratamento com Getifinib apesar de serem portadores de mutação no exon 

19, que confere maior sensibilidade a tratamento com esse inibidor, e de apresentarem 

amplificação gênica do gene ErbB1.  

Os diferentes tipos de inibidores vêm sendo combinados entre si e com a 

quimioterapia tradicional (MATIKAS et al., 2015). Novas gerações de inibidores também vêm 

sendo desenvolvidas e testadas, como o Afatinib, um inibidor que também compete pelo 

domínio tirosina quinase, mas que pode se ligar ao EGFR com a substituição T790M de 

forma irreversível, mutação que conferia resistência à primeira geração de inibidores 

(ASAMI; ATAGI, 2014). Esse inibidor foi aprovado pelo FDA (US Food and Drug 

Administration) em 2013 para uso em pacientes com células não pequenas de câncer de 

pulmão que apresentam mutações para o EGFR (MATIKAS et al., 2015). 

A ativação de EGFR por meio de EGF também é capaz de induzir a transição epitélio 

mesenquimal (TEM) (Figura 6), contribuindo para um aumento da mobilidade celular (GAN 

et al., 2010; JARAMILLO et al., 2008; MOUSTAFA et al., 2012). A transição epitélio 

mesenquimal é um processo em que células epiteliais imóveis e polarizadas adquirem, por 



15 
 

 

meio de alterações moleculares, características como: perda da adesão célula a célula, perda 

das junções celulares e a reorganização do citoesqueleto. Estas características resultam na 

perda da polaridade apical e aquisição de morfologia fusiforme, assim as células epiteliais 

adquirem características de células mesenquimais, propiciando o aumento da capacidade de 

migração celular. Este importante processo foi inicialmente reconhecido durante estágios do 

desenvolvimento embrionário e recentemente também foi identificado por promover a 

progressão do câncer, induzindo metástase e invasão de carcinomas (MOUSTAFA et al., 

2012).  

Este processo começa no tumor primário quando as células tumorais modificam a 

adesão entre as células, regulando negativamente a expressão de proteínas de adesão 

celular, como a E-caderina, e regulando positivamente a expressão de proteínas que 

conferem características relacionadas com a motilidade celular, conferindo fenótipo de 

células mesenquimais (BARR et al., 2008). Outra característica de células mesenquimais é a 

expressão do filamento intermediário vimentina, utilizado como marcador da transição 

epitélio mesenquimal. Células de câncer de pulmão tratadas com EGF apresentam 

diminuição na expressão de E-caderina, aumentando a capacidade de invasão das células 

tumorais (LU et al., 2003), e promove o controle de Snail, fator de transcrição envolvido com 

a TEM, pela via de sinalização PKC/GSK-3β (LIU et al., 2014). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Transição epitélio mesenquimal (TEM) e a modulação pelo EGFR. A ativação de EGFR altera 
a diferenciação celular pela indução de TEM acompanhada pela expressão de maracadores 
mesenquimais como vimentina, fibronectina e N-caderina. Em contraste, a inibição de EGFR por 
inibidores do domínio tirosina quinase ou anticorpos, provoca a diferenciação, detectada por 
marcadores como E-caderina e ZO-1. Fonte: Modificado de Moustafa et al. (2012). 
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CULTURA TRIDIMENSIONAL 

 

A cultura de células tem grande importância por permitir a manutenção de células 

vivas em laboratório, propiciando o seu estudo. Essa técnica começou a ser desenvolvida por 

Harrison em 1907, que conseguiu manter células de embrião de anfíbios vivas em seu 

laboratório. Alexis Carrel, após ter acesso ao trabalho realizado por Harrison, conseguiu 

desenvolver um tipo de meio de cultura para manter células derivadas de coração de galinha 

em laboratório por mais tempo. Durante sua pesquisa percebeu que as células que tinham 

mais contato com o meio de cultura eram as mais viáveis e passou a cultivá-las sobre uma 

superfície formada por fios de seda, permitindo uma melhor interação das células com o 

meio, sendo talvez o primeiro cultivo celular em três dimensões. Johannes Holtfreter, em 

1944, desenvolveu um método de cultivo tridimensional que impedia a adesão celular às 

placas de cultivo, primeiramente adicionando ágar em sua superfície e depois 

desenvolvendo um aparelho que mantivesse a cultura sob rotação. A partir de 1950 a 

cultura tridimensional passou a ter crescente interesse científico e foi cada vez mais 

aprimorada (AMARAL; MACHADO-SANTELLI, 2011).  

Células cultivadas em monocamada, cultura em 2 dimensões (2D), não mantêm as 

mesmas características que possuíam in vivo. Devido a isso, há grande interesse no 

desenvolvimento de culturas celulares que mimetizem as características encontradas in vivo, 

por exemplo, para o estudo do comportamento de células tumorais diante de drogas 

anticâncer (PRESTWICH, 2008). A cultura em três dimensões (3D) consiste em uma maneira 

de cultivo que propicia às células realizarem interações célula-célula ou célula-matriz por 

todo o limite celular, sendo uma condição de cultura mais próxima do observado in vivo         

(BOKHARI et al., 2007; CUKIERMAN et al., 2001). 

O aumento da interação entre as células e com a matriz, observado no modelo de 

cultivo em 3D, pode aumentar a diferenciação celular (AMARAL et al., 2010, 2011; HALL et 

al., 1982; WILLIAM et al., 1992), atuar na sinalização celular devido aos componentes da 

matriz extracelular (PAGE et al., 2013), modificar o padrão de expressão gênica antes 

observado na cultura 2D (LUCA et al., 2013; SPENCER et al., 2010) e alterar a expressão de 

moléculas envolvidas com a adesão célula-matriz (integrinas) e célula-célula (caderinas) 

(SANTINI et al., 2000). Estudos mostraram que a expressão de integrinas e a distribuição da 
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E-caderina em esferoides são muito semelhantes ao encontrado in vivo (HAUPTMANN et al., 

1995; WALEH et al., 1994). 

A cultura 3D pode ser utilizada para diversos fins, tanto em pesquisa básica como 

aplicada. O cultivo de células tumorais 3D tem trazido grande interesse para seu uso no 

estudo do câncer, como por exemplo, em pesquisas que testam a eficiência de drogas 

(NIERO et al., 2014). Na cultura 3D as células estão dispostas em muitas camadas conferindo 

uma barreira biológica para a difusão de drogas, que terá que se difundir entre essas 

camadas, similar ao que ocorre in vivo (PAGE et al., 2013).  

Existem vários modelos de cultura de células que propiciam o crescimento de células 

em um sistema tridimensional. As células podem ser cultivadas em arcabouços contendo 

hidrogel com materiais naturais, como matrigel (SONG et al., 2014) e colágeno tipo I (SZOT 

et al., 2011), em uma matriz inerte (géis sintéticos) como alginatos de hidrogel (ROWLEY et 

al., 1999), em placas com baixa aderência para obtenção de esferoides multicelulares 

(FRIEDRICH et al., 2007; HIRSCHHAEUSER et al., 2010), utilizando esferas (microcarrier 

beads) e com cultura de explantes organotípicos (PAGE et al., 2013).  

Os esferoides multicelulares apresentam similaridade na morfologia, 

heterogeneidade celular e características funcionais de tumores sólidos, mimetizando 

microrregiões de tumores avasculares, regiões de tumores entre capilares e micro 

metástases. As células dos esferoides são expostas a um fornecimento de oxigênio e 

nutrientes de forma não uniforme, então as células localizadas em sua periferia refletem a 

situação de células tumorais próximas a vasos sanguíneos, que estão em plena atividade, já 

as células localizadas em seu interior se tornam quiescentes e acabam morrendo por 

apoptose ou necrose.  Essa técnica de cultivo tridimensional é utilizada por ser de fácil 

manipulação e de ter grande reprodutibilidade (FRIEDRICH et al., 2007; SANTINI; RAINALDI, 

1999).  

Há trabalhos que utilizam a cultura 3D para estudos em câncer de pulmão. São várias 

as formas de cultivo 3D utilizadas nesses estudos: esferoides (OLABIRAN et al., 1994; YANG 

et al., 2009), matrigel (LI et al., 2012; NGUYEN et al., 2013), cultivo de células em um modelo 

3D ex vivo (MISHRA et al., 2012), dentre outros.  

As opções de tratamento para o câncer de pulmão causado por NSCLC são: cirurgia, 

quimioterapia, radioterapia e terapia sequencial ou de combinação simultânea (GANDARA et 

al., 2005). Os tratamentos convencionais, na maioria das vezes, não são eficazes para conter 
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esse tipo de câncer e devido a isso o desenvolvimento de novas estratégias de terapia vem 

crescendo, tendo em vista alvos moleculares, como por exemplo, o EGFR. Como citado 

anteriormente, as células do câncer de pulmão frequentemente manifestam alterações 

moleculares, incluindo alterações no EGFR. Desta forma vem crescendo o interesse no 

desenvolvimento de drogas que tenham como alvo essa proteína para utilização no 

tratamento do câncer de pulmão. É interessante o uso da cultura 3D para estudos 

relacionados com o EGFR em câncer de pulmão, já que os resultados seriam mais próximos 

do observado in vivo. Entretanto, há poucos trabalhos focados nesse aspecto.  

Lee et al. (2011), por exemplo, cultivaram células epiteliais broncotraqueais humanas 

em um sistema 3D de cultura, utilizando o método de cultura tridimensional organotípico, 

com interface ar-líquido. Verificaram proliferação celular induzida pelo EGF, que foi inibida 

pelo tratamento com erlotinib, inibidor do domínio tirosina quinase de EGFR. Os autores 

concluíram que a hiperplasia de células do brônquio pode ser modelada in vitro usando 

células cultivadas em um modelo 3D. Outro trabalho mostrou o desenvolvimento de uma 

câmara para cultura celular constantemente suplementada com meio fresco (WANG et al., 

2013). Células não pequenas de câncer de pulmão foram encapsuladas com extrato de 

membrana basal e colocadas na câmara de cultura. A cultura 3D foi estimulada com EGF e 

houve formação de invadopódios e essas protrusões da membrana diminuíram sua 

incidência quando utilizado um inibidor de metaloproteinase de matriz. Esse trabalho 

demonstrou que esse método de cultura 3D foi eficiente para elucidar mecanismos de 

invasão. 

Li et al. (2013) selecionaram células com menor poder de invasão a partir da 

linhagem A549. Essas células foram então submetidas à radiação ionizante e as que 

sobreviveram foram cultivadas. As células previamente irradiadas possuíam prolongamentos 

celulares, tanto na cultura 2D e nos esferoides, adquirindo maior poder de invasão. A 

proteína EGFR e sua forma fosforilada (p-EGFR) estavam mais expressas nas células 

previamente irradiadas. Tratamentos com inibidor de EGFR causaram diminuição dos 

prolongamentos encontrados nas células cultivadas em monocamada e nos esferoides. 

Stratmann et al. (2014) utilizaram uma matriz extraída de tecido de intestino delgado 

de porco para cultivar as linhagens derivadas de câncer de pulmão. Os autores observaram 

que as células cultivadas no modelo 3D apresentavam a expressão de um marcador tumoral 

(MUC1) similar à expressão observada in vivo. A cultura 2D não apresentou o mesmo 
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resultado. A reposta à droga gefitinib, responsável pela inibição do domínio tirosina quinase 

de EGFR, nas células cultivadas em um modelo 3D também foi mais próxima à resposta 

encontrada in vivo.  

Dentre os trabalhos mais recentes que utilizaram a cultura 3D para cultivo de células 

derivadas de câncer de pulmão está o de Ekert et al. (2014). Os autores comparam a 

expressão e fosforilação do EGFR na cultura 3D com a cultura 2D, relacionando com a 

proliferação. Os esferoides apresentaram fosforilação basal do EGFR maior do que o 

encontrado na cultura 3D e as células dos esferoides se mostraram mais sensíveis aos 

inibidores de EGFR (EKERT et al., 2014).  

Os trabalhos supracitados focam no desenvolvimento de culturas 3D que possibilitem 

o teste de drogas, propiciando situações mais próximas do encontrado in vivo. Também 

investigam a ação do estímulo e inibição de EGFR, mostrando o envolvimento desse receptor 

na migração e invasão celular.   

 A análise do presente trabalho foi realizada em linhagens celulares derivada de 

câncer de pulmão humano em duas culturas celulares diferentes, em monocamada (2D) e 

cultura tridimensional (3D). A cultura 3D possibilita estudar o comportamento das células 

tumorais em condições mais próximas às dos tumores in vivo. A interação das células com o 

microambiente deve resultar em informações relevantes. Há poucos estudos com células 

derivadas de câncer de pulmão em cultivo 3D, mostrando assim a importância da realização 

desse estudo. Com isso, pudemos encontrar aspectos diferentes em relação à ativação e 

sinalização de EGFR, já que este é um receptor de membrana e a cultura 3D mimetizaria 

mais fielmente as interações intercelulares. Assim, pretende-se estabelecer as características 

de proliferação e migração destas células em consequência da ativação ou inibição de EGFR. 
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CONCLUSÃO 

 

O estudo da ativação do EGFR nas linhagens A549 e HK2, cultivadas em monocamada 

e nos esferoides, resultou em dados importantes para a elucidação da ação desse receptor 

na progressão do câncer de pulmão, principalmente no seu envolvimento com a migração 

celular. Com a análise de todos os dados em conjunto podemos concluir: 

 

 O número de cópias do gene ErbB1 não está associado a maior expressão de EGFR;  

 A ativação do EGFR por EGF e sua inibição por AG1478 não induziu a proliferação 

celular nos modelos estudados;  

 O estímulo com EGF promoveu alterações na organização dos microfilamentos de 

actina e aumentou a migração das células. Os dados obtidos não suportam a ideia do 

envolvimento da ativação da transição epitélio mesenquimal como causa da 

migração das células estudadas;  

 Conseguimos estabelecer, com sucesso, uma técnica de cultura 3D de células 

derivadas de carcinoma de pulmão humano sem a utilização de elementos exógenos 

de matriz extracelular;  

 Concordando com as observações de culturas em monocamada, o estímulo com EGF 

não induziu a proliferação das células dos esferoides e promoveu a migração celular;  

 O estímulo com EGF promoveu a migração das células da linhagem HK2, cultivadas 

em monocamada e nos esferoides, dependente da ativação da via Akt; 

 O estímulo com EGF promoveu a migração das células da linhagem A549, cultivadas 

em monocamada, independentemente da ativação das vias de Akt e ERK. As células 

dos esferoides de A549, estimuladas com EGF, migraram com dependência da 

ativação das vias de Akt e ERK. 
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